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Resumo

Introducdo: O uso de rins de doadores com critérios estendidos (DCE) esta associado
com o6rgdos de qualidade inferior e, por isso acabam gerando alta taxa de descarte
desses 6rgdos. Os métodos clinicos e histoldgicos usados como ferramentas para avaliar
0s 6rgdos “ndo ideais” e prever os desfechos dos DCE tém resultados conflitantes.
Objetivos: Avaliar as diferencas na expressdo génica de bidpsias (Bx) renais em DCE e
doadores com critérios padrées (DCS) no pré e pos-transplante (Tx) e buscar possiveis
alteracdes induzidas pelos regimes de imunossupressao (ISS). Metodologia: Receptores
(RTx) de DCS e DCE foram randomizados para tacrolimo (Tac) ou everolimo (Eve) e
as Bx foram coletadas no pré-transplante (TO Bx; n = 80) e apds 15 (T15 Bx; n =64) e
90 dias (T90 Bx; n = 51) p6s-Tx. Os subgrupos DCS-Tac, DCE-Tac, DCS-Eve e DCE-
Eve foram analisados para os desfechos clinicos e os dados foram correlacionados com
a expressdo génica intra-enxerto. Resultados: Receptores de DCE-Eve e DCE-Tac
tiveram menor sobrevida em um ano pés-Tx. Infeccdo por citomegalovirus e diabetes
mellitus p6s-Tx foram maiores em pacientes tratados com Tac. Apds um ano, receptores
de DCE-Eve apresentaram creatinina sérica (sCr) mais elevada do que DCE-Tac. As
taxas de rejeicdo aguda foram maiores no grupo Eve, independente do tipo de doador.
Bx TO de rins de DCE mostraram maior expressao de MCP-1, RANTES, TGF-B1 e IL-
10 quando comparado com rins de DCS. TGF-B1 foi relacionado com a sCr na retirada
do orgdo, enquanto que o tempo de hospitalizacdo de DCE foi associado com maior
expressdo de MCP-1 e RANTES. Bx T15 de pacientes dos grupos Eve apresentaram
aumento de FOXP3 e MCP-1. A expressdo de RANTES foi mais elevada no grupo
DCS-Eve. O uso de Eve foi a Unica variavel associada com maior expressdo de FOXP3,

MCP-1 e RANTES. O perfil das Bx apo6s 90 dias foi similar exceto pelo aumento dos
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transcritos de FOXP3 restritos ao grupo DCS-Eve. A maior expressdo de FOXP3 foi
associada com o uso de Eve e a funcgéo tardia do enxerto com 0 aumento na expressao
de MCP-1 e IL-10. Foram subtraidos das Bx T15 e T90, os valores de expressao génica
obtidos nas Bx TO, e dois tipos distintos de perfil molecular foram encontrados para
DCS e DCE. Rins de DCS apresentaram maior expressao para todas as moléculas,
exceto TGF-B1, independentemente do regime de ISS. Os rins de DCE mostraram
menor expressao para as mesmas moléculas, exceto por aumento discreto na expressao
de FOXP3 e RANTES. Conclusdo: Bx pré-implantacdo de rins de DCE tiveram um
perfil molecular inflamatério diferente de rins de DCS, com maior expressdo de
RANTES, MCP-1, TGF-B1 e IL-10. No pds-Tx, a ISS modificou o padrdo inicial de

expressao de citocinas nos tempos estudados.

Palavras-chave: Transplante Renal; Doador com Critérios Estendidos, Inibidor da

Calcineurina; Inibidor da mTOR, Tacrolimo, Everolimo, Imunossupresséo.



Abstract xiii

Abstract

Background: The use of kidneys from extended criteria donors (ECD) is associated
with organs of inferior quality and, therefore, a high discarding rate. Clinical and
histological tools available to assess non-ideal organs and predict outcomes of ECD
have conflicting results. Objectives: To evaluated differences in the intragraft cytokine
genes expression in ECD and SCD (standard criteria donors) kidney biopsies (Bx) pre
and post-transplant (Tx) and sought possible changes induced by immunosuppressive
regimens (ISS). Methodology: SCD and ECD recipients (RTx) were randomized to
tacrolimus (Tac) or everolimus (Eve) and Bx were collected pre-implantation (TO Bx; n
= 80) and after 15 (T15 Bx; n = 64) and 90 days (T90 Bx; n = 51) post-Tx. Subgroups
SCD-Tac, ECD-Tac, SCD-Eve and ECD-Eve were analyzed for clinical outcomes and
clinical data were correlated with intragraft gene expression. Results: Overall, ECD-
Eve and ECD-Tac had inferior one-year patient survival and ECD-Tac had lower graft
survival than other groups while cytomegalovirus and de novo diabetes pos-Tx were
higher in patients with Tac. After one year ECD-Eve patients had higher serum
creatinine than ECD-Tac (p = 0.03). Acute rejection rates were higher in Eve group
regardless donor type. TO Bx of ECD showed higher expression of MCP-1, RANTES,
TGF-B1 and IL-10 when compared with SCD. TGF-B1 related to the serum creatinine at
harvesting the organ while length of donor hospitalization and ECD donor type were
associated with upregulation of MCP-1 and RANTES. T15 Bx of patients from both
groups taking Eve had increased FOXP3 and MCP-1. RANTES were upregulated only
in the SCD-Eve group. Eve was the only variable associated with upregulation of
FOXP3, MCP-1 and RANTES. Molecular profiling at T90 was similar except by an

increase in FOXP3 transcripts restrict to SCD-Eve group. Positive expression of FOXP3
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was associated with the use of Eve and delayed graft function (DGF) with the increased
expression of MCP-1 and IL -10. We subtracted from Bx T15 and T90 gene expression
values obtained in Bx TO and two distinct types of molecular profile were found to SCD
and ECD. SCD kidneys showed upregulation for all molecules, except TGF-B1
regardless of the ISS system, and ECD kidneys showed negative regulatory molecules
for the same, except for slight positive FOXP3 and RANTES expressions. Conclusion:
Pre-implantation Bx of ECD kidneys had an inflammatory molecular profile clearly
distinct from SCD, with higher expression of RANTES, MCP-1, TGF-f1 and IL-10.
Post-Tx, the ISS given modifies the initial cytokine expression pattern at different time
points.

Keywords: Kidney Transplantation; Extended Criteria Donor; Calcineurin Inhibitor,

mTOR Inhibitor, Tacrolimus, Everolimus, Immunosuppression.
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1.1. Transplante renal e tipos de doadores

O transplante renal (Tx) é considerado a terapia de escolha mais eficaz para
pacientes com insuficiéncia renal cronica (IRC) em estagio terminal, pois permite
melhorar a qualidade de vida e prolongar a sobrevida do paciente.®

O principal problema dos transplantes € o numero reduzido de Orgaos,
insuficiente para suprir a demanda cada vez maior dos pacientes que aguardam em lista
de espera. Este fato tem motivado os centros de transplante a buscar formas alternativas
de alocacdo de 6rgaos e utilizarem rins de doadores falecidos com critérios diferentes do
“padrdo” tradicionalmente utilizado (DCS) e, por isso, denominados rins de doadores
com critérios estendidos (DCE).1®

Em 2002 foi definido que doadores falecidos com > 60 anos de idade ou aqueles
com idade entre 50 a 59 anos, possuindo pelo menos dois de trés critérios: histéria de
hipertensdo arterial sisttmica (HAS), creatinina sérica maior que 1,5 mg/dL quando
retirado 0 6rgdo ou doenca cerebrovascular como causa do ébito seriam considerados
como DCE.® Estas diretrizes foram desenvolvidas para identificar doadores falecidos
com fatores de risco, aumentar a disponibilidade de 6rgdos e melhorar a eficiéncia do
processo de alocagdo.™®

Desde entdo difundiram-se os estudos relacionados com rins de DCE,
principalmente aqueles referentes aos desfechos com esse tipo de 6rgdo. Em estudo
realizado com receptores de Tx renal (RTx) alocados em uma lista especifica para DCE
foi observado que houve reducdo do tempo de espera para 0 procedimento e que esses
pacientes tiveram beneficios em termos de sobrevida."® Lee et al., observaram que rins
de DCE apresentavam menor debito urinario no pds-operatorio, porém a sobrevida do

enxerto era semelhante em um ano pés-Tx, quando comparado com rins de DCS. " Em
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revisao de literatura Pascual et al. mostraram que, na maioria dos estudos
multicéntricos, os RTx de rins de DCE apresentaram sobrevida inferior do enxerto e do
paciente quando comparados a dos receptores de rins de DCS. Porém, alguns estudos
de centro Unico relataram sobrevidas do paciente e do enxerto semelhantes para ambos
0s tipos de doadores.® Stratta e cols duplicaram o nimero de Tx em um ano com 0s
rins de DCE, sendo que a sobrevida dos RTx e enxertos provenientes deste tipo de
doador assemelhavam-se com as dos Tx com rins de DCS apds um ano. Porém apés
cinco anos, as sobrevidas dos receptores de rins de DCE eram inferiores.*® RTx de rins
de DCE apresentaram maior risco relativo de perda do enxerto quando comparados com
RTx de doadores mais jovens sem nenhuma das trés comorbidades que definem DCE.®
Entretanto, apesar da menor sobrevida do enxerto o uso de rins de DCE proporcionou
melhor sobrevivéncia para alguns tipos especificos de receptores do que quando
comparados a permanéncia em dialise.®

Estudos de Tx com rins de DCE tém mostrado maior ocorréncia de fungéo tardia
do enxerto (Delayed Graft Function — DGF), infecgdo, taxas mais elevadas de
complicacdes cardiovasculares e hospitalizagdes mais longas quando comparados aos
transplantes feitos com rins de DCS.*?

Entretanto, o uso de rins de DCE ainda tem gerado controvérsia, embora sua
utilizacdo tem aumentado em todo o mundo. Atualmente nos EUA rins de DCE
representam cerca de 30% dos Tx realizados enquanto que em nosso servigo 25% dos
Tx sdo realizados com rins de DCE (dados ndo publicados).*® Estudos recomendam
que rins de DCE sejam alocados preferencialmente para um grupo especifico de
pacientes: maiores de 60 anos, diabéticos, pacientes com acesso vascular limitado, ndo

sensibilizados e aqueles em lista de espera por mais de 44 meses.("202%
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1.2. Funcéo tardia do enxerto (DGF)

DGF ¢ a complicacdo pos-transplante mais comumente observada em Tx com

rins de doadores falecidos e com frequéncia de aproximadamente 70% no Brasil.?V

DGF ¢ definida como a necessidade de didlise na primeira semana pos-TX e esta

associada com maior risco de rejeicdo aguda (RA), pior funcdo renal pds-Tx e menores

sobrevidas do paciente e do enxerto.#21-%®)

Vaérios fatores relacionados ao doador, receptor, ao 6rgdo transplantado e ao

procedimento do Tx parecem contribuir para o desenvolvimento da DGF (Quadro

1)_(29,30)

Quadro 1: Fatores de risco para DGF relacionados ao doador, 6rgdo, receptor e ao

procedimento cirdrgico.

Doador Receptor Orgéo/Procedimento
Idade Idade Tempo de isquemia fria
Peso Peso Tipo de solucéo de perfusao
Causa da morte Tempo de didlise Anormalidades vasculares
Creatinina Tipo de dialise Numeros de mismatches do HLA
Duragéo da ventilagéo Causa da IRC Protocolo de inducéo de ISS

Tipo de retirada do

o Comorbidades
orgédo

Pressao central venosa na
reperfuséo

IRC: Insuficiéncia renal crénica
HLA: Antigeno leucocitario humano

ISS: Imunossupresséo
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Dentre os fatores de risco para DGF o tempo de isquemia fria (TIF), que é
definido como o tempo entre a remocdo do érgdo com o armazenamento a frio e inicio
da reperfusdo ap6s a completa anastomose arterial, parece desenvolver um papel
primordial na ocorréncia deste desfecho.®**" Apesar do resfriamento do 6rgéo,
diminuir o metabolismo celular, o TIF prolongado causa leséo tecidual significante e
pode influenciar na sobrevida do enxerto.®239

Os mecanismos envolvidos na patogénese da DGF ndo sdo claros, mas parecem
estar relacionados com a lesdo de isquemia e reperfusao (I/R). A hipdxia do érgdo e a
lesdo causada pelos radicais livres de oxigénio na reperfusdo ativam os linfocitos T que
liberam citocinas inflamatérias. ®® Além de participarem ativamente no processo de
DGF, a maior expressdo dessas citocinas inflamatdrias e de seus receptores esta
associada com a ocorréncia de rejeicdo aguda (RA) e desenvolvimento de lesdes
cronicas do enxerto. 4%

A inflamagdo tecidual desencadeada pds-morte cerebral do doador também
poderia causar uma maior expressao de moléculas inflamatorias e também colaborar

para os desfechos do pés-Tx.“?

1.3. Eventos imunoldgicos associados a morte encefélica do doador e a leséo
de isquemia e reperfusdo

Orgdos provenientes de doadores com morte encefalica (ME) sdo a principal
fonte de 6rgédos utilizados no Tx. No entanto, quando comparados com 0Orgdos de
doadores vivos, os rins de doadores falecidos tém um risco significantemente
aumentado de DGF e pior sobrevida do enxerto.”? O estado fisioldgico de morte

cerebral seguido pela preservacdo do 6rgdo por longos periodos de tempo, associado
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com o evento de I/R sdo relatados como os que influenciam o desfecho do Tx renal.“**

43)

A ME do doador desencadeia a instabilidade hemodinamica, hipotermia,
desequilibrio hidroeletrolitico, estimulacdo do sistema nervoso autbnomo com liberagédo
de grande quantidade de catecolaminas e ap6s a perfusdo dos Orgdos, alteracdes do
sistema do complemento.“'4?

Existem relatos sobre as alteracbes moleculares e ativacdo do sistema
imunoldgico no rim do doador apds morte cerebral demonstrando a ocorréncia da

ativacdo de mediadores inflamatdrios e extensa resposta local de citocinas que parecem

favorecer piores desfechos a curto e longo prazo no receptor. 244

1.4. A resposta imune no transplante renal — mecanismos imuno-
inflamatorios

O Tx renal pode ser visto como um processo de intensa reacdo inflamatoria,
onde um érgdo proveniente do doador, repleto de antigenos, é apresentado ao sistema
imune do receptor que responde com liberacdo de moléculas como mediadores desse
processo.“54®)

Por essa razdo, existe grande interesse no estudo de marcadores inflamatoérios no
pré-transplante com objetivo de estimar ou prever o risco de DGF, rejeicdo e a perda do
enxerto.(38:4%40)

As citocinas sdo proteinas solUveis, de baixo peso molecular, produzidas
geralmente em reposta ao estimulo antigénico e que funcionam como mensageiros
quimicos para regulacdo do sistema imune adaptativo e inato. Estas proteinas sdo
produzidas por todas as células envolvidas na resposta e na apresentacdo de antigeno,

especialmente pelos linfécitos T helper.“>*9
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De acordo com Hu et al., as citocinas podem influenciar o enxerto renal pelo
recrutamento de leucocitos polimorfonucleares diante o processo de I/R e pela liberacado
de fatores inflamatdrios e troficos que desencadeiam RA, fibrose intersticial e atrofia
tubular (IFTA).“"

Vérias citocinas tém sido pesquisadas no sangue, urina e no tecido renal de
transplantados renais.“®*® No quadro 2 estdo selecionadas algumas citocinas cuja
analise da expressdo génica tera relevancia no contexto deste trabalho e suas respectivas

funcBes, assim como as principais células que as secretam.
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Quadro 2: Moléculas estudadas, principais funcdes e células secretoras.

Molécula Sigla Secrecao Alvos e efeitos Referéncias bibliogréaficas
) ) Induz migracdo de leucocitos;
Regulated upon Celulas T CD8+, células ) . 51
o S Controla o trdfego de mondcitos, Appay e Rowland-Jones®";
Activation Normal T-cell RANTES epiteliais, fibroblastos e - L . 52
basofilos, eosindfilos e células Krensky e Ahn®?
Expressed and Secreted plaguetas. )
natural killer (NK).
Células epiteliais e endoteliais,
Proteina de atragdo para fibroblastos, mondcitos, 3 o Viedt e Orth®?:
. MCP-1 ) L Atracéo de mondcitos. . 54
mondcitos-1 células T de memoria, células Yadav, Saini e Arora®
dendriticas.
) Inibicdo da proliferacdo das
3 Plaquetas, células T, . ) 55). .

