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EDITORIAL

Terapia celular na Insuficiéncia renal aguda: o que ainda falta?

A insuficiéncia renal aguda (IRA) afeta cerca de 200.000
pessoas, anualmente, nos EUA, com taxa de mortalidade
ao redor de 50%. As lesbes da IRA, geralmente causadas
por injuria isquémica ou téxica, afetam predominantemente
as ceélulas dos tubulos proximais e o tratamento restringe-
se a didlise para controle de volume e depuragdo de
pequenas moléculas."?

Por essa razéo, um grande esforgco tem sido feito para
buscar novas terapias capazes de substituir/reparar a
funcdo renal e, consequentemente, reduzir a morbidade
e mortalidade, bem como o impacto econdmico causado
pela IRA.

Nas ultimas trés décadas, a ciéncia tem depositado
suas esperangas na terapia celular com células tronco
pluripotentes (TCT), em virtude da capacidade dessas
células se auto-renovarem e diferenciarem em uma grande
variedade de tecidos.

As vantagens da TCT sao varias: atuagao dindamica em um
ambiente que varia temporal e espacialmente apds a leséo
isquémica, interagir com o ambiente do hospedeiro para
poder diferenciar-se naquele tipo celular respectivo e poder
ser obtida de varias fontes. Embora as CT compartilhem
propriedades comuns, elas diferem em varios aspectos,
tais como, na taxa de diferenciagao, secregédo de fatores
troficos e tipo de estimulo dentro do ambiente em que estéo
envolvidas. Os mecanismos de agao envolvidos na TCT
ainda sao desconhecidos, mas certamente sao multiplos e
estdo relacionados com hematopoese, geracéo e ativagcéo
de células imunolégicas, imunomodulagdo e tolerancia
imune.3-5

No presente numero do JBT, um trabalho de Burgos-
Silva e cols. explora o potencial das CT para tratamento
da IRA. Nele, os autores relatam como utilizaram CT
mesenquimais derivadas da medula éssea (BMDC) para
tratar camundongos com IRA induzida por elevadas doses
de acido félico.

Apods causarem a lesdo toxica aguda, um grupo de animais
foi sacrificado apds 48 horas e comparado com outro grupo
que recebeu BMDC 24 horas antes do sacrificio. Estudos
da fungao renal feitos mostraram significativa melhora dos
niveis séricos de uréia e creatinina e, embora sem alcangar
diferenca estatisticamente significante, também reducéo da
necrose e aumento dos escores de reparagao tecidual. Na
tentativa de desvendar possiveis mecanismos envolvidos
no “efeito protetor” conferido pelo tratamento com as BMDC,
os autores mostraram tendéncia de reducgao de citocinas
inflamatérias TNF, IL-6 e IL-1 beta, aumento da atividade
mitética e o indice de atividade anti-apoptose. Burgos-
Silva e cols. sugerem que isso indicaria maiores indices de
regeneracao tecidual e protegédo contra apoptose induzida
por lesdao e concluem que as BMDC sao uma ferramenta
importante no tratamento a lesdo renal nefrotoxica.

Embora o estudo tenha sido bem elaborado e conduzido
uma série de limitagdes que sdo inerentes ao campo
da terapia celular, surge: a quantidade e tipo de células
usadas, a via de administragdo dessas células, a pequena
quantidade de animais utilizados e consequentemente
impedindo comparagdes estatisticamente robustas,
o0 modelo experimental de toxicidade per se, além da
dificuldade de traduzir esses resultados para a pratica
clinica.

Sem duvida, a TCT é uma abordagem promissora para
tratamento da IRA e também de outras doencgas crénicas
como a propria insuficiéncia renal cronica.6 Entretanto,
apesar do potencial das CT para regeneragcédo e reparo
das doencas renais, ainda existe um grande hiato entre o
conhecimento cientifico gerado nos laboratérios e o uso
clinico seguro e ético da TCT em humanos. Certamente
existe muito trabalho investigativo a ser feito com CT em
doengas renais e, nessa area especifica, a comunidade
cientifica brasileira tem contribuido significativamente.

O trabalho de Burgos-Silva e cols. publicado neste numero
do JBT é mais uma comprovagao dessa contribuigao.

Mario Abbud Filho
Editor do JBT
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Herpesvirus 7 (HHV-7) and Co-infection with Human Citomegalovirus (HCMV) after Liver

Transplantation
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RESUMO

Os herpesvirus humanos HHV-6 e HHV-7, ap6s infec¢do primaria, permanecem latentes no organismo, podendo reativar-se por
periodo de imunossupressao. Objetivo: Realizar vigilancialaboratorial dainfec¢do por HHV-6, HHV-7 e infecgdo com citomegalovirus
Humano (HCMV) no pés-transplante hepdtico, através das técnicas de antigenemia, N-PCR e sorologia. Métodos: Amostras de 32
pacientes, com idade mediana de 47 (18-66) anos, sendo 20 (62,5%) do sexo masculino e 12 (37,5%) do sexo feminino. A monitoriza¢do
laboratorial iniciou-se no pré-operatério e, ap6s o transplante, de modo semanal, do 1° ao 2° més, quinzenal no 3° més, e mensal do
4° a0 6° més. A partir de extragdo de linfdcitos, realizou-se a detecgao de HHV-6 e HHV-7, pela técnica de antigenemia. A detec¢io
de anticorpos IgM anti HHV-6 foi realizada pelo teste Elisa. Realizou-se antigenemia, N-PCR e sorologia para HCMV, HHV-6 e
HHV-7. Resultados: Com essas metodologias, a detec¢io de IgM anti HHV-6 foi positiva em 15,6% dos pacientes no pré-transplante,
25% na quarta semana, 40,6% na 12a semana e em 46,9% na 24a semana, ap0s o enxerto. A antigenemia para HCMV, HHV-6 e HHV-
7 foi positiva em 46,9%, 62,5% e 46,8% respectivamente. A N-PCR para HCMV e HHV-6 ocorreu em 81% dos casos, e para HHV-7
em 46,8%. Detectou-se que 50% dos pacientes estudados tiveram doenca por HCMV. A doenga causada pelo HHV-6 foi observada
em 46,8% dos pacientes e em 15,6% para HHV-7. A concomitancia de doengas foi observada nos pacientes com HCMV e HHV-6 em
21,9% e em 15,6% dos pacientes com HHV-6 e HHV-7. A doenga causada pelos betaherpesvirus foi detectada com maior frequéncia
ao redor da quinta semana. Os episddios de doen¢a para HHV-6 e HHV-7 precederam ao aparecimento da doenca por HCMV.
Conclusio: Este estudo confirma a relevincia da infec¢do pelo HCMV, HHV-6 e HHV-7 e a importincia do monitoramento para a
detecgdo precoce desses agentes, possibilitando a utilizagdo de um tratamento preemptivo, com redugéo do risco de doenga.

Descritores: Imunossupressio, Transplante de Figado, Citomegalovirus, Herpesvirus Humano 6, Herpesvirus Humano 7; Prevaléncia.