Fator de transformacéo ] . fungdes efetoras das células T, da Sharma et al.®®; Pribylova-
) TGF-p1 macrofagos, mondcitos e ) 3 ) ) 56). o .
do crescimento - beta 1 ) - proliferacdo de células B e de Hribova et al.®?; Saigo et al.®”

células mesangiais. )
macro6fagos.
Mondcitos, macréfagos, o o ) ) 46, )
_ ) ) Inibicdo da ativacdo de células Hribova et al.“®; Sinuani et
Interleucina-10 IL-10 células NK, células T helper 2, » ) 58 50
] . ) dendriticas e macréfagos. al.®®; Hueso et al.®”
células dendriticas e células B.
Células T reguladoras CD4+ Reprimem a proliferacéo de Veronese et al.®?: Bunnang et
Forkhead box P3 FOXP3

CD25+

células T efetoras.

al.®: Dummer et al.®?
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1.5. Anélises histoldgicas e moleculares

A analise histopatoldgica da biopsia renal tem sido usada para fornecer
informacdes estruturais sobre a evolucdo do érgéo transplantado e o exame histoldgico
da bidpsia pré-implantacdo pode fornecer informacdes sobre a viabilidade do 6rgdo a
ser transplantado. Estudos tém mostrado que a presenca de lesdes pré-existentes na Bx
do doador estdo associadas com pior funcdo renal, desenvolvimento de lesdes
subsequentes e menor sobrevivéncia do enxerto. 56364

Apds o Tx, a biopsia seriada do enxerto renal € conduta considerada como
"padrdo ouro" para o diagndéstico de rejeicdo e evolucao do enxerto. No entanto, existem
limitacGes da classificacdo feita apenas com base nos achados histologicos, pois existem
diferentes interpretacdes dos patologistas para uma mesma biopsia, dissociacdo entre a
histologia e a funcdo renal observada e, cada vez mais, se verificam perfis moleculares
de citocinas diferentes dos achados histopatoldégicos.®” Para aumentar o valor preditivo
positivo da classificacdo o Comité de Banff desenvolveu critérios que integram dados
histoldgicos e moleculares em uma classificacdo Unica que poderia diagnosticar e
prognosticar rejeicdo e outros desfechos com mais acuracia.®

A anélise da expressao génica do 6rgao do doador, o transcriptoma, pode ser
uma estratégia interessante para determinar a qualidade do oOrgdo, complementar a
avaliacdo clinica e patoldgica e predizer o desfecho do Tx. O perfil molecular permitiria
ainda determinar modificacdes sutis na variacdo da transcricdo de genes associados a
ativacdo imunologica. Assim, mudangas no transcriptoma podem refletir modificacdes
relacionadas aos mecanismos de lesdo e reparo tecidual, que ndo sdo visiveis pela

histopatologia e ndo sio identificados pelas variaveis clinicas.©®¢®
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Mueller et al. demonstraram que transcriptomas das biopsias de implantacéo
identificaram rins com risco para DGF com mais precisdo do que com uso dos atuais
sistemas de pontuacdo clinica e histolégica.®® Portanto, a identificagdo de genes
transcritos poderia auxiliar na caracterizagdo da funcdo precoce do enxerto ou na
ocorréncia de DGF.®

Embora varios autores tenham estudado rins de DCS, as alteragdes moleculares
que ocorrem em rins de DCE ainda séo pouco conhecidas. Portanto, a analise do perfil
molecular desses rins poderia ser comparada com a dos rins de DCS e fornecer
informacdes adicionais das vias bioldgicas ativadas ou reprimidas. 46669

Uma abordagem genémica de eventos ocorrendo intra-enxerto poderia ser util de
duas formas: 1) a analise molecular de bidpsias pré-implantacdo poderia fornecer um
“perfil molecular” que poderia ser Gtil para entender o significado de "qualidade do
0rgdo", evitando descartes inadequados; 2) apds o Tx poderia medir quantitativamente a
carga inflamatdéria em curso no enxerto e permitiria abordagens terapéuticas mais
efetivas. %%

Consequentemente, a identificacdo de padrGes de moleculares inflamatorios e
anti-inflamatorios dos rins de DCE e dos seus genes associados poderia ser Gtil para

compreender os resultados inferiores observados atualmente em Tx com esses 0rgéos e

talvez a taxa de descartes desses rins.

1.6. Imunossupressao
O desenvolvimento de novas drogas imunossupressoras contribuiu
significantemente para reduzir os episddios de RA e aumentar sobrevidas do enxerto e

do paciente.®



Introducdo 11

Os inibidores da calcineurina (ICN), como o Tacrolimo, tem como func¢éo inibir
a ativacdo precoce de células T, sdo a base dos protocolos imunossupressores de
manutencdo utilizados em Tx mas estdo associados com nefrotoxicidade e podem
contribuir para a nefropatia cronica do enxerto.’” Por outro lado, os protocolos livres de
ICN tém sido associados com maior risco de RA, DGF e maior ocorréncia de efeitos
adversos, quando comparados com regimes de imunossupresséo baseada em ICN.%7?

Os inibidores especificos da proteina alvo da rapamicina em mamiferos
(mTOR), como o Everolimo, tém efeitos imunossupressores potentes e devido a baixa
nefrotoxicidade sdo uma opcao valida como terapia de manutencdo da ISS de pacientes
com nefropatia cronica do enxerto que ndo podem utilizar regimes baseados em ICN.*
™ Os inibidores da mTOR alteram o balanco imunolégico entre células aloreativas
efetoras e regulatorias, inibindo o crescimento de células T efetoras e favorecendo o
crescimento de células T reguladoras (Tregs) e a liberacdo de seu marcador especifico, o
fator de transcricdo FOXPS3.

O impacto causado pelo tratamento com imunossupressores nos eventos
moleculares pos-Tx de rins de DCE ainda ndo esta estabelecido. Assim, o presente
estudo também buscou identificar possiveis perfis moleculares de expressdo génica nas
biopsias de rins de DCS e DCE apds o Tx para avaliar alteraces dos transcritos

moleculares associados com 0s regimes imunossupressores.
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1.7. Objetivos

1.7.1. Objetivo geral

Avaliar as diferencas na expressdo génica de biopsias renais de DCE e DCS no
pré e pos-transplante e identificar possiveis alteracbes induzidas pelos regimes de

imunossupressao.

1.7.2. Objetivos especificos
1) Avaliar o perfil molecular de biopsias pré-implantacéo (T0) de rins de DCS e DCE.
2) Analisar alterac6es no perfil molecular induzidas por regimes imunossupressores,
com Tacrolimo ou Everolimo, em bidpsias realizadas 15 e 90 dias ap6s o transplante em
rins de DCS e DCE.
3) Correlacionar os niveis de expressdo génica em bidpsias pré-implantacdo, 15 dias e

90 dias apo6s o transplante com os desfechos clinicos.



2. CASUISTICA e METODOS |
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2.1.  Desenho do estudo e casuistica

Estudo prospectivo de centro unico randomizado conforme o tipo de rim e regime
de imunossupressdo. Oitenta pacientes foram recrutados pelo Servigo de Transplante
Renal do Hospital de Base da Fundacdo Faculdade de Medicina de S&o José do Rio
Preto entre Janeiro de 2012 e Dezembro de 2013. Desse total, 16 foram excluidos por
auséncia de funcdo primaria (n = 4), perda técnica (n = 2), revogac¢do do consentimento
(n =5), decisao dos investigadores (n = 2) e recusa de biopsia (n = 3). Sessenta e quatro
receptores foram divididos de acordo com o tipo de doador renal (DCS = 43; DCE = 21)
e posteriormente randomizados em grupos de acordo com o tratamento imunossupressor
recebido, Tacrolimo (Tac) ou de novo Everolimo (Eve) (figura 1).

Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi obtido de todos pacientes
antes da inclusdo no estudo, que foi aprovado pelo Comité de Etica Institucional do
Instituto de Moléstias Cardiovasculares de S&o Joseé do Rio Preto, em conformidade

com as normas vigentes para a investigagdo humana.

2.2. Critérios de Incluséo
1- Receptores com idade > 18 anos;
2- Doenca renal terminal com indicacao para receber um alotransplante renal primario
de um doador falecido DCS ou DCE;

3- TCLE para transplante devidamente assinados (Anexos I e 11).

2.3. Critérios de exclusao

1- Transplantes com mdltiplos 6rgaos;
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2- Evidéncia de infeccéo ativa sistémica;

3- Uso de qualquer medicamento sob investigacdo ou tratamento até quatro semanas
antes do transplante;

4- Hipersensibilidade conhecida ou suspeita as drogas de imunossupressao;

5- Terapias imunossupressoras além daquelas descritas para este estudo;

6- Pacientes hipersensibilizados (percentagem de anticorpos reativos > 30%);

7- Pacientes com HIV positivo ou com Hepatite B ou C.

2.4. Regimes de imunossupressao

Trinta receptores foram randomizados para receber Everolimo (Eve — Certican®;
Novartis, Basel, Suica), comecando no dia do Tx com 1,5 mg/dia e visando uma
concentracdo minima de 3-8 ng/mL, ou Tacrolimo (Tac — Tarfic®; Libbs, Sao Paulo,
Brasil) 0,15 mg/Kg/dia e meta de concentracdo minima entre 8-12 ng/mL nos primeiros
3 meses e 5-10 ng/mL nos meses seguintes. Todos 0s pacientes receberam terapia de
inducdo com Basiliximabe® (Simulect®, Novartis) 20 mg x 2 doses e terapia de
manutencdo com micofenolato de sodio (Myfortic®, Novartis) 1.440 mg/dL e

Prednisona, administrada de acordo com a pratica do centro.
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Transplantes
Recrutamento (n=230) Excluidos (n=13)

+ 4 sem funcio primaria

# - 2 perdas técnicas

3 » Srevogacido do consentimento

Alocacio + 2 decisio do investigador

(n=167)
Grupo DCS Grupo DCE
(n=44) (n=23)
1 perda de seguimento }7 i
P gu 2 perdas de seguimento
hJ A4
Tacrolimo (n=23) Tacrolimo (n=12)
Everolimo (n=21) Everolimo (n= 9)
¥ Y
Biopsias Biopsias
+T0 (n=352) - T0 (n=18)
+ T15 (n=43) +T15 (n=211)
= TOD (n=34) = TO0 (n=17)

Figura 1: Fluxograma da populacdo de pacientes e disposi¢cdes dos grupos estudados.

2.5. Defini¢bes

DCE foi definido como doadores falecidos > 60 anos de idade ou aqueles com
idade entre 50 e 59 anos possuindo pelo menos dois de trés critérios: historia de HAS,
creatinina sérica maior que 1,5 mg/dL quando retirado o 6rgdo ou doenca
cerebrovascular como causa do 6bito.®) DGF foi definida como a necessidade de dialise
na primeira semana ap6s Tx.®® A RA foi analisada no contexto clinico da disfungéo do
enxerto e pela histologia (rejeicdo comprovada por biopsia — RACB) de acordo com 0s
critérios de Banff 2007.® O diagndstico de diabetes mellitus pés-transplante (DMPT)
foi feito com base na descricdo feita pela Associacdo Americana de Diabetes."*™ A

infeccdo por citomegalovirus (CMV) foi diagnosticada quando o teste de carga DNA-
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CMV foi > log 2.1 ou > 150 copias. A doenca por CMV foi determinada como a
presenca de CMV DNAemia no plasma e sinais clinicos."® A faléncia do enxerto foi
definida como a data de retorno para dialise crénica. A taxa de filtracdo glomerular

(TFG) foi calculada pelo clearance de creatinina de 24 horas.

2.6. Coleta de bidpsias e analises histoldgicas

As bidpsias pre-implantacdo foram realizadas em cunha (TO) e as bidpsias de 15
(T15) e 90 (T90) dias ap6s Tx obtidas sob a orientacdo de ultrassom usando pistola
semiautomatica para bidpsia com canula Biocore Il MG (16 Ga X 15 cm). Metade das
Bx foi usada para andlise histoldgica e o restante foi imediatamente mergulhado em
solucdo estabilizadora de RNA, RNAlater (Ambion, Applied Biosystems) e congelado
em nitrogénio liquido a -195°C para a avaliacdo molecular. O diagnostico
histopatolégico foi avaliado por patologista cego e as lesdes histologicas foram

classificadas usando os critérios de Banff-2007.¢%

2.7. Extracdo e quantificacdo do RNA das biopsias renais

Os fragmentos de enxerto foram retirados da solucgéo estabilizadora e processados
para a extracdo de RNA total usando reagente Trizol® (Invitrogen Life Technologies). O
tecido congelado foi pesado e macerado acrescentando nitrogénio liquido para que a
amostra ndo descongelasse. Acrescentou-se 1000 pL de Trizol para cada 50 mg da
amostra. A mistura foi transferida para um tubo, deixada descansar por 5 minutos a
temperatura ambiente e em seguida centrifugada a mistura a 12.000g por 10 minutos a

4°C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionando-se 200 pL de
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cloroférmio para cada 1000 pL de Trizol, homogeneizando por inversdao e mantendo a
temperatura ambiente por 5 minutos. Apds centrifugacdo a 12.000g por 15 minutos a
4°C, a fase aquosa foi transferida para um tubo novo contendo 0,5 mL de alcool
isopropilico e agitado por inversdao. A amostra foi armazenada até o dia seguinte em
freezer —20°C. Posteriormente, centrifugou-se a amostra por 30 minutos a 14.000g a
4°C. Descartou-se o0 sobrenadante e adicionou-se 1mL de etanol 70% gelado, diluido
com agua DEPC (Amersham), e centrifugou-se a amostra por 2 minutos a 14.000g a
4°C; repetindo esta etapa por duas vezes. Descartando novamente o sobrenadante e 0s
tubos foram deixados sobre papel absorvente até secagem do pellet. Feito isso, foi
adicionado 20 pL de 4gua DEPC para diluicdo o pellet de RNA.

As amostras foram quantificadas para utilizacdo das concentracdes ideais nas
reacOes de transcricdo reversa do RNA (Reverse transcription polymerase chain
reaction — RT-PCR), em equipamento fluorimetro Qubit® (Thermo Fisher Scientific)
com a utilizacdo do kit Qubit® RNA High Sensitivity Assay, conforme protocolo do

fabricante.

2.8. Transcrigdo reversa do RNA total e sintese do DNA complementar

(cDNA)

O RNA total foi submetido a transcri¢do reversa com o kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription (Applied Biosystems), de acordo com as instruc@es do fabricante.
As amostras tiveram sua concentracdo de RNA total ajustadas para 2 pg e para cada
uma delas foram utilizados na preparacdo da reacdo 2 ul. de 10x RT Buffer; 0,8 uL de

dNTPs (100 mM); 2 uL RT random primers (10x); 1 pL de MultiScribeTM Reverse
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Transcriptase (50,0 U/uL) e 4 puL de agua DEPC. As amostras foram submetidas a

ciclagem compostas por 10 minutos a 25°C, 120 minutos a 37°C e 5 minutos a 85°C.

2.9. Analise da Expressao Génica por PCR em tempo real

Avaliacdo dos niveis de expressdo dos genes FOXP3, I1L-10, TGF-p1,
CCL5/RANTES e CCL2/MCP-1 foi realizada através da técnica de reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (Quantitative real time polymerase chain reaction — gRT-
PCR) com sondas TagMan®, de acordo com os protocolos do fabricante (Applied
Biosystems). Para as analises de quantificagdo cada reagéo foi preparada com 10 pL de
TagMan Gene Expression Master Mix; 1 uL de sonda TagMan®, 8 pL de agua DEPEC
e 1 uL de DNAc. Todas as amostras foram executadas em triplicata e analisadas no
StepOnePlus Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems), os dados foram
normalizados com as expressdes dos genes enddgenos GAPDH e p-actina. A
quantificacéo relativa foi realizada pelo método 2! (Ct - ciclo threshold). O grupo de
referéncia consistiu em amostras obtidas de receptores de rins DCS sem DGF e RA. Os

resultados estéo expressos em medianas de unidades de expressao relativa.

2.10. Analises estatisticas

Os dados séo apresentados em nimeros absolutos, médias + desvio padrdes (DP),
medianas ou porcentagens. As quantificagdes génicas sdo mostradas em graficos box-
plot com transformacé&o logaritmica dos dados. Os niveis de RNA mensageiro (RNAm)
foram analisados utilizando o teste de Kruskall-Wallis com todos os grupos de tratados.
O teste de Tukey foi utilizado para comparagdes multiplas entre os grupos estudados. O

teste de Mann-Whitney foi empregado para comparac@es entre dois grupos. Foi usado o
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teste exato de Fisher para comparar variaveis qualitativas. A andlise de regressao linear
maultipla foi realizada para avaliar os efeitos independentes de TIF, tipo e idade do
doador, sCr, tempo de hospitalizacdo, ocorréncia de DGF e RA e, a imunossupressao
sobre a expressdo relativa nas biopsias renais. Analises multivariadas de regressdo
logistica binaria foram executadas para observar variaveis clinicas associadas a
expressao relativa, que incluiu um termo para grupo de tratamento randomizado (Eve
vs. Tac) e ajuste para outras covariaveis, incluindo a idade do doador, TIF e tipo de
doador (DCS vs. DCE). Andlises de sobrevida do enxerto foram baseadas no tempo
entre o transplante e a faléncia do enxerto (censura da morte) e na sobrevida do paciente
sobre o tempo entre o transplante e morte com um rim funcionando (censura dos
retornos em didlise) e, foram calculadas utilizando o método de Kaplan-Meier para
comparac0es utilizando testes de Log-Rank.
Empregou-se representacdo grafica por meio de box-plot incluindo valor
minimo, mediana e valor maximo, além de eventuais outliers.
Todas as andlises foram realizadas utilizando o software Stats Direct versdo 3.0
(Stats Direct Ltd.). O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em valor de p <

0.05



3. RESULTADOS
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3.1. Caracteristicas demograficas de doadores e receptores de acordo com o
tipo de rim

No presente trabalho foram estudados 64 doadores falecidos e 64 receptores
transplantados renais. Desses, 43 foram DCS e 21 DCE e as variaveis analisadas desses
doadores estdo resumidas na tabela 1. A comparacao entre 0s dois grupos mostrou que
os DCE eram significantemente mais velhos (idade média de 57 + 6 vs. 37 = 13 anos, p
= 0,0001), apresentaram maior prevaléncia de morte por acidente cerebrovascular (p =
0,02) e HAS (p = 0,001). O TIF (DCS = 24 + 3,5 vs. DCE = 25,7 + 3,9 horas), 0 nimero
de doadores diabéticos e a duracdo da hospitalizacdo do doador foram semelhantes nos
dois grupos.

Caracteristicas demograficas dos receptores de acordo com o tipo de rim recebido
e 0s resultados clinicos sdo apresentados na tabela 1. Tac e Eve foram administrados a
51%, 49%, 57% e 43%, dos receptores de DCS e DCE, respectivamente. Receptores de
DCE foram mais velhos quando comparados com DCS (52 + 9 vs. 45 + 12 anos; p =
0,01) e tiveram mais incompatibilidades HLA-DR. Etnia, sexo, CMV, diabetes mellitus
pos-transplante (DMPT), ndo foram diferentes entre 0s grupos. Da mesma forma, foram
semelhantes as taxas de RA (12% vs. 14%, p = NS), DGF (67% vs. 71%, p = NS) e
duracdo da DGF (15 £ 6,7 vs. 14 * 6 dias; p = NS) para DCS e DCE, respectivamente.
A sCr (DCS =14 +0,55 vs. DCE = 1,72 £ 0,65 mg/dL; p = 0,04) e taxa de filtracéo
glomerular (TFG) (DCS =68 + 25 vs. DCE =51 + 17 mL/min; p = 0,02 ) em 12 meses
pos-Tx foram piores no grupo DCE. As sobrevidas de paciente e enxerto, um ano pos-
Tx, foram significantemente menores no grupo DCE do que para DCS (p = 0,03 e p =

0,016, respectivamente) (tabela 1).
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Tabela 1: Caracteristicas de doadores e receptores e dados do transplante.

DCS

DCE

Parametro (n = 43) (n = 21) Valor de p

Caracteristica dos doadores
Idade, anos (média + DP) 37+13 57+6 0,0001
Género M(F) 22(21) 10(11) NS
Causa da morte
Trauma [n (%)] 24 (56) - -
Acidente cerebrovascular [n (%)] 17 (40) 21 (100) 0,02
Outra causa de morte [n (%)] 2 (4.5) - -
sCr na retirada (mg/dL) (média + DP) 155+11 165+10 NS
TIF (horas) (média + DP) 24+ 35 25,7+ 3,9 NS
HAS [n (%)] 8 (17) 18 (56) 0,001
Diabetes mellitus [n (%)] 2 (4,6) 2 (9,5) NS
Tempo de hospitalizacdo (dias) (média + DP) 575 43+3 NS

Caracteristica dos receptores
Idade, anos (média + DP) 45+ 12 52+ 9 0,01
Etnia (Caucasiana/Nao-caucasiana) 26/17 13/8 NS
Género M(F) 31(12) 16 (5) NS
CMV [positivo, n (%)] 18 (42) 13 (62) NS
DGF [n (%)] 29 (67) 15 (71) NS
Duracédo da DGF (dias) (média + DP) 15+6,7 14+6 NS
Rejeicdo aguda [n (%)] 5(12) 3(14) NS
Mismatch HLA-AB (média + DP) 2,75+0,3 2,79+0,7 NS
Mismatch HLA-DR (média + DP) 0,35+0,5 0,75+0,6 0,01
sCr 12 meses (mg/dL) (média £ DP) 14+05 1,72+0,6 0,04
TFG 12 meses (mL/min) (média + DP) 68 = 25 51+17 0,02
Imunossupressao
Tacrolimo [n (%)] 22 (51) 12 (57) NS
Everolimo [n (%)] 21 (49) 9 (43) NS
DMPT [n (%)] 6 (14) 4 (19) NS
Sobrevida paciente 12 meses (%) 98 85 0,03
Sobrevida enxerto 12 meses (%) 98 76 0,016

M: sexo masculino; F: sexo feminino; sCr: Creatinina sérica; DP: Desvio padrdo; TIF: Tempo
de isquemia fria; HAS: Hipertensdo arterial sistémica; CMV: Citomegalovirus; DGF: Fungdo
tardia do enxerto; HLA: Antigeno leucocitario humano; TFG: Taxa de filtracdo glomerular;

DMPT: Diabetes mellitus pos-transplante.-.
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3.2. Dados demogréficos e clinicos de receptores de acordo com o tipo de
imunossupressao

Os resultados clinicos e demogréaficos de pacientes tratados com Tac ou Eve séo
mostrados na tabela 2. A idade e as taxas de DGF ndo foram diferentes entre os dois
grupos, mas 0s pacientes tratados com Eve apresentaram duracdo da DGF mais longa
(Tac =12 £ 5 vs. Eve = 16 + 7,3 dias; p = 0,04). Apesar das taxas de RA serem quase
trés vezes maiores no grupo Eve, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes (Tac = 6% vs. Eve = 17%; p = NS).

Depois de um ano, a sCr e a taxa de filtracdo glomerular (TFG) ndo eram
diferentes e foi observado um menor nivel de proteiniria de 24 horas em pacientes
tratados com Tac (Tac= 0,37 + 0,59 vs. Eve= 0,53 + 0,67 g/24h; p = 0,02). A taxa de
infeccdo por CMV foi maior no grupo Tac (Tac = 71% vs. Eve = 40%; p = 0,02) e

DMPT foi numericamente duas vezes maior em pacientes Tac (p = NS).

3.3. Dados demograéficos e clinicos de receptores de acordo com os tipos de
rim e de imunossupressao

Para estudar os resultados clinicos de acordo com o tipo de doador combinado
com o0 regime imunossupressor, estratificamos 0 grupo em quatro subgrupos de
pacientes (DCS-Tac = 22; DCE-Tac = 12; DCS-Eve = 21; DCE-Eve = 9; tabela 2).
N&o houve diferenca na idade, ocorréncia e duragdo da DGF entre os quatro subgrupos.
Taxas de RA foram semelhantes, mas houve uma tendéncia para ser maior em pacientes
tratados com Eve (DCS-Tac = 4,5%; DCE-Tac = 8%; DCS-Eve = 19%; DCE-Eve =
11%; p = NS). A sCr, um ano apos o Tx, foi significantemente menor no DCE-Tac

quando comparados com pacientes DCE-Eve (1,6 = 0,3 vs. 1,9 + 0,9 mg/dL; p = 0,03).
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Receptores de rins de DCS tinham semelhante sCr em um ano,
independentemente do tipo de protocolo imunossupressor utilizado (DCS-Tac = 1,36 £
0,48 vs. DCS-Eve = 1,45 + 0,6 mg/dL; p = NS). A TFG néo foi diferente entre os quatro
subgrupos embora receptores de DCS apresentaram valores de TFG, pelo menos, 15
mL/min maior quando comparado com os receptores de DCE (tabela 2). Do mesmo
modo, os niveis de proteindria de 24 horas ndo foram diferentes, mas observou-se uma
tendéncia para ser mais elevada nos subgrupos tratados com Eve (tabela 2). CMV foi
menos frequente em pacientes tratados com Eve quando comparado com Tac (DCE-Tac
= 83% vs. DCE-Eve = 33%, p = 0,03; DCS-Tac = 59% vs. DCS-Eve = 24%; p = 0,03).
Nenhum paciente do grupo DCE-Eve teve DMPT contra 33% de ocorréncia em
receptores de DCE-Tac (p = 0,01; tabela 2).

Em toda a populacdo as complicacBes cirargicas da ferida operatéria foram
significantemente maiores no grupo Eve (p = 0,04) e as complicacdes infecciosas ndo
diferiram entre os grupos Tac e Eve (tabela 3). A infeccdo do trato urinario foi mais
frequente no grupo de pacientes DCE-Eve quando comparados com os pacientes DCS-

Eve (p = 0,03).
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Tabela 2: Demografia e informaces clinicas relevantes de acordo com a imunossupressao e tipo de doador.

Tac Eve DCE-Tac DCS-Tac DCE-Eve DCS-Eve

(n=34) (n=230) (n=12) (n=22) (n=9) (n=21)
Idade do receptor, anos (média + DP) 48 £ 10 47+125 51+94 46,4 + 10 54,2 +8,2 44 +£13
DGF [n (%)] 22 (65) 22 (73.3) 8 (67) 14 (64) 7(78) 15 (71)
Duracéo da DGF (dias) (média + DP) 12 + 52 16+7,3 137 12 + 3,7 154 +5 16,6 + 8,3
Rejeicdo aguda [n (%)] 2 (6) 5(17) 1(8) 1(4.5) 1(11) 4 (19)
Proteinuria 12 meses (média + DP) 0,37 + 0,59b 0,53 £ 0,67 0,26 £ 0,22 0,41 £ 0,67 0,60+ 0,8 0,51+0,6
TFG 12 meses (média + DP) 64 + 23 63 + 26 52,4 +13 67,6 £24,5 50,6 £ 21 67 + 26,6
sCr 12 meses (mg/dL) (média + DP) 1,43+0,4 1,60+0,7 16+ 0,3d 1,36 + 0,48 1,9+0,9 1,45+0,6
DMPT [n (%)] 7(21) 3(10) 4(33)° 3(14) 0 3(14)
CMV infeccdo [n (%)] 24 (71)C 12 (40) 10(83)f 13(59)g 3(33) 5(24)
Sobrevida do paciente 12 meses (%) 93,8 90 90 100 90 95
Sobrevida do enxerto 12 meses (%) 91 87 70 100 82 95

% Tac vs. Eve (p = 0,04); ® Tac vs. Eve (p = 0,02); “ Tac vs. Eve (p = 0,02); 9 DCE-Tac vs. DCE-Eve (p = 0,03); * DCE-Tac vs. DCE-Eve (p =
0,01); "DCE-Tac vs. DCE-Eve (p = 0,03); Y DCS-Tac vs. DCS-Eve (p = 0,03). DGF: Funcéo tardia do enxerto; DP: Desvio padréo; TFG: Taxa

de filtracdo glomerular; sCr: Creatinina sérica; DMPT: Diabetes mellitus pds-transplante; CMV: Citomegalovirus.
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Tabela 3: Complicacdes infecciosas e cirurgicas.

Tac Eve DCE-Tac DCS-Tac DCE-Eve DCS-Eve
(n=34) (n=30) (n=12) (n=22) (n=9) (n=21)
Infecgbes, n (%)
Herpes simples 1(3) 2 (6) 0 1(4.5) 1(11) 1(5)
Herpes zoster 2 (6) 3 (10) 2 (17) 0 2 (22) 1(5)
Infeccdo do trato urinario 10 (29) 8 (26) 5 (42) 5 (23) 5 (55)b 3 (14)
Pneumonia 6 (17) 6 (20) 4 (33) 2(9) 3(33) 3(14)
Outros 7 (20,6) 5 (16,5) 2 (16) 5 (23) 2 (22) 3(14)
Sepse 1(3) 3 (10) 1(8) 0 2(22) 1(9)
Infeccéo flngica 5 (15) 1(3) 2 (16) 3(25) 0 1(5)
Complicacgdes cirargicas, n (%)

Ferida operatoria 4(12)° 9 (30) 2 (16) 2(9) 2 (22) 7 (33)
Linfocele 7 (21) 7 (23) 2 (16) 5 (23) 2 (22) 5 (24)

Tac vs. Eve (p = 0,04); ° DCE-Eve vs. DCS-Eve (p = 0,03).
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3.4. Achados histologicos

Histologia normal foi observada em 33% e 14% das Bx TO de rins DCS e DCE,
respectivamente (p = NS). Fibrose intersticial e atrofia tubular leve (IFTA < 1) foram
semelhantes em ambos 0s grupos enguanto que achados de IFTA > 1 eram quase trés
vezes mais comum em DCE que em rins DCS (p = NS) (tabela 4).

Nas Bx T15, nenhum receptor de DCE apresentou histologia normal versus
26,5% no grupo DCS. IFTA < 1 ocorreu de forma semelhante nos pacientes do grupo
DCS usando Tac (63%) ou Eve (68%) e foi numericamente mais elevada entre DCE-
Tac (73%) do que no DCE-Eve (44,5%), embora sem atingir diferenca estatisticamente
significante. Nenhum rim DCS teve IFTA > 1 enquanto este achado foi diagnosticado
em 20% do grupo DCE (Tac = 9% vs. Eve = 11%; p = NS) (tabela 4).

RACB IA/IB foi duas vezes mais comum em receptores de DCE (20%: Tac =
9%; Eve = 11%), quando comparado com DCS, embora sem apresentar significancia
estatistica (tabela 4). Apenas um paciente do grupo DCS-Eve teve RACB - Banff IlI.
Em T90, Bx com histologia normal foram encontradas em 10,5% dos grupos DCS-Tac
e 12,5% DCE-Eve. A grande maioria das Bx apresentaram IFTA < 1 em todos os
subgrupos. IFTA > 1 foi detectada em 17,5% e 11% de grupos de DCS e DCE,

respectivamente. Apenas um paciente do DCE-Eve teve RACB IA/IB (tabela 4).
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Tabela 4: Histologia das bidpsias pré-implantacédo e biopsias 15 e 90 dias pos-transplante por tipo de doador e imunossupressor.

TO T15 T90
Classificagéo DCS DCE Valor Do o= IES iz
histolégica, n(%) (n=52) (n=28) dep Tac Eve Valor Tac Eve  Valor Tac Eve Valor Tac Eve  Valor
(n=19) (n=19) dep (n=11) (n=9) de p (n=19) (n=15) dep (n=9) (n=8) de p
Histologia normal 17 (33) 4 (14) NS 3 (16) 2 (10,5) NS * * * 2 (10,5) * * * 1(12,5) *
IFTA<I 33 (63) 21 (75) NS 12 (63) 13 (68) NS 8(73) 4(445) NS 13 (68) 13 (87) NS 7(78)  6(75) NS
IFTA> | 2(4) 3(11) NS * * * 1(9) 1(11) NS 2 (10,5) 1(7) NS 1(11) * *
RA-1AeIB * * * 1(5) 1(5) NS 1(9) 1(11) NS * * * * 1(125) *
RA _ I I I * * * * l (5) * * * * * * * * * *
Alteracdes * * * * *
borderiine 1(5) 1(5) NS 1(9 1(1) NS 1(5,5) 1(7) NS  1(11)
Outras alteracdes * * * 2 (10,5) 1(5) NS 1(9) 1(11) NS 2 (10,5) * * 1(11) 1125 NS

IFTA: Fibrose intersticial e atrofia tubular; RA: Rejeicdo aguda
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3.5. Perfil molecular de bidpsias pré-implantacéo (TO)

Para avaliar a carga de inflamacdo dos rins de DCS e DCE estudamos a
expressao génica de moléculas inflamatorias em 80 bidpsias pré-implantagéo (T0) (DCE
= 28; DCS = 52). Moleculas pro-inflamatérias MCP-1 (p = 0,016), RANTES (p =
0,008), TGF-p1 (p = 0,04) e anti-inflamatéria IL-10 (p = 0,0005) foram
significantemente mais expressas nos rins DCE do que nos rins DCS e a expressédo do
gene FOXP3 foi semelhante em ambos os tipos de rins (figura 2).