Fonte Auxilio: Capes
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Com o crescimento no numero de transplantes, problemas
peculiares relacionados ao tratamento imunossupressivo
geram importantes indices de morbimortalidade. As infec¢des,
principalmente, causam uma série de complicacdes a
recuperagdo dos pacientes transplantados. As infecgdes virais
correspondem a uma importante fonte dessas complicagdes
e dentre esses agentes virais, encontra-se a subfamilia
betaherpesvirus (B-herpesvirinae) HCMV conhecido como
o Citomegalovirus Humano, HHV-6 ¢ HHV-7 (Herpevirus
Humano Tipo 6 e Tipo 7),'” sendo esses trés virus pertencentes
ao grupo de oito membros da familia Herpesvirus de interesse



médico. O Citomegalovirus Humano (HCMYV), o Herpesvirus
Humano Tipos 6 e 7 (HHV-6 e HHV-7), ambos amplamente
disseminados, com soroprevaléncia, podendo variar de 40% a
60%, em populacées de alto nivel socio-econdmico, enquanto
em populagdes dos paises subdesenvolvidos, a prevaléncia desses
virus é ainda maior, variando de 80% a 100%. Esse aumento dos
anticorpos deve-se aos fatores ambientais e socioecondmicos,
pois sdo maiores nos paises subdesenvolvidos.*'? Uma vez
ocorrida a primeira infeccdo, esses virus permanecerio em
laténcia por toda a vida no organismo do individuo.*®* Na
majoria das vezes, essas infecgbes sdo assintomaticas, porém,
em imunocomprometidos, como os portadores do Virus da
Imunodeficiéncia Adquirida (HIV) e transplantados de 6rgaos,
essas infec¢des aumentam a morbidade.™?

A transmissio dos betaherpesvirus pode ocorrer por via
intrauterina, perinatal, contato direto de fluidos corporais,
sexual, transfusdes sanguineas e em transplantes de orgaos,
por isso, encontram-se em elevada prevaléncia na populagao
em geral.>® O risco da infecgdo pode estar relacionado com o
status sorolégico do doador e certas drogas, como a ciclosporina
e azatioprina, tém sido implicadas como as facilitadoras da
infec¢do.>'"* As manifestagdes clinicas sugestivas de doenca
por HCMV estdo relacionadas a febre persistente, pneumonia
intersticial, retinite, doenga gastrintestinal e alteragdes
laboratoriais, tais como leucopenia, trombocitopenia, atipia
linfocitaria e elevagdo das enzimas hepaticas.*’

Episodios de convulsdes, encefalites e encefalopatias tém sido
associados a doencas febris causadas pelo HHV-6 ¢ HHV-7
bem antes do exantema stbito ser, clinicamente, caracterizado
no paciente.! Os betaherpesvirus também podem predispor
o receptor de transplante para infec¢bes oportunistas.” Nos
ultimos anos, HCMV, HHV-6 e HHV-7 tém sido relacionados,
por varios autores, devido a sua alta prevaléncia na populacio
e estar freqilentemente relacionados a grande impacto clinico
apés o transplante.*?> Nesse contexto, métodos eficazes
e precoces de diagnosticos laboratoriais sdo de grande
importancia no progndstico desses pacientes. A antigenemia é
considerada uma técnica para detecgdo precoce com alto valor
preditivo para doenca, sendo uma ferramenta de diagnostico
util no pds-transplante, assim como a sorologia, e N-PCR tém
sido bastante utilizados como métodos eficazes de diagndstico
para o monitoramento clinico-laboratorial.

METODOS

No periodo de 2003 a 2006, foram monitoradas amostras
de 32 Facientes de ambos os sexos que foram submetidos ao
transplante de figado na Unidade ((11e Transplante de Figado
do Hospital de Clinicas e no Ambulatério do Gastrocentro da
Universidade Estadual de Campinas (UTH - HC - Unicamp).
A mediana da idade foi de 47 (18-66) anos sendo 20 (62,5%)
deles pertencentes ao sexo masculino e 12 (37,5%) ao sexo
feminino. Para fazer parte do estudo, os pacientes deveriam
ter acima de 18 anos, aceitar submeter-se as coletas de sangue
no periodo de seis meses e regularidade para as coletas das
amostras bioldgicas. Os que nio tiveram seguimento de acordo
com o protocolo ndo puderam fazer parte deste estudo, bem
como aqueles que evoluiram ao 6bito dentro do primeiro més
apos o transplante.
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O protocolo foi seguido de acordo com os requerimentos para
pesquisas envolvendo seres humanos do Brasil e foi aprovado
pelo Comité de Etica Institucional da Faculdade de Ciéncias
Médicas (FCM) da Universidade Estadual de Campinas -
Unicamp. Todos os pacientes que participaram desse trabalho
foram informados sobre os procedimentos a serem adotados e
concordaram com a coleta do material necessario para o estudo,
mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido pelo paciente ou responsavel, apds todas as duvidas
terem sido esclarecidas.

A monitoriza¢do dos pacientes foi realizada prospectivamente
desde o pré-transplante (imediatamente antes do ato cirurgico
- dia 0) e no pos-transplante: de modo semanal no 1° e 2° més
(semana 1 a 8), quinzenal no 3° més (semana 10 e 12) e mensal
do 4° més até o final do 6° més (semana 16, 20 e 24).

A imunossupressdo bdasica consistiu de: a) inibidores de
calcineurina: ciclosporina (0,4 mg/kg/dia com nivel sanguineo
variando de 150-250 ng/ml) ou tacro%imus (0,01mg/kg/dia com
nivel sanguineo variando de 5-10 ng/ml); b) corticosteroéides
(metilpregnisolna 1,0 g no intra-operatério, com redugdo
no sétimo dia para 20 mg até o final do primeiro més, 15 mg
no segundo meés, 10 mg no terceiro més, 5 mg no quarto més
e retirada se o paciente ndo fosse portador de doenca auto-
imune); c) inibidores de purina (azatioprina na dose de 50mg/
dia, ou micofenolato de mofetila na dose de 1000 mg/dia ou
micofenolato sddico na dose de 720 mg/dia). A profilaxia
antiviral para o Herpes simplex foi feita com aciclovir (200
mg de 12/12 horas), por dois meses. Os pacientes ndo fizeram
profilaxia para o HCMYV, a néo ser que o doador fosse soro-
positivo e o receptor soro-negativo. Os pacientes com doenga
por HCMYV, com sintomas clinicos, receberam ganciclovir, por
via intravenosa, na dose de 5 mg/kg duas vezes ao dia, por seis
semanas, seguido por dose de manutengéo.

Os critérios para caracterizar diagnéstico de infeccdo por
HCMV foram considerados quando foram constatados dois
ou mais N-PCR positivos em amostras extraidas de DNA de
granulocitos de sangue periférico, consecutivos num intervalo
de 30 dias segundo critérios propostos por e/ou antigenemia
positiva (uma ou mais células positivas) segundo autores.”!%423
Para HHV-6, a defini¢do de infeccdo ativa foi baseada na
positividade da N-PCR em DNA extraido de leucdcitos totais, e/
ou antigenemia positiva (uma ou mais células positivas) segundo
os relatos de literatura.®® E para o HHV-7 foi definida quando
pelo menos uma amostra de soro resultou positiva pela N-PCR
e/ou antigenemia positiva (uma ou mais células positivas).®*?

Para a caracterizagdao de diagndstico para a co-infecgdo ativa
dos betaherpesvirus, considerou-se quando dois ou mais virus
foram detectados simultaneamente na mesma amostra.®’
A doenga por HCMV foi considerado além das evidéncias
laboratoriais de infecgdo ativa citadas anteriormente, fez-se
necessario a presenca de manifestacdes clinicas compativeis com
aquelas sabidamente causadas pelo HCMV, como a pneumonia
intersticial, doenga gastrintestinal, hepatite, retinite, nefrite,
miocardite, febre maior ou igual a 38°C, no minimo por trés
dias sem foco detectado, acompanhada por leucopenia (<3.000/
mm3) e plaquetopenia (<100.000/mm3) afastadas outras causas,
de acordo com os critérios ja descritos por outros autores.14 Para
caracterizar a provavel doenga por HHV-6, além das evidéncias
laboratoriais de infec¢do ativa citadas anteriormente, fez-se
necessaria a presen¢a de manifestagdes clinicas compativeis
com a de HHV-6, como a febre, erup¢des cuténeas, disfuncéo
hepatica (alanina aminotransferase > 1001U/ml), disenteria,
pneumonite intersticial, microangiopatia trombética, encefalite
e principalmente mielossupressio (sendo afastadas outras
causas virais e bacterianas).>!416:17:24
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Para o HHV-7 nio hé ainda consenso em relagdo as
manifestagdes clinicas, mas, sintomas como febre, encefalite,
pneumonite intersticial, hepatites, disfun¢do e rejeicio do
enxerto e alteragdes laboratoriais como leucopenia (<3.000/
mm3) e plaquetopenia (<100.000/mm3) e associados a AGM
positiva (P elo menos uma celula) e/ou 1 N-PCR positivo foram
considerados como doenga.”