A duracdo da internacdo do doador foi a Unica variavel independentemente
associada com a expressdo aumentada de FOXP3 (p = 0,01) e MCP-1 (p = 0,04). Tipo
de doador DCE foi relacionado com elevada expressdo de ambas as citocinas
inflamatérias MCP-1 (p = 0,02) e RANTES (p = 0,006), enquanto que 0 aumento da
expressdo de TGF-B1 so6 foi associada com a sCr do doador na retirada do 6rgdo (p =
0,04). Idade do doador e TIF ndo foram associados com expressdao de nenhum dos genes

estudados (tabela 5).
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Figura 2: Representagcdo esquematica por "box-plot" de valores de mediana e quartis dos niveis de expressdo de RNAm em bidpsias pré-implantacao
(TO). DCS: Doador renal com critérios padrdes; DCE: Doador renal com critérios estendidos; RNAmM: RNA mensageiro.
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Tabela 5. Regressao linear multipla da associacdo entre as variaveis do doador e as expressfes génicas em biopsias TO.

TGF-p1 MCP-1 RANTES 1L-10
N —— Coeficiente Valor Coeficiente Valor Coeficiente Valor Coeficiente Valor Coeficiente Valor
dep (Beta) dep (Beta) de p (Beta) dep (Beta) dep
Rim DCE NS -0,02 NS 42 0,02 22,8 0,006 8,9 NS
Idade do doador NS 0,23 NS -0,48 NS -0,2 NS 0,02 NS
Ultima sCr do NS 3,14 0,04 125 NS 27 NS 17 NS
doador
TIF (horas) NS 0,4 NS -1,9 NS -0,7 NS 0,36 NS
Tempo de
hospitalizacéo 0,01 0,009 NS 2,8 0,04 1,18 NS 0,65 NS
(dias)

DCE: Doador renal com critérios estendidos; sCr:

Creatinina sérica; TIF:

Tempo de isquemia fria.
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3.6. Perfil molecular de bidpsias T15 e T90, tipo de doador e regimes de
Imunossupressao
Sessenta e quatro bidpsias T15 e 51 Bx T90 foram estratificadas de acordo com o

tipo de doador e regime imunossupressor. As figuras 3 e 4 mostram que em Bx T15 e
T90 andlise dos transcritos génicos ndo foi diferente na populacéo total de DCS e DCE.

Avaliagdo dos subgrupos conforme o tipo de doador e do protocolo
imunossupressor utilizado mostrou um perfil onde MCP-1 e RANTES foram
significantemente mais expressos no grupo de DCS-Eve (figuras 3 e 4) e sem diferencas
na expressao de IL-10 e TGF-B1, tanto em T15 como em T90. Expressédo de FOXP3
mostrou-se diferente, pois enquanto que em T15 houve expressdo positiva em ambos 0s
grupos DCS e DCE tratados com Eve, em T90 apenas pacientes do DCS-Eve
mostraram aumento nos transcritos de FOXP3 (figuras 3 e 4).

A tabela 6 mostra a correlacdo entre as variaveis do doador e receptor e a
expressdo génica em Bx T15. Houve significante correlagdo de FOXP3, MCP-1 e
RANTES apenas com uso de Eve.

Da mesma forma, a tabela 7 mostra essas correlacbes em Bx T90 e diferentemente
do padrdo molecular observado em T15, apenas FOXP3 mostrou-se correlacionado com

0 uso de Eve, MCP-1 e IL-10 apareceram correlacionados com DGF.
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Figura 3: Representacdo esquematica por "box-plot" de valores de mediana e quartis dos niveis de expressdao de RNAm em bidpsias 15 dias apds o transplante

(T15). DCS: Doador renal com critérios padrdes; DCE: Doador renal com critérios estendidos; Eve: Everolimo, Tac: Tacrolimo; RNAmM: RNA mensageiro.
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Figura 4: Representacdo esquematica por "box-plot” de valores de mediana e quartis dos niveis de expressdo de RNAm em bidpsias 90 dias ap6s o transplante (T90).

DCS: Doador renal com critérios padres; DCE: Doador renal com critérios estendidos; Eve: Everolimo, Tac: Tacrolimo; RNAmM: RNA mensageiro.
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Tabela 6: Andlises de regressdo logistica dos fatores de risco e expressdes génicas em biopsias T15.

FOXP3 TGF-p1 MCP-1 RANTES IL-10
S Razdo de chance Valorde Razdo de chance Valorde Razdodechance Valorde Razdodechance Valorde Razdo dechance Valorde
ovariave
(1C 95%) p (1C 95%) p (1C 95%) p (1C 95%) p (1C 95%) p
0,60 0,53 0,86 0,7 0,85
Rim DCE NS NS NS NS NS
(0,07-4,9) (0,08-3,4) (0,09-8,3) (0,05-9) (0,12-5,6)
0,7 1.8 0,37 03 0,64
Idade do doador (anos) NS NS NS NS NS
(0,08-5,3) (0,3-11) (0,03-3,5) (0,02-3,8) (0,09-4,1)
2,5 16 1,6 0,85 1,75
TIF (horas) NS NS NS NS NS
(0,6-10,5) (0,5-5,3) (0,28-9,1) (0,12-5,9) (0,46-6,6)
Tempo de 15 1,63 7,2 618 1,14
o _ NS NS NS NS NS
hospitaliza¢ado (dias) (0,3-7,0) (0,43-6,1) (0,8-64,6) (0,008-44) (0,27-4,8)
1,7 0,53 3,3 1,6 0,32
DGF NS NS NS NS NS
(0,4-7,0) (0,15-1,9) (0,5-20,1) (0,19-14) (0,07-1,4)
2,7 2,55 0,38 11,8 3,6
RA NS NS NS NS NS
(0,2-32,8) (0,4-17,2) (0,02-7,3) (1,4-5,3) 90,3-36,3)
11,8 1,06 30,5 41,6 35
Eve 0,0017 NS 0,005 0,002
(2,5-55,1) (0,32-3,5) (2,7-343) (3,7-465) (0,9-13,2)

DCE: Doador renal com critérios estendidos; TIF: Tempo de isquemia fria; DGF: funcdo tardia do enxerto; RA: Rejei¢do aguda; Eve: Everolimo.
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Tabela 7: Andlises de regresséo logistica dos fatores de risco e expressdes génicas em biopsias T90.

FOXP3 TGF-p1 MCP-1 RANTES IL-10
c e Razdo de chance Valorde Razdo de chance Valorde Razdo de chance Valorde Razdo dechance Valorde Razdo dechance Valorde
ovariave
(1C 95%) p (IC 95%) p (1C 95%) p (1C 95%) p (1C 95%) p
0,18 0,23 11 1.8 3,2
Rim DCE NS NS NS NS NS
(0,02-1,7) (0,01-2,8) (0,1-13,5) (0,15-22,2) (0,12-85,3)
2,5 4,3 15 0,5 13
Idade do doador (anos) NS NS NS NS NS
(0,27-23) (0,3-56,1) (0,1-16,9) (0,04-6) (0,07-24)
1,5 1,6 0,9 14 0,9
TIF (horas) NS NS NS NS NS
(0,36-6,2) (0,4-6,3) (0,2-4,2) (0,2-7,4) (0,15-5,4)
Tempo de 0,97 0,64 1,0 0,9 15
o (0,1-8,9) NS NS NS NS NS
hospitalizacéo (dias) e (0,07-5,6) (0,1-10,6) (0,06-14,7) (0,07-28,4)
1,7 1,04 4,9 0,4 8
DGF NS NS 0,02 NS 0,01
(0,4-6,9) (0,28-3,9) (1,2-19,9) (0,06-2,3) (1,5-42,5)
5,6 0,79 0,9 127 65,8
RA NS NS NS NS NS
(0,4-81,1) (0,13-4,5) (0,1-7,8) (0,0008-19,1) (0,0005-7802)
6,6 0,87 2,9 2,3 2,3
Eve 0,01 NS NS NS
(1,4-31,1) (0,22-3,4) (0,6-14,2) (0,4-12,5) (0,37-14,4)

DCE: Doador renal com critérios estendidos; TIF: Tempo de isquemia fria; DGF: fungdo tardia do enxerto; RA: Rejei¢do aguda; Eve: Everolimo.
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Quando subtraimos das Bx T15 e T90 os valores de expressao génica obtidos nas
Bx TO dois tipos distintos de perfil molecular emergiram para DCS e DCE (figura 5).
Enquanto que os rins DCS apresentaram regulacdo positiva para todas as moléculas,
exceto TGF-B1, independentemente do regime de ISS, os rins DCE mostraram
regulacao negativa para as mesmas moléculas, exceto por discreta expressdo positiva de

FOXP3 e RANTES (figuras 5 A e B).
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Figura 5: Expressao génica relativa de RNAm de FOXP3, TGF-B1, MCP-1, RANTES e IL-10 a partir dos valores de expressao basal (T0) em

relacdo as expressoes de bidpsias T15 e T90 (Delta). Os dados sdo apresentados em porcentagem de aumento. DCS: Doador renal com critérios

padrdes; DCE: Doador renal com critérios estendidos; Eve: Everolimo, Tac: Tacrolimo.
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A heterogeneidade dos fatores de risco para avaliar os desfechos pos-Tx podem
refletir nas limitaces da padronizacdo de biomarcadores para avaliacdo da qualidade
renal. A identificacdo de biomarcadores que sejam capazes de prever os resultados do
Tx com rins de DCE € importante, pois poderia diminuir as elevadas taxas de descartes
desses 6rgdos.? Desse modo, a aplicacéo de ferramentas moleculares em bidpsias pré-
implantacdo poderia produzir maior entendimento sobre as bases moleculares dos
processos que levam a desfechos ruins no pés-Tx. Neste trabalho foram investigados os
niveis de expressao génica de moléculas que parecem ter relacdo com resultados do
transplante renal e sua possivel associacdo com o tipo de doador e o efeito do protocolo
de ISS.

Como nossa hipétese era de que rins de DCE tinham piores desfechos do que
rins de DCS, em consequéncia de possuirem uma atividade inflamatoria mais intensa,
inicialmente comparamos os transcritos moleculares das Bx TO de rins de DCS e DCE.
Anédlise das expressdes génicas em Bx TO mostraram diferencas marcantes entre o perfil
de expressdo de rins de DCE e DCS, com moléculas pro-inflamatorias, MCP-1 e
RANTES, e anti-inflamatdrias, I1L-10 e TGF-B1 expressas de forma significantemente
maior em rins de DCE quando comparados com DCS.

A idade do doador pode estar correlacionada com maior ocorréncia de
comorbidades, como HAS e doenca cerebrovascular, produzindo um perfil molecular
inflamatdrio diferenciado em rins de DCE quando comparados a rins de DCS. Martins
et. al. sugerem que o envelhecimento est4 associado com a ativagédo cronica do sistema
imune, com aumento da producao de citocinas pro-inflamatorias e reducéo da expressao

de moléculas de adesdo. "
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Além disso, esses outros estudos experimentais e em humanos que mostram que
a morte encefalica causa um estado pro-inflamatorio sistémico que predispde Orgaos
periféricos como os rins a lesdo."®®) Este ambiente pré-inflamatdrio parece ser
especifico para ME, pois rins obtidos de doadores com parada cardiaca, com tempos de
isquemia fria semelhantes, ndo tém o mesmo perfil inflamatorio. A inflamacao
sistémica também tem sido atribuida a alteracbes hormonais, instabilidade
hemodinamica, idade, TIF prolongado e duracdo da hospitalizagdo dos potenciais
doadores.®2%)

Em nosso estudo, ndo foram encontradas diferencas entre as variaveis analisadas
para os grupos de DCS e DCE, exceto aquelas inerentes a classificacdo de DCE. No
entanto, a associacdo encontrada na analise multivariada entre 0 aumento da expressdo
de MCP-1 e RANTES o tipo de doador (DCE) e com o tempo de hospitalizacao,
reforcam trabalhos que sugerem o envolvimento de um processo inflamatério iniciado
antes da retirada do 6rgao.®

Altas expressdes de IL-10 e TGF-B1 podem ser devido a uma resposta anti-
inflamatoria gerada como resposta ao estado pré-inflamatoério existente nesses rins e
também uma tentativa de reparar a lesdo causada pela isquemia do tecido.
Interessantemente, a associacdo da expressdo de FOXP3 e TGF-B1 com o tempo de
internacdo, como com a sCr na retirada do 6rgdo, podem estar relacionadas com a
atividade de reparacéo tecidual e com o trafico de diferentes tipos de células protetoras,
especialmente aquelas do tipo células Tregs, envolvidas na reparacdo do processo de
isquemia e reperfusdo.®8"

A idade do doador e do receptor ndo foram significantemente associados com

qualquer expressao das citocinas nas Bx TO.
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A inflamacdo sistémica e o perfil pré-inflamatorio presentes nas Bx TO podem
ser decorrentes de uma resposta as lesdes que ocorrem durante a isquemia e captacéo do
6rgdo do doador e podem estar relacionadas com a ativacdo da imunidade inata. E
descrito que sob condicdes de estresse, 0 processo de morte celular pode liberar para o
meio extracelular moléculas enddgenas denominadas padrdo moleculares associados ao
dano (damage associated molecular pattern - DAMPS) e desencadear uma inflamacéo
do tipo "estéril" caracteristica de processos como trauma e isquemia. %%

Outra hipotese envolvendo os DAMPs é o grau de hipdxia que ocorre antes de
captacdo dos 6rgdos. Damman et. al. relataram maior atividade das vias relacionadas
com hipdxia e sistema de coagulacdo que levam a liberacdo de DAMPs em doadores
com ME.®

Nesse contexto é possivel que 6rgdos de doadores “nao ideais”, tais como 0s dos
DCE, que tiveram maior tempo de hospitalizacdo e possivelmente, maior dano tecidual,
liberariam maior quantidade de restos celulares e moléculas enddgenas de sinalizagdo
que ativam a imunidade inata, resultando em potentes estimulos estéreis, traduzidos por
maior producdo de citocinas e quimiocinas.®°+%)

Além disso, alteragdes na quantidade de neutrofilos, células dendriticas
residentes e células T CD4+ CD8+ que infiltram o rim de DCE também podem
influenciar a intensidade da inflamacao estéril e, consequentemente, a resposta imune
adaptativa mediada por células T.*%

Estudos anteriores mostraram que os receptores de rins de DCE tém pior funcéo

renal e menor sobrevida do enxerto e do paciente do que DCS“"%??_ Entretanto, os
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subgrupos estudados ndo apresentaram diferencas significantes com relacdo a DGF e
funcdo renal no primeiro ano pds-Tx, apesar de uma tendéncia de maiores taxas de RA
terem sido observadas nos subgrupos tratados com Eve. Esses pacientes tiveram maior
duracdo da DGF, maior proteindria e menores taxas de infeccdo por CMV, enquanto
mais DMPT foi encontrada entre os pacientes que receberam Tac, corroborando dados
anteriores de estudos clinicos maiores.®®"