Foram também avaliadas as infeccdes bacterianas
concomitantes, definidas como aquelas que ocorreram
ap6s a cirurgia e diagnosticadas laboratorialmente. Os
episodios clinicos relatados foram comparados e analisados
com a presen¢a de infecgdo ativa para cada um dos virus
estudados.

Devido a disfuncdo e a rejeicdo do enxerto, foi realizada
avaliagdo da fun¢do hepatica baseada na elevagdo sérica da
alanina aminotransferase, fosfatase alcalina, gama-glutamil
transpeptidase e das bilirrubinas, usando-se os padrdes e
protocolo da UTH-HC-Unicamp. Os episddios de rejeicdo
do enxerto foram documentados, baseados em andlises
histopatolégicas de material obtido por biépsia hepatica.
Os critérios de Banff foram utilizados para classificacdo e
determinagio do grau e tipo de rejei¢do celular.*

A partir de linfocitos extraidos de sangue periférico, realizou-se
a detecgao de antigenos de HHV-6 com anticorpos monoclonais
C65206M (marca Biodesign International, France) e MAB8535
(marca Biodesign International - USA) e conjugados de soro de
coelho anti-IgG de camundongo Z0412-1 (marca Dako - CA,
USA) e soro de cabra anti-IgG de coelho marcado com peroxidase
81-6120 (marca Zymed, CA, USA). Para a detecgao de antigenos
de HHV-7 foi utilizado o anticorpo monoclonal de rato KR4
(marca Advance Biotechnologies, Canada), conjugado soro de
coelho anti-imunoglobulina de camundongo P0260 (marca
Dako Cytomation, USA) e conjugado soro de cabra anti-IgG de
coelho 81-6120 (marca Zymed, CA, USA) diluidos em PBS/BSA
e aplicados sobre a fixacdo celular. Foi realizada a detec¢do de
anticorpos IgM anti HHV-6 seguindo as especificagdes do kit
pelo teste de Elisa (marca Panbio, Austrélia).

Os resultados obtidos nos procedimentos técnicos do estudo
foram comparados com outros achados laboratoriais, tais
como; antigenemia para HCMV, N-PCR para HCMV, HHV-6 e
HHV-7 e sorologia para HCMV, bem como os achados clinicos
relatados nos prontudrios dos transplantados da Unidade de
Transplante Hepatico UTH - HC e/ou informados pela equipe
médica.

Ap6s todos os testes serem realizados, foram contabilizados
para efeito de andlise. Para comparagdo de varidveis categdricas
foi utilizado o teste qui-quadrado, com uso do teste exato de
Fisher quando necessario, utilizando-se o programa estatistica
7.0 (CA,USA). Houve significancia estatistica quando o p >
0,05.

RESULTADOS

A sorologia IgG (imunoglobulina G) para HCMV foi positiva
em 87,5% (28 /32) dos pacientes no dia 0 do estudo. A deteccéo
de IgM anti HHV-6 foi positiva em 15,6% dos pacientes no pré-
transplante, 25% na quarta semana, 40,6% na 12¢ semana e em
46,9% na 24* semana apos o enxerto (figura 1)

JBT ] Bras Transpl. 2012;15:1651-1690

Figura 1. Numero de episédios de positividade dos exames de
sorologia IgM (imunoglobulina M), N-PCR (reagio de cadeia da
polimerase) e AGM (antigenemia) para HHV-6 (herpesvirus humano
tipo 6) de acordo com a semana de coleta
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Houve 13 episddios de rejeicdo celular aguda em oito
pacientes (8/32=25%), porém somente dois (2/13=15,4%) foram
associados a doenga HCMV e dois (2/13=15,4%) & doenca
HHYV-6. Os episodios de infecgdo bacteriana ocorreram em 26
(26/32=81,2%), e em 13 (13/26 = 50%) deles houve associagdo
com a doenca HHV-6 e HCMV.

A antigenemia para HCMV, HHV-6 e HHV-7 foi positiva em
46,9%, 62,5%, 46,8%, respectivamente. A antigenemia para
HCMYV foi detectada em 15 casos (46,9%), sendo que a maioria
apresentou manifestagcdes clinicas, tais como disfungdes
gastrintestinais acompanhadas de febre. A N- PCR para HCMV
e HHV-6 detectou sequéncia de DNA em 81% dos casos, e
para HHV-7 foi de 46,8%. Detectou-se que 50% dos pacientes
estudados foram diagnosticados com a doenga por HCMV.
A doenga causada pelo HHV-6 foi observada em 46,8% dos
pacientes e em 15,6% para HHV-7. A concomitincia de doengas
foi observada nos pacientes com HCMV e HHV-6 em 21,9%
casos e de 15,6% em pacientes com HHV-6 e HHV-7; ndo houve
concomitincia para doenga HCMV e HHV-7 nem para os trés
virus estudados.

A doenga causada pelos betaherpesvirus estudados foi
detectada com maior frequéncia ao redor da quinta semana. E
os episodios de doenga para HHV-6 e HHV-7 surgiram antes do
aparecimento da doenga por HCMV.

Figura 2: Numero de episédios de doenca viral detectada de acordo
com a semana de coleta (HCMV = citomegalovirus; HHV-6 =
herpesvirus humano tipo 6 ; HHV-7 = herpesvirus humano tipo 7)
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DISCUSSAO

A infec¢do por HCMV apods o transplante de drgaos é uma
das complicagdes virais mais importantes que pode acometer
0 paciente.»>6810131923 FEgga importincia torna-se ainda mais
evidente nesse contexto quando se observa que pode estar
relacionada a uma miriade de complica¢des, como doencas
oportunistas, rejeicdo celular aguda e cronica, infec¢oes
bacterianas, dentre outras.’®*2 Nesse estudo, investigou-
se a incidéncia das infecgdes pelos betaherpesvirus HCMYV,
HHV-6 e HHV-7 através de N-PCR, antigenemia e sorologia, e
procurou-se determinar as correlagdes dos testes aplicados com
os possiveis fatores de riscos relacionados ao impacto clinico
apos o transplante de figado. Observou-se uma prevaléncia de
87,5% de individuos soropositivos para HCMV (IgG positiva),
no pré-transplante, sendo esse achado compativel com a da
literatura, que aponta a prevaléncia de infecgdo por HCMV em
torno de 80%-100% da populagdo brasileira.21 Em relagdo ao
HHV-6 néo foi possivel a realizacio da sorologia dos respectivos
doadores para determinacido de infec¢do primaria, reinfeccao
ou reativagdo. A pesquisa de anticorpos IgM para HHV-6
foi detectada em cinco pacientes (15,6%) no pré-transplante.
Consecutivamente, na quarta semana ap6s o transplante, oito
(25%) pacientes apresentaram IgM positiva, 13 (40%) na décima
segunda semana e em 15 (46%) na vigésima quarta semana apds
0 enxerto.