Apds o transplante, o perfil dos transcritos encontrado em Bx T15 e T90 foram
muito semelhantes, ambos marcados pelo aumento da expressdo FOXP3 apenas em
subgrupos tratados com Eve, sugerindo uma relacdo causal com esta droga. No entanto,
enquanto em T15 a utilizacdo de Eve foi associada com aumento da expressdo de
FOXP3, MCP-1 e RANTES, em T90 a relacdo foi unicamente com Eve. Como o
periodo T15 abrange eventos de maior atividade inflamatéria, tais como DGF e RA, é
possivel que esses resultados sejam em virtude de uma tentativa de equilibrio entre a
resposta inflamatoria e anti-inflamatdria e/ou um efeito dos inibidores da mTOR. Nas
Bx coletadas em T90, um periodo p6s-Tx mais estavel, 0 aumento da expressdo de
FOXP3 pode ser predominantemente devido a atividade de células Tregs atuando no
processo de lesdo/reparacdo. A liberacdo de citocinas inflamatérias, detectadas por
hibridizacdo in situ ou no plasma foi relatada em bidpsias renais pre-implantacdo de
doadores vivos, doadores com ME e doadores mortos com coracdo parado, mas
diferencas no perfil molecular de DCS e DCE ndo foram investigadas.“2%

Em virtude das Bx TO de rins de DCS e DCE exibirem elevada expressao
génica, reavaliamos 0s transcritos intra-enxerto sem a respectiva atividade inflamatdria

basal. A partir dessa analise surgiram dois perfis de expressao génica muito distinto

para rins de DCS e DCE. Enquanto nos rins de DCS os transcritos moleculares
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permaneceram aumentados em T15 e T90, nos rins de DCE quase todas as moléculas
tiveram suas expressdes diminuidas, com exce¢do de pacientes do grupo DCE-Eve que
mostraram pequeno aumento de FOXP3 e RANTES (T15) e I1L-10 (T90). E interessante
observar que em ambos o0s periodos, as Bx de DCS-Eve exibiram um padrédo
caracterizado por niveis de expressdo génica mais elevados do que DCS-Tac,
especialmente para o gene FOXP3. A menor expressao relativa de citocinas em rins de
DCE pode representar um estado ndo-funcional da ativacdo de células T que se
tornaram incapazes de montarem uma resposta imunoldgica com equilibrio adequado
entre moléculas inflamatérias e anti-inflamatérias.®®

Nossos resultados sugerem que os rins de DCE tém caracteristicas teciduais
especificas, com transcritos moleculares muito diferentes dos rins de DCS. Ainda assim,
sugere-se que a diferenca na expressao génica molecular entre DCE e DCS pode ser
relacionada com a imunidade inata e a intensidade da inflamacdo estéril. Apos o
transplante, independentemente do regime imunossupressor, o perfil molecular de rins
de DCS permanece predominantemente pré-inflamatério, enquanto rins de DCE geram
um perfil ndo-fisiol6gico com diminuicao da expressdo das moléculas inflamatorias.

Embora nosso estudo demonstre de forma inédita as diferencas de perfil
molecular existente em rins de DCS e DCE, ele possui algumas limitacdes como o alto
custo das analises do transcriptoma, possibilidade de vieses na interpretagdo e o nimero
reduzido de pacientes reduzido em cada grupo.

Por outro lado, uma vez comprovadas essas diferencas, os presentes resultados
podem oferecer novas estratégias para o tratamento visando reduzir a carga inflamatoria

dos rins de DCE.



5. CONCLUSOES
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Este estudo permite concluir que:

1) Rins de DCE possuem maior expressdo génica de moléculas inflamatérias do
que rins de DCS.

2) Em biopsias T15, houve aumento da expressdo de FOXP3 e MCP-1 em
pacientes tratados com Eve. A expressdo de RANTES foi mais elevada no grupo DCS-
Eve. O perfil molecular das Bx T90 foi similar ao perfil encontrado em Bx T15, exceto
pelo aumento dos transcritos de FOXP3 no grupo DCS-Eve.

3) O maior tempo de hospitalizacdo do doador, os rins de DCE e niveis elevados
de sCr na retirada do 6rgdo foram relacionados com maior expressdo de moléculas
inflamatdrias. O tratamento com Eve foi associado com aumento da expressdo de
moléculas inflamatodrias e de FOXP3. A DGF foi associada com maior expressdo de

MCP-1 e IL-10 em bidpsias T90.
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Abstract

The tools used to predict the outcomes of expanded criteria donors (ECDs) lead to
conflicting results. We sought to determine whether kidney biopsies (Bxs) from ECDs
and standard criteria donors (SCDs) have different molecular profiles and whether
immunosuppressive regimens (ISRs) change these profiles. Recipients received either
tacrolimus (Tac) or everolimus (Eve). Bxs were performed at preimplantation (T0), 15
(T15) and day 90 (T90) and clinical outcomes were correlated with gene expression.
The TO Bxs of the ECDs showed increased expression of MCP-1, RANTES, TGF-1
and IL-10 compared with SCDs. The T15 and T90 Bxs had similar transcripts, with an
upregulation of all cytokines. Distinct molecular profiles emerged when we subtracted
the T15 and T90 cytokine expression from the TO: although SCD transcripts persisted
with cytokine upregulation, ECD were downregulated regardless of ISR. We conclude
that pre-implantation Bxs of ECD kidneys have a molecular profile distinct from that of
SCD. After Tx, cytokines expression presented upregulated in SCD and downregulated
in ECD, regardless the ISR. Identifying molecular profiles might provide insights for

donor pretreatment and help to improve the fate of an ECD allograft.

Abbreviations:

AR, acute rejection

BPAR, biopsy proven rejection

BXL, basiliximab

CNI, calcineurin inhibitors

DAMPs, damage-associated molecular patterns

Eve, everolimus
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MYF, sodium mycophenolate

P, prednisone

gRT-PCR, real-time polymerase chain reaction quantitative
Tac, tacrolimus

Tx, kidney transplantation

TO, pre-implantation biopsies

T15, biopsies 15 days after transplant

T90, biopsies 90 days after transplant

B-ACTIN, beta-actin

AACt, Ct-threshold cycle
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Introduction

The imbalance between the high demand and reduced supply of organs for kidney
transplantation (Tx) has resulted in a growing waiting list. This imbalance has
motivated transplant centers to accept “non-ideal” kidneys recovered from expanded
criteria donors (ECDs) (1-3). However, the graft survival of ECD kidneys is generally
worse than that of standard criteria donor (SCD) kidneys. Histopathological assessments
of the pre-implantation biopsies (Bxs) of ECD kidneys to evaluate organ suitability are
controversial and thus, these kidneys are often discarded (4).

A recent review showed that, despite the plethora of appraisal tools used to assess the
quality of deceased donor kidneys, few demonstrate a satisfactory predictive power for
clinical practice (5). It has become evident that the fear of using “inferior quality”
kidneys has been used to justify their disposal. In 2011, 18% of all donated kidneys
were discarded, which seriously and negatively affected waitlisted patients (4-7).

A genomic approach to determine intragraft events might be useful in two ways. First,
a molecular analysis of preimplantation Bxs might provide a useful molecular profile
baseline to help establish organ quality and avoid inappropriate disposals (8-10).
Second, the characterization of post-Tx molecular profiles might be used to
guantitatively measure the ongoing intragraft inflammatory burden, thereby providing
information beyond histopathology and clinical variables (8, 11-13).

Consequently, identifying the patterns associated with the inflammatory and anti-
inflammatory molecules of ECD kidneys and their associated genes might be an
interesting approach to understand the outcomes of this procedure and reduce the kidney

discard rate, thereby increasing the organ donor pool (14-15).
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In addition, the effect of immunosuppressive regimens in the ongoing intragraft
molecular events of ECD kidneys has not yet been established. Calcineurin inhibitor
(CNI)-based therapies are the most common protocols used to maintain kidney
transplants. However, they are associated with nephrotoxicity and might contribute to
chronic allograft nephropathy (7). On the other hand, CNI-free protocols are associated
with a higher risk of acute rejection (AR), delayed graft function (DGF), primary
nonfunctioning kidneys and other adverse effects compared with CNI-based
immunosuppression regimens (ISRs) (16).

In the present study, we tried to understand why patients who received ECD kidneys
fared worse than those who received SCD kidneys. We sought to identify gene
expression molecular profiles in preimplantation Bxs taken from SCD and ECD
kidneys. Next, we studied the intragraft gene expression from serial Bxs and searched
for associations between clinical outcomes and specific molecular profiling to evaluate

the molecular transcriptional changes associated with an ISR.

Materials and Methods

Study design and sample

In this exploratory, prospective, single-center study, 80 patients were enrolled between
January 2012 and December 2013. Of these patients, 13 were excluded because of
primary non-function (n = 4), technical losses (n = 2), consent withdrawn (n = 5) or
investigator decision (n = 2). A total of 67 patients were in the intention-to-treat
population (SCD = 43; ECD = 24) and were randomized by treatment with either
tacrolimus (Tac) or de novo everolimus (Eve) (Figure 1). The major exclusion criteria

included re-transplant patients with previous multiple organ transplants, previous liver
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transplant, HIV positive and a panel of reactive antibodies > 30% at the most recent
assessment.

Written informed consent was obtained from all the patients before inclusion in the
study that was approved by the Institutional Ethics Committee of Cardiovascular
Diseases Institute of Sao Jose do Rio Preto in accordance with current standards for

human research.

Immunosuppressive Regime (ISR)

Thirty recipients were randomly assigned to receive 1.5 mg/d of Eve (Certican®;
Novartis, Basel, Switzerland) starting on the day of Tx with a target trough
concentration of 3-8 ng/mL or 0.15 mg/kg/d Tac (Tarfic®; Libbs, Sao Paulo, Brazil),
with a target trough concentration of 8-12 ng/mL over the first 3 months and 5-10
ng/mL thereafter. All patients received an induction therapy of 20 mg x 2 doses
Basiliximab® (Simulect, Novartis) and a maintenance therapy of 1440 mg/dL Enteric
Coated Sodium Mycophenolate (Myfortic®, Novartis) and Prednisone administered

according to the practice of the center.

Definitions

ECD was defined in accordance with previous reports. DGF was defined as the need for
dialysis within the first week after Tx (8, 17).

AR was diagnosed in the clinical setting of graft dysfunction and via histology (biopsy-
proven rejection; BPAR) according to the Banff 2007 histopathological criteria (18). A
post-transplant diabetes mellitus (PTDM) diagnosis was performed based on

descriptions from the World Health Organization (WHO) and the American Diabetic
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Association (ADA) (19, 20). A cytomegalovirus (CMV) infection was defined when the
CMV DNA load-testing cutoff was > log 2.1 or > 150 copies. CMV disease was defined
as the presence of CMV DNA in the plasma and clinical signs of disease (21). Graft
failure was defined as the return date to chronic dialysis. Glomerular filtration rate

(GFR) was measured by the 24 hour creatinine clearance

Protocol Bx and histological study

A wedge Bx was performed immediately before each kidney implantation (T0) and at
15 (T15) and 90 (T90) days after Tx. Bxs were obtained under ultrasound guidance
using a cannula Biocore Il MG (16 Ga X 15 cm) semi-automatic biopsy gun. Half of
each Bx was used for a histological analysis. The remaining section was immediately
immersed in RNAlater (Ambion, Applied Biosystems) for molecular evaluation. A
pathologist blinded to the genomic analysis assessed the histopathologic diagnosis.

Histological lesions were classified using the Banff 2007 criteria (18).

Donor and recipient clinical variables

The demographics of the evaluated donors and recipients are shown in Table 1.

Intragraft gene expression according to quantitative real-time polymerase chain

reaction (QRT-PCR)

Graft fragments were macerated and processed for RNA extraction using Trizol
Reagent (Ambion, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) according to

manufacturer’s instructions. Total RNA (2.0 pg) was reverse transcribed using high-
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capacity cDNA reverse transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
according to the manufacturer's instructions to a final volume of 20 pl.

To evaluate gene expression levels, a TagMan® gRT-PCR was performed based on
Applied Biosystems (Foster City, CA, USA) protocols. The TagMan Assay reagents for
the detection and quantification of the FOXP3, IL-10, TGF-p1, CCL5/RANTES and
CCL2/MCP-1 genes were designed using Applied Biosystems. All samples were
conducted in triplicate using a StepOnePlus RT-PCR System (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) and normalized to the expression of GAPDH and B-ACTIN.
Relative quantification was performed using the 22 method (Ct threshold cycle). The
reference group consisted of samples obtained from SCD kidney recipients without

DGF or AR. The results are expressed as medians of relative expression.

Statistical Analyses

The data are presented as absolute numbers, means + SD, medians or percentages. The
gene quantifications are shown as boxplots with logarithmic data transformations.
MRNA levels were analyzed using the Kruskal-Wallis test for all treatment groups.
Tukey’s test was used for between-group multiple comparisons. The Mann-Whitney U
test was used for between-group comparisons. Fisher’s exact test was used to compare
the qualitative variables. A multivariate linear regression analysis was performed to
determine the independent factors that influence the relative expression in the Bxs after
one year. Multiple bivariated logistic regressions were performed to analyze the clinical
variables associated with a relative expression risk that included a term for the
randomized treatment group (Eve vs. Tac) and adjustment for other covariates including

donor age, cold-ischemia time (CIT), and donor type (SCD vs. ECD). Graft survival
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analyses were based on the time between Tx and graft failure (censoring of death). The
patient survival analyses were based on the time between Tx and death with a
functioning kidney (censoring of dialysis returns) and calculated using the Kaplan-
Meier method for log-rank comparison tests.

All analyses were performed using Stats Direct version 2.5.7 (Stats Direct Ltd.). The

established significance level was a p-value of < 0.05.

RESULTS

Donor and recipient demographics

The variables analyzed for the 44 SCDs and 23 ECDs are summarized in Table 1. After
one year, three patients were lost to follow up. A between-group comparison showed
that the ECDs were significantly older than the SCDs (mean age = 57 + 6 vs. 37 + 13
year, p = 0.0001) and had higher rates of death due to cerebrovascular accident (p =
0.02) and arterial hypertension (p = 0.001). CIT, the number of diabetic donors and
hospitalization length were similar for both groups.

The demographics of the recipients based on type of kidney received and clinical
outcomes are shown in Table 1. Tac and Eve were administered to 51% and 49% of the
SCD patients, respectively, and to 57% and 43% of the SCD recipients, respectively.
The ECD recipients were older than the SCD recipients (45 + 12 vs. 52 + 9 years; p =
0.01) and had more HLA-DR mismatches. No differences in race, gender, CMV status,
or pre-Tx diabetes mellitus were observed between the groups. Similar rates of AR
(12% vs. 14%; p = NS), DGF (67% vs. 71%; p = NS) and DGF duration (15 £ 6.7 vs.
14 £ 6 days; p = NS) were found in the SCDs and ECDs, respectively. Both serum

creatinine (Scr; SCD = 1.4 £ 0.55 mg/dL vs. ECD = 1.72 £ 0.65 mg/dL; p = 0.04) and
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the glomerular filtration rate (GFR; SCD = 68 = 25 mL/min vs. ECD = 51 + 17
mL/min; p = 0.02) at 12 months post-Tx were worse for the ECD group than the SCD
group. The one-year patient (p = 0.04) and graft (p = 0.016) survival rates were
significantly lower for the ECD than the SCD recipients (Table 1).

The clinical outcomes of the patients treated with Tac or Eve within the recipient
population are shown in Table 2. The age and DGF rates were similar between the Tac
and Eve groups. However, the patients treated with Eve showed a longer duration of
DGF (Tac = 12 + 5 days vs. Eve = 16 + 7.3 days; p = 0.04). The AR rates were
approximately threefold higher in the Eve group than the Tac group (Tac = 6% vs. Eve
= 17%; p = NS). After one year, the Scr and GFR were similar between the groups,
although lower 24-h proteinuria levels were observed among the Tac-treated patients
(Tac = 0.37 £ 0.59 ¢g/24 h vs. Eve = 0.53 + 0.67 ¢g/24 h; p = 0.02). The CMV infection
rate was higher in the Tac group than the Eve group (Tac = 71% vs. Eve = 40%; p =
0.02). PTDM was twofold higher among the patients receiving Tac (p = NS).

To study the clinical outcomes based on donor type combined with ISR, we stratified
the cohort into four subgroups of patients: SCD-Tac = 22, ECD-Tac = 12, SCD-Eve =
21, and ECD-Eve = 9 (Table 2).