Os resultados de IgM citados acima sugerem infec¢do primaria
ou uma reativacdo da doenga apds o enxerto, pois houve
consecutivamente um aumento dos titulos de IgM no decorrer
das semanas e, em muitos casos, correlagdes com a antigenemia
ou PCRs positivos como mostra a (figura 1).
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Na presente casuistica, a detec¢do das infec¢des concentrou-se
nos cinco primeiros meses de seguimento, periodo importante
de adaptagdo pos-operatéria em que o uso e controle da
imunossupressdo podem ser criticos.

A positividade para HHV-7 e HHV-6 foi detectada desde o dia
0 do estudo. Isso fez com que a ordem de reativagio ou infec¢éo
nos transplantados fosse HHV-7 seguido pelo HHV-6 e, por
ultimo, o HCMV. Isso sugere que HHV-7 pode ter reativado
infec¢des latentes por HCMV e HHV-6.

Este trabalho demonstrou correlagdo com dados da literatura
2689 e a grande importancia destes agentes como causadores de
morbidade em pacientes transplantados hepaticos.

CONCLUSAO

A vpartir da vigilancia pelas técnicas laboratoriais utilizadas
nesse estudo, foi possivel detectar as infecgdes e coinfec¢des
pelos betaherpesvirus no pds-transplante hepatico.  Este
estudo confirmou a relevancia da infecgio pelo HCMYV,
HHV-6 e HHV-7 nos transplantados. A realizacio de N-PCR
e antigenemia simultaneamente sdo uteis para o diagndstico
desses agentes. E importante acompanhar as cargas virais apés
o transplante, e a antigenemia, além de ser uma técnica precoce
de detecgdo, pode ser utilizada rotineiramente pelo beneficio
de baixo custo, comparada a técnicas de moleculares. Este foi
um trabalho pioneiro de antigenemia para HHV-6 e HHV-7
na equipe e demonstrou, no entanto, que outros estudos sio
necessarios para estabelecer o uso rotineiro de antigenemia
para os betaherpesvirus, para compreender melhor os aspectos
clinicos que envolvem esses agentes, assim como ja vem sendo
realizado para o HCMV apds o enxerto.

ABSTRACT

Human herpesviruses HHV-6 and HHV-7 after primary infection remain latent in the body and can reactivate after immunosuppression.
Purpose: The laboratory surveillance of HHV-6 and HHV-7 and the evaluation of co-infection with HCMV human cytomegalovirus
in post-liver transplantation were carried out through antigenemia, serology and N-PCR techniques. Methods: Samples from 32
patients, median age of 47 (18-66) years old, being 20 (62.5%) male and 12 (37.5%) were female. Biological monitoring began before
transplant, weekly from 1st to 2nd months, biweekly in the 3rd month, and monthly from the 4th month to the 6th months. Extraction
of lymphocytes was performed for the HHV-6 and HHV-7 antigenemia technique. Detection of IgM antibodies HHV-6 was done by
the ELISA test. N-PCR and serology was applied for HCMV, HHV-6 and HHV-7. Results: With these methods, the detection of HHV-6
IgM was positive along the pre-transplant period in 15.6% of patients, 25% after the fourth week, 40.6% after the 12th week, and 46.9%
at 24 weeks after the transplant. The HCMV, HHV-6 and HHV-7 antigenemias were positive in 46.9%, 62.5% and 46.8% respectively,
N-PCR was positive for HCMV and HHV-6 in 81% of cases, and for HHV-7 in 46.8%. It was found that 50% of patients studied had
HCMYV disease. The disease caused by HHV-6 was present in 46.8% of patients and 15.6% for HHV-7. Concomitant disease was observed
in patients with HCMV and HHV-6 in 21.9% and 15.6% of patients with HHV-6 and HHV-7. The disease caused by betaherpesvirus
was more frequently detected around the fifth week. The HHV-6 and HHV-7 illness episodes preceded the onset of HCMV disease.
Conclusion: This study confirmed the relevance of HCMV, HHV-6 and HHV-7 infections and the importance of using monitoring
techniques for early detection of these agents allowing the use of a preemptive treatment with reduced risk to the disease.

Keywords: Immunosuppression; Liver transplantation; Cytomegalovirus; Human, Herpesvirus 6, Human; Human, Herpesvirus 7,
Human; Prevalence.
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BONE MARROW MESENCHYMAL STEM CELLS PROTECT AGAINST FOLIC ACID-
INDUCED ACUTE KIDNEY INJURY

Células-tronco mesenquimais protegem contra a lesdo renal aguda induzida por acido folico

Marina Burgos-Silva', Cassiano Donizetti-Oliveira’, Marco Antonio Cenedeze', Denise Maria Avancini Costa Malheiros?, Marlene Antbnia
dos Reis®, Alvaro Pacheco-Silva', Patricia Semedo’, Niels Olsen Saraiva Cadmara’*

ABSTRACT

Acute kidney injury constitutes a syndrome responsible by a major percentage of acute kidney failures and it continues being
associated to high mortality rates. Induced mainly by ischemia-reperfusion injury and nephrotoxic drugs, this condition is marked
by a decrease in organ function and histopathological pattern of acute tubular necrosis. In search of more efficient therapies, a great
deal of attention has been given to the therapeutic use of stem cells to treat kidney injuries. Bone marrow stem cells in particular
have received a great attention due to its immunomodulatory properties, and its therapeutic mechanisms are intensely being studied
in the literature. Purpose: In view of recent findings, the aim of our research was to get a better understanding on the potential role
of bone marrow mesenchymal stem cells in a murine model of acute nephotoxicity induced by folic acid. Methods: C57Bl/6j mice (8
weeks) were submitted to acute kidney injury by folic acid (200mg/kg) administered intraperitoneally. After 24 hours, mice received
mesenchymal stem cells (5.10° cells per animal) through retro-orbital intravenous injection. Mice were sacrificed after 24 hours and
blood and kidneys were harvested for analysis. Results: Stem cell treatment conferred functional improvement seen through lower
creatinine and urea serum levels in 8 week old C57Bl/6j mice in comparison to mice treated only with folic acid (200mg/kg body
weight). This amelioration are also correlated to down regulation of kidney pro-inflammatory cytokine mRNA levels as TNF-a, IL-6
and IL-1b in stem cell treated mice. In addition, treated mice demonstrated higher levels of immunostaining for proliferating cell
nuclear antigen and a tendency towards a higher Bcl-2/Bax mRNA ratio, indicating higher tissue regeneration and protection against
injury-induced apoptosis. Conclusion: These results indicate bone marrow stem cells as an efficient tool in nephrotoxic kidney injury
treatment.

Keywords: Acute Kidney Injury; Mesenchymal Stem Cells; Immunomodulation; Folic Acid.

INTRODUCTION

Despite the advancements in replacement therapies and
transplant research, acute kidney injury (AKI) is still associated
to high hospital mortality rates (approximately 50 % of all AKI
patients in intensive care units), and a high index of consequent
chronic kidney disease.! Characterized by a rapid decline in the
order of hours or weeks in the glomerular filtration rate and
important acute tubular necrosis (ATN), immunologically,
an expressive degree of tissue inflammation accompanies this
functional impairment and amplifies organ tissue injury. In
view of this, studies have long focused in immunoregulatory

strategies to decrease kidney inflammation and restore organ
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In the past two decades, especial attention has been given
to particular therapeutic properties of stem cells. Defined
according to its pluripotency and location of origin; along with
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PURPOSE

It has been shown that folic acid component, also known
as Vitamin B9 widely used in dietary fortification, in large
doses induces nephrotoxicity in murines, compromising renal
function and inducing inflammatory kidney damage,** making
it an ideal model for the study of AKI. Therefore, our study
aimed a better understanding on the potential role of the BMSC
treatment in a mouse model of acute kidney nephrotoxicity
induced by folic acid.

METHODS

Animal model and sample preparation:

Male C57BL/6j mice (8weeks) were obtained from CEDEME
(Federal University of Sdo Paulo, Sio Paulo, Brazil). All
procedures were done following the UNIFESP Research Ethics
Committee (CEP process no. 1164/2008). Animals received
folic acid (200mg/kg) in NaHCO3 (0.15M) vehicle i.p. to induce
acute kidney injury according to the protocol established by
Klingler et al. At the determined time, animals were killed by
anesthetic overdose, xilazine /ketamine (Agribands do Brasil
Ltda, Sdo Paulo) to obtain kidney and blood samples. Kidney
fragments were snapped frozen in liquid nitrogen for gene
expression assays or fixed in buffered formalin and embedded
in paraffin for immunohistological assays. Blood samples were
used for kidney functional analysis. Animals were divided into
three groups, each with the respective sample number (unless
where indicated otherwise): Ctr, exposed to no treatment (n=3);
FA, submitted to FA treatment and killed 48h later (n=5); and
FA+BMSC, which received BMSC 24 hours after FA treatment
and which was killed 24 hours later (n=>5).

Bone marrow-derived mesenchymal stem cells:

Bone marrow stem cells were extracted from C57Bl/6 mice
tibia and femur and cultivated in Dulbecco’s Eagle medium low
glucose (Cultilab) supplemented with 10% bovine fetal serum for
4-5 passages at 5% CO2, 37°C. BMSCs were then characterized
for the positive and negative expression of mesenchymal stem cell
specific membrane markers (CD45, CD103, CD34 and MCHI)
through flow cytometry, FACSCalibur flow cytometer (BD
Biosciences). In parallel, BMSCs were also analyzed according to
their adipogenic and osteogenic potential. BMSC adipogenesis
was induced with low glucose DMEM medium supplemented
with 10% FBS, dexamethasone (1 uM), isobutylmethylxanthine
(0.5 mM), insulin (10 pg/ml), and indomethacin (100 pM) for
14 days. Osteogenesis was achieved with low glucose DMEM
supplemented with 10% FBS, dexamethasone (0.1 uM), ascorbic
acid (0.2 mM), and beta glycerol phosphate (10 mM) treatment
for 28 days. Adipocyte lipid and osteocyte calcium deposit
staining was done by Oil Red and Von Kossa, respectively. For
BMSC treatment, cultivated BMSC were suspended in sterile
phosphate buffered saline (PBS) and administered unto C57Bl/6
anesthetized mice (5.10° cells) through retro-orbital intravenous
injection.

Kidney function assays:
Serum creatinine and urea measurements were performed
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through colorimetric assays based on the Jaffe and urease
methods using deproteinized serum samples (Labtest, Sdo Paulo,
Brazil). Values were determined using a spectrophotometer and
analyzed accordingly.

Gene expression assays:

a) RNA isolation: In brief, total RNA was extracted from snap
frozen kidney fragments using Trizol Reagent ® (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), and isolated using cloroform and
isopropanol solutions; b) Single strand cDNA synthesis was
performed using MML-V reverse transcriptase (Promega,
Madison, USA). ¢) RT-PCR: Reverse transcriptase polymerase
chain reaction (RT-PCR) was performed using TagMan primers
(Applied Biosystem, USA) for the following molecules: TNF-a
(Mm00443258_m1), IL-6 (00561420_m1), IL-1$ (Mm01336189_
ml) Bax (Mm00432050_ml) and Bcl-2 (MmO00477631). The
Sequence Detection Software 1.9 (SDS) was used for the
analysis, and mRNA expression was normalized to HPRT
values. The values are expressed relative to a reference from the
control samples. The Ct (threshold cycle) for the target gene and
the Ct for the internal control were determined for each sample.
Samples were run in triplicate. The relative expression of mRNA
was calculated by 2-AACT. All the experimental samples are
expressed as an n-fold difference relative to the calibrator.

Acute Tubular Necrosis (ATN):

HE-stained kidney histological sections were assessed for acute
tubular necrosis and tissue regeneration and ranked according
to the percentage of area affected.

Kidney cell mitosis:

In order to assess kidney regeneration, paraffin-embedded
sections were submitted to immunohistochemistry after heat
retrieval and stained for Proliferating cell nuclear antigen
(PCNA) (diluted 1:200; clone PC10, DAKO), using a HRP-
conjugated secondary antibody (Horseradish peroxidase),
EnVision™+ Dual Link System-HRP (Dako, EUA) revealed with
3.3’-diaminobenzidine (DAB)+ substrate-chromogen (Dako,
EUA).

Statistic analysis: Data used was expressed as mean * S.D.
Differences between groups were evaluated for statistical
significance using ANOVA followed by the Bonferroni test and
Student’s t-test. Differences were considered significant at P <
0.05.

RESULTS

Kidney Function and ATN:

In order to evaluate AKI in FA-induced nephropathy, dose-
response and time-response curves were established through
kidney function analyses (data not shown). Serum creatinine and
urea levels showed efficient kidney damage in FA-treated mice
at 200mg/kg body weight and functional impairment peaked
48h after drug injection (data not shown). These references
were therefore used for stem cell treatment evaluation. Initial
function assays demonstrated that BMSC treatment 24h after
AKI induction (FA+BMSC) conferred significant protection
(p<0.05) in kidney function in comparison to folic acid only



(FA) -treated mice (Fig.1A). This amelioration also were
correlated to a tendency towards lower ATN scores, as assessed
by histopathological analyses (Fig.1B,C).

Figure 1. Kidney function and histomorphology 48h after FA (200mg/
kg) or vehicle (NaHCO3 0,15M) injection; A) Serum creatinine and
urea values for ctr, FA, and FA+BMSC-treated animals; Data expressed
as mean of mg/dL + SD B) Representative image for a) ctr, b) FA, and
¢) FA+BMSC-treated animals, magnification 40x. C) Tissue necrosis
and repair scores found in kidneys (ctr, n=2; FA and FA+BMSC, n=3),
expressed as mean of the percentage of affected areas per field evaluated
= SD. #p< 0.05 vs. ctr, #p<0.005 vs. ctr, * p<0.05 vs. FA.
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Immunomodulation:

In order to elucidate the mechanism through which BMSCs
exerted their therapeutic effects, our group studied a possible
immunomodulatory role for these cells through RT-PCR gene
expression for classical inflammatory pathways. While the FA
group developed asignificant pro-inflammatory profile indicated
by significantly higher levels of TNF-a, IL-6 and a tendency
towards higher IL-1b mRNA expression, BMSC-treated animals
displayed a reduction in the levels of these components, with a
tendency towards lower TNF-a mRNA expression indicating a
decrease in tissue inflammation for BMSC-treated mice (Fig. 2).

Figure 2. Tissue proinflammatory mRNA profile. TNFa, IL-6 and
IL-18 kidney mRNA expression, evaluated through RT-PCR and
generated by referencing each gene to HPRT (hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase - housekeeping gene) as an internal control
(ctr, n=3; FA and FA+BMSC, n=3). Data expressed as the mean of
2-AACt £ SD. #p<0.05 vs. ctr, *p<0.05 vs. AF.
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Tissue regeneration:

Another mechanism of action postulated for MSC therapy
consists in its regenerative properties. This phenomenon was
assessed by immunohistochemistry staining for PCNA, which
denotes mitotic cells. Positive staining confirmed this theory,
as the AF+BMSC group displayed higher levels of mitotic cells
when compared to the FA group (Fig. 3). In parallel, our group
also assessed the tissue’s anti-apoptotic index indicated by a
Bcl-2/Bax mRNA ratio. FA-treated mice had an important
tendency towards a lower anti-apoptotic index. In comparison,
this tendency was reversed in the stem cell-treated group which
displayed a Bcl-2/Bax mRNA ratio, similar to the control group,
which were also correlated to PCNA mitosis results.