We did not identify differences with regard to age or the rate and duration of DGF
among the four subgroups. The AR rates were similar; however, a trend toward higher
AR rates was observed among the patients treated with Eve (SCD-Tac = 4.5%; ECD-
Tac = 8%; SCD-Eve = 19%; ECD-Eve = 11%; p = NS). The one-year Scr was
significantly lower for the ECD-Tac group than the ECD-Eve group (1.6 £ 0.3 vs. 1.9 +
0.9 mg/dL; p = 0.03). Those receiving SCD kidneys had similar one-year serum

creatinine levels regardless of the ISR (SCD-Tac = 1.36 + 0.48 vs. SCD-Eve = 1.45 +
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0.6 mg/dL; p = NS). The GFR did not differ among the four subgroups, although the
SCD recipients showed GFR values at least 15 mL/min higher than the ECD recipients
(Table 2). Similarly, the 24-hour proteinuria levels did not differ among the subgroups.
However, the levels tended to be higher in the subgroups treated with Eve (Table 2).
CMV was significantly less frequently associated with Eve compared with Tac (ECD-
Tac = 83% vs. ECD-Eve = 33%, p = 0.03; SCD-Tac = 59% vs. SCD-Eve = 24%; p =
0.03). No patient in the ECD-Eve group had PTDM, whereas a 33% occurrence rate
was observed within the ECD-Tac group (p = 0.01; Table 2).

The complications resulting from surgical wounds were marginally more frequent in the
Eve group (p = 0.06). Infectious complications were similar across both groups (Table
3). The most frequent infections were urinary tract infections, followed by respiratory

tract and herpes virus infections.

Histological findings

A normal histology of the TO Bxs was observed in 33% and 14% of the SCD and ECD
kidneys, respectively (p = NS). Mild interstitial fibrosis and tubular atrophy (IFTA < 1)
were similar across both groups. IFTA values > 1 were almost threefold more common
for the ECD kidneys than the SCD kidneys (p = NS; Table 4).

At T15, no ECD recipient showed normal graft histology, whereas 26.5% of the SCD
group had normal graft histology. IFTA values < 1 occurred at similar rates among the
patients from the SCD group using either Tac (63%) or Eve (68%) and was higher
among the ECD-Tac (73%) patients compared with the ECD-Eve (44.5%) patients. No
SCD kidney showed an IFTA value > 1. However, 20% of the ECDs were diagnosed

with IFTA (Tac = 9% vs. Eve = 11%; p = NS; Table 4).
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BPAR IA/IB was twofold more common in 20% of the ECD recipients (Tac = 9%; Eve
= 11%) compared with the SCD group (10%). However, this difference was not
significant (Table 4). Only one patient from the SCD-Eve group had BPAR Banff I1I.

At T90, a normal histology was found in 10.5% of the SCD-Tac and 12.5% of ECD-
Eve groups. A large majority of the Bxs presented with IFTA values < 1 for all
subgroups, whereas IFTA values > 1 were detected in 17.5% and 11% of the SCD and
ECD groups, respectively. Only one patient from the ECD-Eve group had BPAR IA/IB

(Table 4).

Molecular profile of the pre-implantation Bxs

To assess the inflammatory burden of the SCD and ECD kidneys, we studied the
cytokine gene expression of 80 TO Bxs (ECD = 28; SCD = 52). The pro-inflammatory
molecules MCP-1 (p = 0.016), RANTES (p = 0.008), TGF-B1 (p = 0.04) and anti-
inflammatory IL-10 (p = 0.0005) were significantly upregulated in the ECD kidneys
compared with the SCD kidneys. The FOXP3 gene was similarly expressed in both
types of kidneys (Figure 2). A multivariate linear regression analysis showed that the
duration of donor hospitalization was independently associated with the upregulation of
MCP-1 (p = 0.04), RANTES (p = 0.05) and FOXP3 (p = 0.01). ECD kidneys showed a
high expression of both inflammatory cytokines MCP-1 (p = 0.02) and RANTES (p =
0.006), whereas increased TGF-B1 expression was only associated with serum
creatinine at recovery (p = 0.04). Donor age and CIT were not associated with any of

the transcripts studied (Table 5).
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Molecular profiles of the T15 and T90 Bxs, donor type and ISR

A total of 64 T15 Bxs and 51 T90 Bxs were stratified based on the kidney donor type
and ISR. Figures 3 and 4 show that the cytokine genes transcripts were not differently
expressed throughout the sample.

A subgroup analysis showed that regardless of the Bx time and ISR, MCP-1 and
RANTES were significantly upregulated in the SCD-Eve group (Figures 3 and 4);
however, no differences were observed in the expression of IL-10 and TGF-B1. The
FOXP3 transcripts at T15 were upregulated in both groups (SCD and ECD) treated with
Eve, whereas only the SCD-Eve group showed an increase in FOXP3 gene expression
at T90 (Figures 3 and 4).

A multinomial logistic regression analysis showed that the FOXP3, MCP-1 and
RANTES transcripts in the Bxs at T15 were strongly correlated with Eve
immunosuppression. However, no correlations were found with regard to 1L-10 or TGF-
B1 expression. Donor type, age, CIT, DGF and AR were not associated with any
individual transcript (Table 6). The T90 Bxs exhibited different patterns in which the
upregulation of FOXP3 was only correlated with the use of Eve and MCP-1, and IL-10
gene expression was correlated with DGF. No relationships with the TGF-B1 and
RANTES transcripts were found (Table 7).

Distinct molecular profiles for SCD and ECD arose when we subtracted the gene
expression observed in the Bx at TO from the post-Tx transcripts. Except for TGF-p1,
all of the transcripts in the SCD remained upregulated regardless of the ISR, with higher
gene expression occurring in the Eve-treated patients (Figures 5A and B). However, the
ECD kidneys showed a downregulation of all molecules, except for a mild upregulation

of FOXP3 and RANTES observed at T15 (Figures 5A and 5B).
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DISCUSSION

Overall, our clinical results confirmed previous reports showing that ECD recipients
showed inferior renal function as well as lower graft and survival than SCD recipients
(6,7,9,10). The subgroups based on donor type and ISR did not show significant
differences with regard to DGF and renal function over the first year post-Tx, although
a trend toward higher AR rates was observed among the Eve subgroups. We found that
Eve-treated patients showed a longer duration of DGF, higher proteinuria and lower
rates of CMV infection. However, more PTDM was found in the Tac-treated patients,
corroborating previous data obtained from large clinical studies (22, 23).

Because we hypothesized that the worst outcomes associated with ECD kidneys were
because of a different inflammatory burden compared with SCD kidneys, we examined
whether the molecular transcripts found in ECD pre-implantation Bxs differed from
those found in SCD kidneys. We found striking differences in the gene expression of
the TO Bxs from ECD and SCD kidneys. Pro-inflammatory MCP-1 and RANTES as
well as anti-inflammatory IL-10 and TGF-B1 were significantly more expressed in ECD
than SCD kidneys (Figure 2).

These data support experimental and human studies showing that deceased brain donors
(DBDs) develop a systemic pro-inflammatory state that predisposes their peripheral
organs (e.g., the kidneys) to injury (24-27). This proinflammatory environment seems to
be specific for DBDs because deceased cardiac donor kidneys with similar CITs do not
have the same inflammatory profile.

Systemic inflammation has been attributed to hormonal changes, hemodynamic

instability, age, CIT and the duration of hospitalization of a potential DBD (28, 29).
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In our study, no differences were found regarding these variables between the SCD and
ECD groups, except those inherent to the ECD classification (Table 1). However, the
association found in the multivariate analysis among the upregulation of MCP-1,
RANTES, donor type (ECD) and length of hospitalization (Table 5) reinforce the data
suggesting an evolving inflammatory process beginning prior to organ retrieval (30).
Higher expression of IL-10 and TGF-B1 might be because of an anti-inflammatory
response generated against the pro-inflammatory milieu of these kidneys and as an
attempt to repair ischemia tissue damage. Interestingly, both the independent
associations between the length of hospitalization and the upregulation of FOXP3 gene
as well as between TGF-B1 and donor creatinine at recovery might be related to repair
activity and the trafficking of different protective cell types, especially the CD4+ Tregs
phenotype involved in the process to resolve ongoing kidney ischemia (31-33).

Donor and recipient age, possible confounds for the ECD outcomes, were not
significantly associated with cytokine expression in the Bxs at TO (Table 5).

Although systemic inflammation and the pro-inflammatory profile found in the TO Bxs
might be explained as the response to the insult occurring in DBDs during organ
recovery, it does not explain why the molecular profile of the ECD kidneys had a much
more robust inflammatory response than the SCD kidneys (Figure 2).

We suggest that this difference is related to the ischemia-driven, MHC-independent
activation of innate immunity because dying cells are known to release damage-
associated molecular patterns (DAMPS) into the extracellular environment and trigger

sterile inflammation under conditions of cellular stress (34-36).
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Another non-mutually exclusive hypothesis involving DAMPs is that the degree of
hypoxia occurring before organ retrieval leads to the enhancement of pathways related
to hypoxia, coagulation cascades, and a consequent release of DAMPs (30).

In this context, non-ideal organs (e.g., those from ECD who have longer stays in the
hospital and more tissue damage) might release higher amounts of cellular debris and
endogenous signaling molecules that activate innate immunity and result in a more
potent sterile stimulus translated by the higher production of cytokines and chemokines
(35, 37, 38).

Moreover, changes in the number of neutrophils, resident dendritic cells as well as
CD4+, CD8+ and vé T cells infiltrating ECD kidneys might also influence the intensity
of sterile inflammation and the T-cell-mediated adaptive immune response (39, 40).
After Tx, the transcript profiles found in the Bxs at T15 and T90 were similar and
marked by an increased FOXP3 expression only in the Eve-treated subgroups,
suggesting a causal relationship with drugs. In the T15 Bxs, the use of Eve was
associated with the upregulation of FOXP3, MCP-1 and RANTES. At T90, however,
the relationship was only with Eve. Given that high inflammatory activity events (e.g.,
DGF) and AR occur more frequently at T15, these results suggest both a balanced
physiological inflammatory response and an effect of the mTOR inhibitor. T90
represents a more stable post-Tx period; therefore, the FOXP3 upregulation might be
predominantly due to the activity of the Tregs cells reacting to injury/repair. The
massive release of inflammatory cytokines detected via in situ hybridization or in
plasma was reported in the pre-implantation kidney Bxs of living donors, DBDs and
deceased cardiac donors; however, differences in the molecular profiles of SCDs and

ECDs were not investigated (27, 41).



Apéndices 79

Because the pre-implantation Bxs of the SCD and ECD kidneys exhibited massive
molecular gene expression, we reevaluated the intragraft transcripts without their
respective TO Bx inflammatory activity. Based on this analysis, two distinct gene
expression profiles for the SCD and ECD kidneys emerged. Although the molecular
transcripts of the SCD kidneys remained upregulated at T15 and T90, almost all of the
molecules were downregulated in the ECD kidneys, except for the Bxs from the ECD-
Eve patients who showed mild upregulations of FOXP3 and RANTES at T15 as well as
IL-10 at T90 (Figures 3 and 4). Interestingly, the SCD-Eve Bxs exhibited patterns
characterized by much higher levels of gene expression than the SCD-Tac Bxs at both
periods, especially with regard to FOXP3. This unphysiological state of impaired
cytokine production in the ECD kidneys might represent a poor functional state of
activated T cells that are unable to mount an immunological response with an adequate
balance between inflammatory and anti-inflammatory molecules (42).

The data presented in this paper suggest that ECD kidneys have tissue-specific
characteristics that result in distinct molecular transcripts from SCD Kkidneys. We
suggest that the difference in the molecular gene expression between the ECD and SCD
kidneys are related to the innate immunity and intensity of sterile inflammation. After
Tx, regardless of the ISR used, the SCD molecular profile remained predominantly pro-
inflammatory, whereas the ECD kidneys generated an “exhausted” gene expression
profile.

We acknowledge the limitations of this study, such as the small cohort sampled, the
potential bias related to the transcriptome analysis, and the cost and feasibility of
molecular tests performed in a clinical setting. Therefore, larger studies with more

predictive power are needed to confirm our results.
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In conclusion and to the best of our knowledge, this study is the first demonstrate that
ECD kidneys have a molecular profile that indicates significantly more inflammation
than that of SCD kidneys. The ECD molecular pattern at 3 months after Tx is also
distinct from SCD, regardless of the ISR used.

These observations provide new insights for revisiting donor pretreatment strategies
aimed at modifying the inflammatory molecular profile of ECD Kkidneys and

consequently improving the clinical Tx outcomes of ECD recipients.
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Figure 1. Patient populations and dispositions. A total of 80 patients were included in

this study. Each patient had an adequate pre-implantation kidney Bx. At 12 months, 64

patients (43 in the SCD group and 21 in the ECD group) completed follow-up visits and

had an adequate protocol Bx.
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Table 1: Donor and recipient demographic characteristics and transplant data

Parameter SCD ECD p- value
(n=43) (n=21)
Donor characteristics
Age, yr (mean + SD) 37+13 57+6 0.0001
Gender M(F) 22(21) 10(11) NS
Cause of death
Trauma [n (%)] 24 (56) - -
Cerebrovascular accident [n (%)] 17 (40) 21 (100) 0.02
Other cause of death [n (%)] 2 (4.5) - -
Last donor serum creatinine (mg/dL) 155+ 112 165+ 1.07 NS
(mean £ SD)
CIT (h) (mean = SD) 24 + 35 25.7+3.9 NS
Arterial hypertension [n (%)] 8 (17) 18 (56) 0.001
Diabetes Mellitus [n (%)] 2 (4.6) 2 (9.5) NS
Time hospitalization (d) (mean £ SD) 575 43+3 NS
Recipient characteristics
Age, yr (mean + SD) 45+ 12 52+9 0.01
Race (Caucasian/non-Caucasian) 26/17 13/8 NS
Gender M(F) 31 (12) 16 (5) NS
CMV [positive, n (%)] 18 (42) 13 (62) NS
DGF [n (%)] 29 (67) 15 (71) NS
DGF duration (d) (mean = SD) 15+6.7 14+6 NS
AR [n (%)] 5(12) 3(14) NS
HLA Mismatch-AB (mean + SD) 2.75+0.3 2.79+0.7 NS
HLA Mismatch-DR (mean + SD) 0.35+0.5 0.75+£0.6 0.01
Serum creatinine 12 mo (mg/dL) 1.4+05 1.72+0.6 0.04
GFR 12 mo (mL/min) (mean + SD) 68 + 25 51 +17 0.02
Immunosuppression
Tacrolimus [n (%)] 22 (51) 12 (57) NS
Everolimus [n (%)] 21 (49) 9 (43) NS
PTDM [n (%)] 6 (14) 4 (19) NS
Patient survival 1 yr (%) 97.6 84.6 0.04
Graft survival 1 yr (%) 97.6 76.2 0.016

M: male; F: female; CIT: Cold ischemia time; CMV: Cytomegalovirus; DGF: Delayed graft
function; AR: Acute rejection; HLA: Human leukocyte antigen; GFR: Glomerular filtration rate;
PTDM: Post-transplant diabetes mellitus.
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Table 2. Demographic and relevant clinical information based on immunosuppression and donor type.

Tac Eve ECD-Tac SCD-Tac ECD-Eve SCD-Eve

(n=34) (n=30) (n=12) (n=22) (n=9) (n=21)
Receptor age, yr (mean £ SD) 48 + 10 47+ 125 51+94 46.4 + 10 54.2+8.2 44 + 13
DGF [n(%)] 22 (65) 22 (73.3) 8 (67) 14 (64) 7(78) 15 (71)
Duration of DGF (d) (mean + SD) 12 +5° 16 +7.3 13+7 12+3.7 154 +5 16.6 + 8.3
AR [n(%)] 2 (6) 5(17) 1(8) 1(4.5) 1(11) 4 (19)
Proteinuria 12 mo (mean £ SD) 0.37+059° 0.53+0.67 0.26 +0.22 0.41 +0.67 0.60+ 0.8 0.51+0.6
GFR 12 mo (mean £ SD) 64 + 23 63 + 26 524+ 13 67.6 £24.5 50.6 £ 21 67 + 26.6
Serum creatinine 12 mo (mg/dl) (mean = SD) 1.43+0.4 1.60+£0.7 1.6+0.3° 1.36 + 0.48 19+09 1.45+ 0.6
PTDM [n(%)] 7 (21) 3(10) 4 (33)° 3(14) 0 3(14)
CMV infection [n(%)] 24 (71)° 12 (40) 10(83)f 13(59)° 3(33) 5(24)
Patient survival 1 year (%) 93.8 90 90 100 90 95
Allograft survival 1 year (%) 91 87 70 100 82 95

*Tac vs. Eve (p= 0.04); “Tac vs. Eve (p= 0.02); “Tac vs. Eve (p= 0.02): “ECD-Tac vs. ECD-Eve (p= 0.03); *®ECD-Tac vs. ECD-Eve (p=

0.01); "'ECD-Tac vs. ECD-Eve (p= 0.03); 9SCD-Tac vs. SCD-Eve (p= 0.03). SCD: standard criteria donor; ECD: extended criteria donor;
AR: acute rejection; DGF: delayed graft function; PTDM: new-onset diabetes after transplantation; CMV: Cytomegalovirus; NS: Not

significant.
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Table 3. Infectious and surgical complications

Complications Tac (n=34) Eve (n=30) ECD-Tac (n=12) SCD-Tac (n=22) ECD-Eve (n=9) SCD-Eve (n=21)
Infections, n (%)
Herpes simples 1(3) 2 (6) 0 1(4.5) 1(11) 1(5)
Herpes zoster 2 (6) 3 (10) 2 (17) 0 2 (22) 1(5)
Urinary tract infection 10 (29) 8 (26) 5 (42) 5 (23) 5 (55)b 3 (14)
Pneumonia 6 (17) 6 (20) 4 (33) 2 (9) 3(33) 3 (14)
Others 7 (20.6) 5 (16.5) 2 (16) 5 (23) 2 (22) 3 (14)
Sepsis 1(3) 3 (10) 1(8) 0 2 (22) 1(5)
Fungal infection 5 (15) 1(3) 2 (16) 3(25) 0 1(5)
Surgical Complications, n (%)
Surgical wound 4 (12)* 9 (30) 2 (16) 2(9) 2 (22) 7 (33)
Lymphocele 7 (21) 7 (23) 2 (16) 5(23) 2 (22) 5 (24)

*Tac vs. Eve (p= 0.04); "ECD-Eve vs. SCD-Eve (p= 0.03).
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Table 4: Kidney biopsies histological findings

T0 T15 T90
Histological grade, SCD ECD p SCD ECD SCD ECD
n(%) (n=52) (n=28)  value Tac Eve p Tac Eve p Tac Eve p Tac Eve p
(n=19) (n=19) wvalue (n=11) (n=9) value (n=19) (n=15) wvalue (n=9) (n=8)  wvalue
Normal histology 17 (33) 4 (14) NS 3(16) 2 (10.5) NS 2 (10.5) 1(12.5)
IF/TA<I 33(63) 21 (75) NS 12 (63) 13 (68) NS 8(73) 4(445) NS 13 (68) 13 (87) NS 7(78)  6(75) NS
IFITA>I 2(4) 3(11) NS 1(9) 1(11) NS 2 (10.5) 1(7) NS  1(11)
AR-1AeB 1(5) 1(5) NS 1(9) 1(11) NS 1(12.5)
AR- 11 1(5)
Borderline
changes 1(5) 1(5) NS 1(9 1(1) NS 1(5.5) 1(7) NS  1(11)
Other changes 2 (10.5) 1(5) NS 1(9) 1(11) NS 2 (10.5) 1(11) 1(125) NS

SCD: standard criteria donor; ECD: extended criteria donor; Tac: tacrolimus; Eve: everolimus; IF/TA: interstitial fibrosis and tubular atrophy; AR: acute rejection;

NS: Not significant.
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Table 5. Multiple linear regression of the association among donor variables and gene expression in TO biopsies

FOXP3 TGF-p1 MCP-1 RANTES IL-10
Independent Coefficients p- Coefficients p- Coefficients p- Coefficients p- Coefficients p-
variables (Beta) value (Beta) value (Beta) value (Beta) value (Beta) value
ECD kidney 4.8 NS -0.02 NS 42 0.02 22.8 0.006 8.9 NS
Donor age -0.01 NS 0.23 NS -0.48 NS -0.2 NS 0.02 NS
Last donor 1 NS 3.14 0.04 11,25 NS 2.7 NS 17 NS
Creatinine
CIT (hours) -0.04 NS 0.4 NS -1.9 NS -0.7 NS 0.36 NS
Length of 1 0.01 0.009 NS 2.8 0.04 1.18 0.05 0.65 NS

hospitalization

ECD: extended criteria; CIT: cold ischemic time; NS: Not significant.
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Figure 2. Relative mRNA expression of FOXP3, TGF-B, MCP-1, RANTES and IL-10 genes in pre-implantation biopsies (T0). Box-plots
representation of median and quartile values. The whiskers are indicating range and asterisks represent outliers. SCD: standard kidneys;
ECD: extended criteria donor.
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Figure 3. Relative mMRNA expression of FOXP3, TGF-B, MCP-1, RANTES and IL-10 genes in biopsies after 15" (T15). Box-plots
representation of median and quartile values. The whiskers are indicating range and asterisks represent outliers. SCD: standard kidneys;
ECD: extended criteria donor. SCD: standard kidneys;ECD: extended criteria donor; Tac: tacrolimus; Eve: Everolimus.
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Figure 4. Relative mRNA expression of FOXP3, TGF-B, MCP-1, RANTES and IL-10 genes in biopsies after 90" (T90). Box-plots
representation of median and quartile values. The whiskers are indicating range and asterisks represent outliers. SCD: standard
kidneys;ECD: extended criteria donor; Tac: tacrolimus; Eve: Everolimus.
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Table 6. Logistic regression analysis of risk factors and gene expression in T15 biopsies.

FOXP3 TGF-p1 MCP-1 RANTES IL-10

Covariate OR  95%IC p-value OR  95%IC p-value OR 95%IC p-value OR 95%IC  p-value OR 95%IC  p-value
ECD kidney 060 00749 NS 053 00834 NS 08 00983 NS 07 0059 NS 085 01256 NS
Donor age 0.7 00853 NS 18 0311 NS 037 00335 NS 03 00238 NS 064 00941 NS
CIT (hours) 25 06-105 NS 16 0553 NS 16 02891 NS 085 01259 NS 175 04666 NS
Length Of(ggi‘s’)“a"zaﬂon 15 0370 NS 163 04361 NS 72 08646 NS 618 000844 NS 114 02748 NS
DGF 17 0470 NS 053 01519 NS 33 05201 NS 16 01914 NS 032 00714 NS
AR 27 02328 NS 255 04172 NS 038 00273 NS 118 1453 NS 36 03-363 NS
Eve 11.8 25551 00017 106 03235 NS 305 27-343 0005 416 3.7-465 0002 35 09132 NS

ECD: extended criteria; CIT: Cold ischemia time, DGF: delayed graft function; AR: acute rejection; Eve: Everolimus; NS: not significant.
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Table 7. Logistic regression analysis of risk factors and gene expression in T90 biopsies.

FOXP3 TGF-p1 MCP-1 RANTES IL-10
Covariate OR  95%IC p-value OR  95%IC p-value OR  95%IC p-value OR 95%IC p-value OR 95%IC p-value
ECD kidney 018 002-17 NS 023 001-28 NS 11 01135 NS 1.8 015222 NS 32 012853 NS
Donor age 25 02723 NS 43 03561 NS 15 01169 NS 05 0046 NS 13 00724 NS
CIT (hours) 15 036-62 NS 16 04-6.3 NS 09 0242 NS 14 0274 NS 09 01554 NS
Length Of(ggjg)'ta"za“on 097 0.1-8.9 NS 064 00756 NS 10 01106 NS 09 006147 NS 15 007284 NS
DGF 17  04-6.9 NS 104 02839 NS 49 12199 002 04 00623 NS 8 15425 001
AR 56 04-811 NS 079 01345 NS 09 01-7.8 NS 1g7 00008 NS 658 0:0005- NS
19.1 7802
Eve 66 14-311 00l 087 02234 NS 290 06142 NS 23 04125 NS 23 037144 NS

ECD: extended criteria; CIT: Cold ischemia time, DGF: delayed graft function; AR: acute rejection; Eve: Everolimus; NS: not significant.
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Figure 5. Molecular profiles of SCD and ECD kidneys and immunosuppression when subtracted the T15 and T90 gene expression from
the TO gene expression. Data are presented as percentage of increase.
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Anexo |. Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa

FORMULARIO DE APROVAGAO DO coMITE DE ETICA EM
PESQUISA DO IMC

Sa0 José do Rio Preto, 07 de dezembro 2011.

TITULO: Efeitos do uso “de novo™ de Everolimus mna expressiio de
citocinas em rins de doadores com critérios estendides e com
disfuncio tardia do enxerto

Investigador Principal : Mério Abbud Filho.

O Comité de Ktica em Pesquisa do Insttuto de Moléstias
Cardjovasculares — IMC analisou e aprovou sem restrigbes em reuniao
no dia 06 de dezembro de 2013 os seguintes documentos do projcio
supracitado:

Protocolo em Portugués;

Termo de Consentimento Livre € Esclarecido — TCLE;
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Cronograma &o Estudo;

Formulario de Solicitacic de Avaliacao de E:rbjeto de Pesquiisa;
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Curriculum do Investigador Principal;
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Anexo Il. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
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1ERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

NOME DO INVESTIGADCR/ ENDERECQ DA INSTITUICAQ:
Dr. Mario Abbud Filho

Institute de Urologia e Nefrologia ~ IUN

End. Rua Voluntirios de Sao Paule, 3826 — Redentora

CEP: 15015-200

Sao José do Rio Preto - SP

TITULO DO _ESTUDO:; Efcitos do uso “de nove” de FEverolimus na

expressio de citocinas em rins de doadores com -¢ritérios estendidos ¢ com

distungdo tardia do enxerto.

' 1. INTRODUCAO

Vocé csta sendo convidado a participar de uma pesquisa clinica laboratorial.
Antes de concordar em participar ¢ importante que vocé leia e entenda todas as
explicagdes a seguir sobre o$ procedimentos, os beneficios potenciais e os riscos
eavolvidos. Por favor, pega para seu médico ou a alguma pessoa da equipe do estudo
que explique qualquer palavra ou informagio que nfo seja entendida de maneira bem
clara. N#io assine este termo de consentimento a nfo ser que vocé tenha tido a
oportunidade de fazer perguntas e de receber respostas gue esclaregam todas as suas
dividas. Se cscolher assinar ¢ participar, caso queira, uma copia deste documento

poderd serd entreguc a voce.
. % OBJETIVOS DO ESTUDO .

O objelivo principal desta pesquisa é o de avaliar o tipo de rim de doador falecido

_ (Tradicional ou Com Critérios Estendidos) que vocé decidir receber € o efeito de uma
medicagfio chamada de EVEROLIMO (Cerlican ®) na fungo do rim transplantado.
Vocé recebera 0 EVEROLIMO (Certican®) ou TACROLIMO, (Prograf®) juntamente
Basiliximabe (Simulect ®), Micofenolato de Sédio (Myfortic ®) ¢ Prednisona, Esses

\ '
O .
Comité u(;‘fca o Pesquisa IMC

Rua Castela D*Agua, 0’ 3930
S30 José do Rio Preto - SP.
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remédios ja sito utilizados prra diminuir o risco de rejeigdo do rim transplantado e ndo
sdo drogas usadas experimentialmente. '

Neste estudo serd leila uma cumpamcﬁo de 2 protocolos de imunossupressdo, com
Everolimo (Certican®}, Micofenolato de Sodio (Myfortic®) e Prednisona OU com
Tacrolimo (Prograf), Micoitnolato de Sédio (Myfortic®) e Prednisona, com relagio a
fungdio e as possiveis mudangas que ocorrem no rim transplantado com um ou outro tipo
de protocolo. O critério para receber ¢ Tacrolimo ou o Everolimo serd aleatério

(semelhante a um céra—ou-coroa) e serd feito no dia que vocé receber o transplante.

3. OQUEACONTECERA COM VOCE / PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

O estudo ird durar aproximiclunente 24 meses. Depois de sua alta hospitalar, apds 2 sua
cirurgia de transplante. serd pedido que vocé comparcga em varias visitas ao seu
meédico, durante o periodo de 24 meses.
Sc concordar em participar, denfro de uma semana antes da data de sua cirurgia de
' transplante, vocé precisara realizac um teste de gravidez (somente para mulheres com
potencial de gravidez), exame fisico, revisdo de sinais vitais (pressdo arterial, freqiténcia
cardiaca ¢ tempetatura) € exames de sangue. Aproximadamente 15 ml de sangue (cerca
de 1 colher de sopaj} serfio colhidos na visita de triagem (Visita 1). Vocé ndo deve comer
ou temar liquidos além de dgua, por no minimo 12 horas. antes da coleta de sangue da
Visita |. Um raio-X de térux sera realizado se vocé ndo tiver f2ito um nos 3 meses
anteriores. Yocé ndo podera participar se tiver um historico positive para HIV ou tiver
Hepatite B ouC ativa. Mulheres que tiverem teste positivo para gravidez também nfo
poderio participar do estudo. : :
O Simulect (Basiliximabe) serd dado na hora do transplante e apds 4 dias. As prillneira
doses de Tacrolimo {Prograt - 0,1 a 0,3 mg/kg/dia ou de Everolimo (Certican® - 3ing/d)
‘juntamente com Myfortic® ( dose de 1440mg por dia) e Prednisona ( 30 mg/dia) serdo
administradas no dia ou at¢ 24 horas apés o Transplante. Nos proximos 12 meses as
doses serdo divididas em até 2 vezes /dia

As doses de manutengio do Tacrolimo serd ajustada para manter os niveis no sangue

entre  5-10 ng/ml e do Everolimo entre 4 — 8ng/dl. A dose didria do M ortic C<§Ev<:ré ser
Comité e Eicaai Fesquisa tMC
Rua Cesteie D’ Agua, 0.7 3030
Sao jos¢ do Rio Preta - SP,
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mantida no minimo em 1080my/d ¢ a da Prednisona devera ser reduzida para 10 mg/dia
ale o terceire més, ’

" Apds o seu trimsplante renal. aié sua alta hospitalar, assim como nos meses 1 a 3,6.7,
9. 12, 18 ¢ 24 apos a sua cirurgia de transplante, vocé sera submetido a exame fisico,
revisdo dos sinais vitais ¢ exames de sangue. Vocé seré instruido a anotar a quantidade
de medicagio de estudo que toma por dia. Aproximadamente 25 ml de sangue (duas

cotheres de sopa) serdo coletados em cada uma destas visitas. Vocé ndo pode comer ou

tomar liquidos além de dgua, por no minimo 12 horas antes da coleta de sangue. Para -

estudar a inflamagdo que poders existir no rim transplantado que estd recebendo um
pequeno fragmento (bidpsia) serd retirado do rim antes do transplante e apds, entre os
dias 10 e 15, no 3° ¢'no 6" més.

Se seu(s) médico(s) suspeitar{em) de que vocé tem rejeigdo vocé tambeém deverd ser
submetido a uma bidpsia renal, procedimento comum no pés-dperalério de transplantes.
A biépsia renal consiste cm retirar wna amostra do seu tim transplantado através de
uma agulha. A rea onde se fard a bidspia € localizada através de ultrasom e anestesiada
localmente.

Caso vocé venha a rejeitar o rim transplantado, vocé receberd o tratamento padriio
utilizado para tratar a rejeicio do rim ¢ sva medicagio de estudo poders ser
interrompida. U exame fisico, avaliagdo de sinais vitais e exames sangiifneos serfo
realizados no momento da interrupedo da medicagio de estudo e no 6° e 12° més apés a
data de sua cirurgia de transplante renal.