Figure 3. Kidney cell proliferative and apoptotic profile evaluation. A)
Immunbhistochemistry for PCNA. Representative image for a) ctr, b)
FA, and c¢) FA+BMSC-treated animals. Full arrows indicate positive
staining. Magnification 20x. B) (Bcl-2/ Bax) kidney mRNA expression
evaluated through RT-PCR and generated by referencing each gene to
HPRT as an internal control (ctr, n=2; FA and FA+BMSC, n=4). Data
expressed as the mean of 2-AACt + SD.
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DISCUSSION

Despite recent advances in the treatment of acute nephropathies,
AKT continues to burden hospitals with high mortality rates
and patient therapy costs. In search for more eflicient therapies,
increased interest has appeared in cell therapies towards the
treatment of acute kidney diseases.

Mesenchymal stem cells (MSC) are progenitor cells found in a
diversityofregionslikeblood,bonemarrow,umbilicalcord,dental
pulp and adipose tissue.® They possess considerable capacity for
autorenovation and cellular differentiation. In addition, MSC
are known for their important immunomodulatory properties,
? possessing modulatory functions in vitro and in vivo, and
therefore, being studied extensively as therapeutic tools in
mediating pathologies of inflammatory origin.

FA also known as vitamin B9 is traditionally used in dietary
fortification, prevention of prenatal neural development
abnomalies and treatment of anemia and other pathologies such
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as Alzheimer and Parkinson.”® Despite these effects, high doses
of FA are known by inducing a significant kidney damage in
mice and it has been used extensively as an experimental model
of drug-induced nephropathy.**

Initial results showed that BMSC treatment was efficient
in mediating FA- induced kidney function impairment, as
demonstrated by reduced serum urea and creatinine levels. This
protection was corroborated by histopathology analyses which
indicated lower scores of ATN and higher levels of tissue repair.
These results confirm the protective functional benefits also
seen in the stem cell treatment of other nephrotoxic injuries. >*°

There are many mechanisms through which MSC mediate injury
amelioration. One possibility suggests that transdifferentiation
or stem cell fusion '* would allow the injury protection
through the substitution/recovery of damaged cells. However,
this phenomenon is rarely described in kidneys with studies
involving stem cell treatment, and its actual contribution
in injury protection is highly questionable.”" In search to
clarify the mechanism for the BMSCs-mediated protection of
FA nephropathy, our group focused in stem cell’s paracrine
immunomodulatory properties. Because increased amounts
of inflammatory mediators activate the immune system and
consequently amplifying tissue oxidative stress and secondary
tissue injury, a controlled inflammatory process is considered
beneficial and it is the aim of most therapies involving tissue
injury. RT-PCR experiments showed a lower proinflammatory

profile in kidneys of BMSC-treated animals, seen by decreased
levels of TNF-a, IL-6 and IL-1b mRNA in comparison to animals
treated only with FA. This indicated that MSC protected kidneys
by partially regulating tissue inflammation, and it has confirmed
other studies which also describe a decrease in the expression of
proinflammatory molecules after MSC treatment.>"* Our study
also showed that BMSC treatment increased kidney cell turnover.
Since the cell death is a common characteristic for acute kidney
injury, 15 higher proliferation rates induced by BMSC increase
the turnover of injured cells to healthy ones, and consequently
help to restore tissue homeostasis.>*® Therefore, our results also
indicate that BMSC may accelerate tissue repairing through an
increase in cell turnover.

CONCLUSION

In summary, our study found a protective role for BMSC
treatment over folic acid-induced acute kidney injury. This
therapy is correlated to kidney function and tissue structure
preservation. These findings also correlated with a reduction in
inflammatory mRNA, which indicates an immunomodulatory
action and stimulates tissue regeneration. Therefore, we have
concluded that BMSC treatment is a promising tool towards
nephrotoxic acute kidney injury, and should be studied in view
of future clinical use.

RESUMO

A insuficiéncia renal aguda (IRA) constitui uma sindrome responsavel por grande parte das faléncias renais agudas e continua
hoje associada a um alto indice de mortalidade. Desencadeada principalmente por processos de isquemia e reperfusio no drgio e
drogas nefrotdxicas, essa sindrome é caracterizada fisiologicamente por uma perda repentina da fun¢éo do 6rgio e dano estrutural
histolégico denominado necrose tubular aguda. Diante da busca por terapias mais eficazes, tem-se focado intensamente na
possibilidade do uso de células-tronco na lesdo renal. As células-tronco mesenquimais derivadas de medula éssea, em especial, tém
recebido grande atengdo devido as suas propriedades imunomoduladoras, e seus mecanismos terapéuticos estio sendo intensamente
estudados na literatura. Objetivo: Em vista de estudos recentes, nosso trabalho buscou maior compreensio sobre o papel das células-
tronco mesenquimais derivadas de medula dssea em um modelo murino de lesdo renal aguda induzida por acido félico. Métodos:
Camundongos C57Bl/6 (oito semanas) foram submetidos a lesdo renal aguda por acido félico (200mg/kg de massa corporal)
administrado intraperitonealmente. Apds 24 horas, os animais receberam células-tronco mesenquimais (5.10° células por animal) via
injecdo intravenosa pelo plexo retro-orbital. Os animais foram sacrificados apos 24 horas e amostras de sangue e rins foram colhidas
para analise. Resultados: Os animais tratados com células apresentaram melhora funcional representada pela redugdo dos niveis de
creatinina e uréia sérica em camundongos C57Bl/6j, em comparagao a animais tratados somente com AF. Esses dados correlacionam-
se com a menor expressio do RNAm de citocinas pré-inflamatorias tais como TNF-a ,IL-6 e IL-1b nos rins dos animais tratados
com células. Ainda, os animais tratados com células demonstraram niveis de proliferagdo celular por imunohistoquimica de PCNA
e tendéncia a uma maior razdo de mRNA de Bcl2/Bax, indicando maiores indices de regeneragio tecidual e protecdo contra apoptose
induzida por lesdo. Conclusio: Esses resultados indicam que as células-tronco mesenquimais derivadas de medula 6ssea sdo uma
ferramenta importante no tratamento a lesao renal nefrotoxica.

Descritores: Lesio Renal Aguda; Células-Tronco Mesenquimais; Imunomodulagdo; Acido Félico.
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METODOS MOLECULARES NO DIAGNOSTICO NAO INVASIVO DA REJEICAO AGUDA EM
TRANSPLANTES RENAIS.
Molecular methods in non-invasive diagnosis of acute rejection in kidney transplants.

Gabriel Joelsons', Tuany Domenico’, Roberto Ceratti Manfro’?

RESUMO

O transplante renal ¢ atualmente o tratamento de escolha para pacientes com doenga renal croénica em estagio terminal. Dentre as
complica¢des decorrentes do transplante, a rejeicdo aguda é considerada uma das principais, sendo a biépsia o padrdo ouro para
seu diagndstico. Por ser um procedimento invasivo e potencialmente deletério, buscam-se novos marcadores para o diagndstico
desse quadro. As ferramentas diagndsticas ndo invasivas apresentam diversas vantagens, que incluem principalmente a possibilidade
de uso frequente e sequencial, facilitando a avaliagdo do estado imune do receptor. Nesta revisdo, apresentam-se os métodos e as
vantagens dos mesmos que estdo sendo empregados atualmente na pesquisa em transplantes renais, a reagdo em cadeia da polimerase
em tempo real, os micro-arranjos de DNA e mais recentemente os micro-RNAs. Existe a expectativa de que os microarranjos e micro-
RNAs venham a desempenhar um papel crucial no transplante de 6rgdos em assuntos relacionados a identificagdo de mecanismos
moleculares de rejeicdo aguda, injuria cronica, efeito de toxicidade das drogas imunossupressoras e tolerancia. O desenvolvimento
de técnicas moleculares capazes de fornecer um painel da atividade imunoldgica responsavel pela agressdo ao enxerto de forma nio
invasiva sugere a possibilidade futura de otimiza¢do e individualizacdo do tratamento imunossupressor. Para a realizagdo deste
trabalho foi utilizada a busca em bases de dados internacionais (PUBMED, Web of Knowledge) através dos descritores “Transplante
de Rim”, “Rejei¢do de Enxerto” e “Técnicas e Procedimentos Diagndsticos” e foram selecionados apenas estudos de periddicos
indexados sendo referidos os estudos de maior importéncia clinica ou histérica na drea.