Uma vez que alguns medicameﬁlos afetam os niveis de Everolimo (Certican®) ¢ do
Tacrolime (Prografi®)} no sungue. vocé deve concordar em ndo tomar nenhum novo

medicamento antes que este medicamento seja aprovado ¢ indicado por seu médico.
4. RISCOS POSSIVEIS E/OU EFEITOS SECUNDARIOS

Alguns medicamentos e até mesmo alimentos podem afetar as concentragdes sangiiineas

de Certican®, Prograf®) e Myfortic® aumentando os efeitos colaterais. E conhecido

Lokl s
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que 0s imunossupressores (reniédios que diminuem o sistema imunc) estdio associados
COM um aume ‘
nta do risco de euniraie infiegdes ¢ cimeer. Esse risco é comum para todos os remédios
que previnem a rejeicdo dos Orgaos transplantados. Além disso, em pacientes que
utiizam Everolimo® pode haver ocoméncia de pneumonite grave (inflamagéo dos
pulmdes) , danos ao figado c/ou perda de proteina pela urina para os pacientes que
estiverem com nivels sanguineos muito elevados.
Os efitos secundarios mais comuns de Everolimo® observados em alguns pacientes que
_receberam o medicamento incluem aumento do colesterol e triglicerideos (gordura no
sangue) e desidrogenasc latica (enzima que indica se tem algum dano ao figado,
musculos ou outros Grgdos ende ele € produzido). diminuigiio de plaquetas (células que
auxiliam na cnaguiacﬁo do sungue) e Jeucéeitos (células que combatem infecgio), febre,
mudangas na fungdo do {igado., anemia (diminuigio do niumero de células vermelhas),
demora na cicatnizagdo da ferida operatéria, acne, dor nas articulagdes € nos 0ssos,
diarvéia, diminuigdo dos niveis de potdssio e fosforo no sangue, edema (acumulo do
excesso de liguido nos tecidos), laquicardia {(aumento dos batimentos do cotacﬁxi),
pancreatite (inflamacio do pancreas). séngramcnto pelo nariz, imitagdo da boca e
infecgBes, afinamento dos 0ssos, alergia e linfocele {acamulo de liquide ac redor do
d rim). ’ .
Os efeitos secundarios mais comuns do Tacrolimo (Prograf®) sdo: tremor, dor de
cabega, diarréia, hipertensiio, ndusea e disﬁmg&o renal, hipergliccmia,
hipermagnesemia, hiperpotassemia. vomitos.
Os efeitos secundarios mais comuns do Myfortic* szo: anemia (diminuicgio do nimero
de c€lulas vermelhas), diarecia, mudangas na fungdio do figado, tosse, dor abdominal,
fadiga (cansago), leucopenia (redugiio anormal do numero de leuccitos no sangue) e

trombocitopenia {diminui¢io do nimero de plaquetas no sangue).

A Prednisona apresenta como eftitos colaterais mais comuns aumento do apetite e
ganho de peso, mudanga na aparéncia (“face de lua™), retengdo de dgua, hipertensio,
diminvigéo da tolerdncia ao agicar, afinamento dos ossos aumentando o risgo de
o _%9»\#()’«./,
Comité de iifzs viti Pesquisa IMC
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fraturas, catarata (alteragao na visdo). glaucora (aumento da pressdio dentro do olho),
petéquias (peguencs hematomas na pele). nduscas € vémitos.
Vocé serd inlormado de qualguer informagdo nova e significante que possa afetar na sua
continuacio do estudo,
Se fomlﬁ realizados. os raios-XI irdo expd-lo a radiago. Para a realizagio de alguns
exames de imagem talvez seja necessario a injegio de um contraste. O contraste pode
causar alergia. '
Os riscos associados a coleta de sanguc sifo: hemorragia, les4o com hematoma, inchaco
ou infecgdo no local de onde o sangue foi colhido. Todos os cuidados setdo tomados
para diminuir esses riscos. Vocé também poderd sentir-se fraco. A quantidade méxima
de sangue coletado em cada visita sera de aproximadamente 25 ml (2 colheres de sopa).
Q) efeito de Certican”, Myfortic™ ¢ Tacrolimo no desenvolvimento do bebé em uma
mulher gravida ai.nda ndo sio conhecidoes. -
Portanto, a seguranga do uso de Lverolimo (Certican™) durante a gravidez ¢
desconhecida. As muiheres grividas e as maes que estio amamentando ndo devem
participar neste estudo. Se voeé lor uma mulher com capacidade de engravidar, vocé
ser4 submetida a um ‘teste de gravidez antes de receber qualquer medicagfo de estudo e
devera praticar métodos que cvitam a gravidez indicados por seu médico durante os 12
meses do perfode de tratamento, € nos trés meses seguintes a interrupgfo da medicagfo
de estudo. Se vocé apresentar atraso menstrual ou achar que pode estar gravida durante
o estudo, vocé deve informar ao seu médico imediatamente, uma vez que vocé pode ser
retirada ‘do estudo. Se vocé engravidar a qualquer momento durante o estudo, sua
medicagdo de estudo serd interrompida ¢ ofs) médico{s) da pesquisa participard(o) na
avalfaqﬁd dos riscos envolvidos nesta gravidez. :
A bidpsia renal, que ¢ v método padrde para diagnosticar uma rejeigdo aguda e é
normalmente realizado quando b suspeita diagndstica, é.carreta um risco de
sangramento. Todos os cuidados serfio tomados para minimizar este risco. Esse

procedimenio pode ser dolorido no local onde € feita a inje¢dio da aguiha,

formar um hematoma ou até haver sangramento no local onde a agulha é
QuuQ

Comite de ::22 em Fese
Rua Ca
Sio

inserida no rim ¢ fazer com que ¢sse sangue aparega na urina.
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5. NOVOS ACHADOS SIGNIFICANTES

Qualquer informagio importante, que for obtida no decorrer deste estudo, que
possa influenciar a suzx-vontade de continuar participando neste estuda, lhe sera

conunicado.

6.  BENEFICIOS
Vocé pode beneficiur-se da participagio deste estudo clinico. Tais beneficios
incluem-a possibilidade de que sua condigio possa melhorar € que este estudo
possa ajudar a descnvolver novas terapias para outros pacientes em estado
parecido. Todos os procedimentos e servigos profissionais para esta pesquisa

médica so fornecidos a vocé sem qualquer despesa.
7. PAGAMENTO

Vocé nao sera pago por sua participagfio neste estudo
8. TRATAMENTOS ALTERNATIVOS

Se vocé decidir ndo participar ou abandonar o estudo depois de té-lo comegado, vocé
continuara a ser acompanhado c tratado normalmente no ambulatério pés-transplante.

Por favor, converse com o seu médico a respeito das alternativas. Os medicamentos
utilizados no esquema proposto es'tﬁo entre os mais modernos ¢ embasados em muitos
trabalhos cientificos. Ambos medicamentos sdo aprovados no Ministétio da Satde do
Brasil para uso em transplanicy renais, Todos os tratamentos imunossupressores
diminuem a habilidade do organismo em combater infecgdes e isto pode ser varidvel em

cada paciente. Nio € preciso que vocé participe deste estudo para ser tratado.

9. PERMISSAQ PARA REVISAO DOS REGISTROS,  /
CONFIDENCIALIDADE

%u :
Comité e iics em Pesquisa IMC
Rua Castele D’ Agua, n." 3030
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Os seus registros da pesquisa sdo confidenciais Assim as informagdes coletadas serdo
codificadas somente com as iniciais do seu nome e um rimero de identificacgo.

Exceto se exigido por lei. Seu nome ou outras informagbes pessoais de identificagio nio
serdo utilizados em nenhum relato ou publicagio que resulte deste eswmudo. As
autoridades dc saide e os membros do Comité de Etica em Pesquisa (CEP} desta
Instituigao terae permissao de rever ¢ copiar qualquer registro médico pertinente a sua
participagiio 10 estudo. mas apenas para cumpric suas obrigagdes em relagdo a esta
pesquisa ou se exigido por lei. Assinando este documento, vocé concorda com esta
revisdo.

‘

18. DIREITO A FAZER PERGUNTAS/ ESCLAREC]MENTOS ADICIONAIS

. Se vocé tiver qualquer duvida sobre o estudo, precisar de quaisquer informagdes
adicionais, ou ainda achar que sofreu algum dano relacionado 4 pesquisa, por favor,
¢nire em coniato a qualquer momento com o seu médico Dr. Mario Abbud Filho nos
telefones: 17 - 4009 9191 ou 17- 91540999.

Se vocd tiver qualquer pergunta em relagdo aos seus direitos como participante

neste estudo. vocé deve entrar em contato com um representante imparcial no Comité de
Etica em Pesquisa da Instituigio para quem vocé pode comunicar qualquer queixa e

fazer qualquer pergunta
11.  COMPENSACAQ PCOR LESAQ/TRATAMENTO MEDICO

Todos os cuidados adequados serdo tomados para garantir a sua seguranga no decorrer
deste estudo. Sc voce sofrer uma lesdo durante este estudo, € sua lesdo for um resultado
direto dos efeitos do medicamento de estudo, o centrg médico ird proporcionar-The

cuidado médico adequado sem qualquer despesa.

Se vocé softer uma lesdo durante o estudo ¢ a lesdio m@o for resultado direto da’

mbdicag:io de esiudo, o ratamento médico pederd ser proporcionado em qualquer
centro médico de sua escolha. Entretanto, o custo deste tratamento, ndio serd pago pelo
’

L AD s
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12. CUSTOS ADICIONAIS

Vocé ndo terd custos adicionais como resultado de sua participagio nesta pesquisa

médica. Todos os exames do estudo ¢ testes laboratoriais de acompanhamento ¢ os

exames fisicos realizados para usta pesquisa serdo gratuitos durante sna participago. .
PARTICIPACAO VOLUNTARIA E CONDICOES DE ABANDONO

Sua participacdo nesta pesquisa médica é inleiramente voluntaria. Vocé pode recusar-se
a participar ncsta pesquisa ou poderd desistir de sua participagdo em qualquer momento.
Sua decisdo ndo resultard na perda dos beneficios ou tratamento médico para o qual
estava designado. Néo lhe sera ncgado o cwidado pés-transplante qué receberia
normalmente tenha vocé abandonado o estudo voluntéaria ou involuntariamente ou ainda

se escolher n4o participar ncsta pesquisa médica.
14. CONTATO EM SITUACOES DE EMERGENCIA

Em casos de e;nergéncia, favor contactar a qualquer momento com 0 seu médico Dr.
Mario Abbud Filho nos telefones: 17- 4009-9191 ou 17- 9154 0995.

Luas

‘0 61 Pesquisa IMC
R Casicii: D’ Agu, n.” 3030
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"CONSENTIMENTO

Eu, - : , lioas

informagdes acima e entendi o objetivo do estudo, assim como os riscos e beneficios
esperados com minha participagfo nesta pesquisa clinica. Eu tive a oportunidade de
esclarecer todas as minhas duvidas, e todas as minhas perguntas foram respondidas.
Assinando este tenmo, ev forncgo meu consentimento informado em participar neste
estudo e ndo abro méo de nenhum dos meus direitos como paciente. Eu entendo que ha
riscos v efeitos secunddrios com a medicagdo em estudo. Eu receberei uma copia datada
¢ assinada deste termo de consentimento antes de iniciar qualquer avaliagio ou

procedimento de estudo.

Assinatura Data

Eu, abaixo assinado. expliquet todos os detalhes deste estudo para o paciente acima

identificado cf ou para o representante Jegal autorizado a consentir pelo paciente.

Nome Investigador ov Co-Investigador

Assinatura - Data

’SU v/
Comiié 3¢ 2hes e Pesquisa IMD

Rua Castele D’ Agun, 0. 3030
$ie José do Rio Prete - SP.
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20

TERMO DE ESCLARECIMENTO E ACEITACAQ DE TRANSPLANTE COM RIM DE DOADOR.
coM CRITERIOS ESTENDIDOS.

Vacé deve saber que a ofena de rins ¢ transplantes obtidus de doadores falecidos é muito pequena e por
isso a lista de espera para transplantes aumenta a cada ano.

Uma possivel mancira de diminuir a fila de espera € utilizar rins obtidos de doadores falecidos
chamados de rins com ecritérios estendidos.Esses rins recebem csse nome porque s3o retirados de
doadores com mais de sessenta anos de idade ou con idade entre cinglienta e cinqlienta ¢ nove anos
que apresentavam historia de hipéricusdo  arterial c/uu “derrame cerebral” ( acidente vascular
ecrchral hemorragico) e/ou apresentavam ¢reatinina maior que 1.5 mp/dl na momento da retirada
do rim, ’

Esses Hrgldos tem risco 70% maior de ter um funcienamento lento apos o transplante e/ou de

funcionar por menes tempo quando comparados com os rios “ideais”,
E sugerido que esses rins sejam doados pura receptores com mais de quarenta anos de idade, efou
receftores que estejam hi mais de quatro anos em lista de espera. Entretanto, caso vocg nde preencha
€esses Critérios, vocé também pode teecher um rim com critérios expandidos desde que aceite ¢ érgio e
esteja ciente dos riscos que estamos the informando neste Termo,

Estamos fhe oferscendo essa possibilidade antecipadamente para que possa pensar, esclatecer as
chividas com seu médico e decidir com calma juntamente com sua familia.

Dessa forma, quando surgir uma oferta de rim com critéries expandide vocé possa tomar a decisio
que julgar mais apropriada. *

E importante saber que mesmo se n#o aceitar um rgdo desse tipo, vocé NAQ sera excluido da lista de
espera € continuara concorrendo para receber outros rins que forem ofertades pela Secretaria de Saide do
Estado de S0 Paulo. : d

Este temo visa apenas saber se podemos ou nio the oferecer esse tipo de rim.

Ainda. em qualquer momento gue quiser smudar sua decisdo, positiva ou negativa, cxpressa neste

‘Terme. vocé podera faze-lo bastando apenas comunicar seu médico e assinar novo Termo.

Eu li e entendi o termo acima e concordo em receber
o érgdo proposto.

Nome:

Data___ [/ ¢

. WQL&L&J
Comité deftica em Pesquisa MO
Rua Castelo D'Agua, 0. 3030
Sie José do Rio Preto - SP.
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TERMO DE ESCLARECIMENTO E ACEITACAO DE TRANSPLANTE COM RIM DE
DOADOR COM OUTROS RISCOS '

Vocé deve saber que a oferta de rins ¢ transplantes obtidos de doadores falecidos € muito pequena € por
isso a lista de espera para transplantes aumenta 2 cada ano.

tima possivel maneira de diminuir a fila de espera ¢ ulilizar rins obtidos de doadores falecidos gue

- sfio considerados “nda ideais” porque podem ser provenientes de doadores com sorologia positiva
"para o virus da hepatite B, efou terem ficado refrigerade por mais de 33 horas ¢/ou terem sido
retirados quando a creatinina do doador ¢ra maior que o valpr narmal (>-1,5 mgsdl ), efou retirado
de doador considerados “ de risca™ para doengas infecciosas { presidiarios, tatuados, usudrios de
drogas como maconha ou cacaina) ou portadores de doengas como diabete e hipertensiio arterial.

E sugcrido que esses rins sejam doados para receptores com mais de quarenta anos de idade, efou
receplores que estejam ha mais de quatro anos em lista de espera. Enwretanto, caso vocd ndio preencha
esses critérios, vocd também pode receber um rim desse tipo desde que aceite o érgdio ¢ esteja ciente dos
riscos ielacionados com esse tipe de (ransplante, Estamos Ihe oferecendo essa possibilidade
antecipadamente para que possa pensar, esclarecer as duvidas com seu médico e decidir com calma
Juntamente com sua familia,

Dessa forma, quando surgir uma oferta de rim com outros riscos como aqui listados vocé poderd tomar
a decisdo que julgar mais apropriada.

E importante saber que mesmo se ndo aceitar um orgao desse tipo, vocé NAQ serd excluido da lista de
espera ¢ continuard concomrendo para receber outros rins que forem ofertados pela Secretaria de Saiide do
Cstado de S3o Paulo.

Este termo visa apenas saber se podemos ou ndo lhe oferecer esse 1ipo de rim.

Ainda, em quaiquer momento que quiser mudar sua decisdo, positiva ou ncgativa, expressa neste
Termo, voed podera fazé-lo bastando apenas comunicar seu médico € assinar novo Termo,

Os casos onde o doador tiver sorologia positiva para hepatite B o rim te serd tr
s¢ vocé tiver side vacinado contra hepatite B e tiver proteciio contra a doenga (presenca de
anticorpos} ou se vocé for um portador do virus da doenga.

1 d

Aceito receber rim de doadores:

1. () com sorologia positiva para hepatite B (anti-Hbe+)
2. ( )com tempo de isquemia { espera > 33 h)

3. { )com creatinina > 1,5mg/d! na retirada do érgio

4, ( )usudrios de drogas ndo injetdveis efou ““de risco™.

Eu ] li ¢ entendi ¢ termo acima ¢ concordo em receber
© drgdo propsto.
Nome:
Data__ / [
AR 4

Comit de'Etics am Pesquisa IMC
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