Descritores: Transplante de Rim; Rejeicdo de Enxerto; Técnicas e Procedimentos Diagndsticos.

INTRODUGCAO

O transplante renal ¢ atualmente o tratamento de escolha para
pacientes com doenga renal cronica (DRC) em estagio terminal.
Entretanto, pacientes a ele submetidos permanecem acometidos
por episddios de disfun¢do aguda e cronica dos enxertos, as
quais tém diversas etiologias, sendo que os episodios de rejeicdo
aguda (RA) sdo considerados uma das principais complicagoes
e podem ter impacto na funcdo e na sobrevida dos enxertos.' O
diagndstico da rejei¢do aguda, assim como dessas outras causas
de disfuncio é baseado fundamentalmente nos resultados
da analise histologica do tecido renal obtido por bidpsia.
Entretanto, existem diversos problemas com esse método, por
exemplo, a infec¢do pelo virus polioma, que pode apresentar
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um quadro histolégico muito semelhante ao da rejeigdo aguda
e, muitas vezes, ¢ dificil diferenciar a rejeicdo cronica da
nefrotoxicidade por inibidores da calcineurina. Adicionalmente,
a bidpsia renal é um método invasivo, caro, com problemas de
representatividade, variabilidade de interpretacgdo e associado a
complicagdes que podem ser bastante sérias.?

Os métodos auxiliares ao diagndstico da RA sdo igualmente

pouco precisos. As dosagens de creatinina, niveis séricos de
farmacos imunossupressores e métodos de imagem padecem de



falta de acuracia adequada para o diagnostico das disfungoes
de causa parenquimatosa. Isso evidencia a clara necessidade
do desenvolvimento de novos métodos diagndsticos,
preferencialmente ndo invasivos, que possam ser utilizados
como biomarcadores dos processos inflamatorios, tdxicos e
fibréticos que acometem enxertos renais, auxiliando ou até
mesmo substituindo o diagndstico histopatolédgico.

Novos biomarcadores em transplante renal

Umbiomarcador édefinido como umasubstancia ou caracteristica
usada como indicador do estado bioldgico normal ou patolégico,
que pode ser objetivamente medida, e que reflete a acdo das
intervencdes terapéuticas sobre a atividade da doenga.’ Existem
diversos tipos de biomarcadores que diferem predominantemente
em seu objetivo, podendo ser: (a) preditivos, para a identificaio
do risco de doenga; (b) de rastreamento: para a identificagdo de
doenga sub-clinica; (c) diagnosticos para o reconhecimento de
doenga; (d) de estadiamento: para a categorizacdo da gravidade
da doenga; (e) de prognostico utilizados para a predicdo do curso
da doenga ou da resposta terapéutica.*

Na pratica dos transplantes renais, os biomarcadores sido
usados corriqueiramente para o acompanhamento da evolucio
do enxerto. Utilizamos marcadores de fungdo e agressio ao
enxerto, como a creatinina, proteindria, métodos de imagem,
anticorpos anti-HLA e bi6psias protocolares ou de vigilancia.
Entretanto, esses biomarcadores utilizados na clinica
apresentam deficiéncias tais como, falta de sensibilidade, serem
tardios, invasivos e algumas vezes caros.

Adicionalmente, hé situagdes nas quais existe necessidade
de maior refinamento diagnéstico, como os enxertos sob
risco aumentado de rejei¢es, os estados de imunossupressio
excessiva, a ocorréncia de fibrose tecidual, propiciar seguranca
da minimizagdo e conversdes da terapia imunossupressora e a
identificacdo do desenvolvimento de tolerancia aos aloantigenos.
Atualmente, o processo de desenvolvimento e validacdo de
biomarcadores é bastante complexo e visa assegurar que o teste
em questdo tenha utilidade clinica.’ Vide Figura 1.

Figura 1. Etapas de desenvolvimento e valida¢do de biomarcadores
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Neste trabalho, revisaremos o estado atual do desenvolvimento
dos biomarcadores moleculares em desenvolvimento para uso em
transplantes de 6rgaos sélidos, em especial os transplantes renais.

Rejeicao aguda dos enxertos renais.

A RA classica é caracterizada pela rapida diminuicio da funcio
do enxerto, que é atacado pelo sistema imune do hospedeiro, o
qual reconhece e ataca antigenos presentes no 6rgao do doador.
Conforme demonstrado de forma sucinta na Figura 2, o proces-
so de rejeicdo inicia-se pelo reconhecimento dos antigenos de
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histocompatibilidade (aloantigenos) do doador pelos linfocitos
T do receptor.® O reconhecimento ocorre em 6rgaos linféides
secundarios, onde células apresentadoras de antigeno (mond-
citos/macroéfagos, células dendriticas e células B) estimulam e
ativam linfécitos T, que entram em expansédo clonal e migram
para o enxerto onde irdo exercer sua fungido efetora. No me-
canismo de rejeigdo celular, apds a estimulagdo dos linfdcitos,
pela interacdo do TCR com o Complexo Principal de Histocom-
patibilidade (CPH) juntamente com moléculas de adesdo e co-
-estimulagdo, os complexos TCR/CD3 e CD4 ou CD8 tornam-se
fisicamente associados e ativam varias enzimas intracelulares
denominadas tirosino-quinases. Estas elevam a concentragéo
de célcio intracelular e ativam vérias proteinas citoplasmaticas
regulatérias denominadas fatores de transcricdo. Entre esses fa-
tores, destacam-se NF-kB, Oct-1 e NFAT (fator nuclear de célu-
las T ativadas), que se ligam a regides regulatdrias dos genes de
varias citocinas como interleucinas IL-2 e IL-4, interferon-y e
TNEF-a. A ativagdo da imunidade celular seguida da resposta do
tipo hipersensibilidade tardia com a ativagdo de mondcitos/ma-
crofagos e linfocitos citotoxicos parece ser o mecanismo final da
agressdo celular ao enxerto.

Figura 2 - Rejeicio Aguda
A Rejeigdo Aguda
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Os linfécitos T CD8+, ou citotdxicos, sdo os principais efetores
do reconhecimento e ataque das células-alvo. Os mediadores
citoliticos melhor descritos sdo a perforina e a granzima, que
ficam estocadas no citoplasma desses linfocitos, em granulos
semelhantes aos lisossomos e, quando as células sdo ativadas,
migram para a membrana citoplasmatica e fundem-se a ela,
liberando os granulos em diregdo a célula-alvo. Em decorréncia
do ataque citolitico, a célula alvo pode morrer por necrose
(caracterizada por ruptura da membrana plasmatica e destruigdo
das organelas) ou apoptose (caracterizada por condensagio
da cromatina, fragmentacdo do DNA e bolhas de membrana
com citoplasma condensado). Outra via de ataque citotoxico
utilizada pelas células T CD8+ ¢ a indugdo de morte celular
via interacdo Fas/Fas ligante, que leva a apoptose das células-
alvo.”® Outros mecanismos ocorrem na chamada rejeicdo
humoral, ou mediada por anticorpos. De forma resumida,
nesse tipo de rejeicdo ocorre ativacdo de linfocitos B que se
diferenciam em plasmdcitos, via estimulagdo por mediadores
soltveis (interleucinas) produzidos por linfécitos T CD4+. Os
anticorpos reconhecem sequéncias especificas de aminoacidos
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presentes em antigenos HLA expressos na superficie das células
endoteliais do enxerto, ativam a cascata do complemento e
levam assim a dano da microcirculagdo do enxerto.”?

Mais recentemente foi demonstrado que a injuria causada pelo
processo de isquemia e reperfusdo no enxerto renal conduz a
ativagdo do sistema imune, levando a processos capazes de
afetar a integridade celular, acreditando ser um dos principais
responsaveis pela lesao inicial do enxerto e por mediar, em longo
prazo mudangas estruturais, incluindo a fibrose intersticial.!!
A Interleucina (IL)-17 foi originalmente descrita e clonada por
Rouvier et al. e, subsequentemente, renomeada para IL-17A."
Essa fracdo é considerada o prototipo da familia das IL-17. A
identificacdo dessa nova familia de citocinas designou uma
nova linhagem celular T CD4 efetora, as Th17. Essas células
produzem principalmente a IL-17A e a IL-17F, enquanto as
demais células da resposta imune inata produzem os outros
membros da familia. Essa linhagem parece ter evoluido como
um brago do sistema imune adaptativo especializado para uma
protecdo reforcada contra agentes ndo cobertos completamente
pelas células Thl ou Th2.">"

A IL-17 é uma citocina pleiotrépica com multiplas funcdes,
entre elas direcionar diversos tipos celulares como as células
endoteliais e epiteliais, fibroblastos, macroéfagos e outras células
que promovem inflamacédo tecidual por diferentes caminhos,
além de coordenar a inflamacdo do tecido, induzindo a
expressdo de citocinas pré-inflamatorias (tais como IL-6 e TNF),
quimiocinas (tais como KC, MCP-1 e MIP-2) e metaloproteases
de matriz, que intervém na infiltragdo e destruicdo dos
tecidos;'® além de mediar o recrutamento de neutroéfilos, a IL-
17 também promove a granulocitopoiese através da indugiao do
fator de crescimento de coldnia granulocitica (G-CSF) e fator de
célula tronco (SCF), potencializando também a fagocitose e a
citotoxidade dos neutréfilos."

Estudos indicam que 0o mRNA IL17 e a proteina aumentam em
episodios de rejeicdo aguda em pacientes transplantados renais,
hepaticos e pulmonares. Caldwell e colaboradores mostraram
que a lesdo de reperfusdo de isquemia hepatica que contribui
para o aumento da imunidade especifica ao aloantigeno por
diversos mecanismos, conduz também ao aumento de células
Th17.¢ Estudos em modelos de murinos que foram induzidos a
rejeicdo aguda renal identificaram uma elevagdo dos niveis de
mRNA daIL-17 e consequentemente sua proteina dois dias pos-
transplante, também detectado em amostras de urina e tecidos
de pacientes com rejeicdo renal aguda.”

Caracteristicamente, o diagndstico de rejeicdo aguda em
enxertos renais é baseado na identificagio anatomopatoldgica
de infiltrados de células mononucleares em fragmentos
renais obtidos por bidpsias de enxertos com disfungdo. O
diagndstico é feito através da padronizagdo por um consenso
internacional de nomenclaturas e critérios especificos para a
caracterizacao histologica de rejeicao do 6rgdo, denominado
classificagdo Banff,” no qual a rejeigdo mediada por células
T ou a rejeicio mediada por anticorpos é diagnosticada com
base em regras empiricas e as lesdes sdo graduadas de maneira
semi-quantitativa. Essa andlise histologica, a partir de uma
bidpsia renal, é considerada o “padrdo-ouro” no diagnoéstico
de rejeigdo do enxerto. Porém, uma vez que essa metodologia
¢ baseada na remocdo de fragmentos corticais de natureza
focal intra-enxerto, essa ndo pode ser considerada uma técnica
muito sensivel, além de estar associada as complicacdes como
sangramento, fistula arteriovenosa e perda do enxerto; também
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¢ um método bastante agressivo e dispendioso.

O diagnéstico histopatoldgico da rejeicdo correlaciona-se com
a resposta ao seu tratamento e com os desfechos do enxerto.
Porém, sua acurdcia nunca pode ser validada devido ao fato

de ndo haver outra metodologia independente da avalia¢do da
existéncia de rejei¢do.>" Existem diversos aspectos negativos

dessa técnica diagndstica. Entre eles, destacam-se: (a)
graduagdo das lesdes feita de maneira arbitrdria; (b) variagdo
de representatividade entre fragmentos das pung¢des de bidpsia
renal; (c) concordincia entre diferentes avaliadores de 10-50%
em relagdo a gradacdo das lesdes e de 45-70% relacionado
ao diagndstico; (d) reprodutibilidade intra-observador de
aproximadamente 80-85%.%°

A rejei¢do aguda subclinica (RASC) é diagnosticada por biopsias
protocolares em enxertos com fungio estavel. A exemplo do que
vem ocorrendo com as rejeicdes agudas clinicamente manifestas,
as RASC vém apresentando incidéncia decrescente a medida que
regimes imunossupressores mais potentes sao utilizados.*' Nessa
situagdo, por defini¢do, os enxertos tém funcéo estavel e ocorre
a presenca de infiltrados linfo-monocitarios caracteristicos de
rejei¢do aguda.?

Médicos com experiéncia e conhecimento no uso clinico das
drogas imunossupressoras e que sejam capazes de manejar
adequadamente os atuais métodos diagndsticos sdo, em
geral, capazes de reconhecer e tratar os eventos decorrentes
da imunossupressdo insuficiente, a rejeicdo aguda, ou da
imunossupressdo excessiva, a nefrotoxicidade e as infec¢oes. O
exercicio da pratica clinica, assim como o que foi aprendido em
modelos experimentais, comprova a no¢do empirica de que as
rejeicdes devem ser diagnosticadas com a maior precocidade
possivel e que essa precocidade tem implica¢do na reversibilidade
doprocessoderejeicdo. Noentanto, siocomunssituacdesdecurso
silencioso, nas quais faltam métodos diagnosticos apropriados e
que, portanto, cursam sem diagnostico, muitas vezes levando
a processos irreversiveis. A crescente eficicia das medicacdes
imunossupressoras evidenciou duas condi¢des de importante
impacto negativo na sobrevida dos transplantes renais, quais
sejam o aumento significativo nos casos de nefropatia pelo virus
polioma * e a nefrotoxicidade pelos inibidores da calcineurina.*
Por conseguinte, a comunidade de transplante esta atualmente
direcionada a desenvolver estratégias seguras, em propiciar
baixa incidéncia de rejeigdo, de nefrotoxicidade e de infec¢des
virais em um balanco entre a eficicia da imunossupressdo e
seus efeitos colaterais. Em paralelo, busca-se alcangar a situacéo
ideal, ou seja, o desenvolvimento de tolerdncia aos antigenos do
transplante.

Assim sendo, levando-se em consideracdo as limitacées do
método “padrdo-ouro” atual e a necessidade de métodos
diagndsticos acurados que propiciem diagndsticos precoces,
preconiza-se que os ensaios ndo invasivos serdo capazes de se
tornar ferramentas para monitorizacao frequente e efetiva no
periodo pds-transplante. Idealmente, esses ensaios devem ser
capazes de detectar: [1] inflamagdo subclinica do enxerto; [2]
fibrose intersticial e atrofia tubular subclinicas; [3] glomerulopatia
do transplante subclinico e [4] agressio mediada por anticorpos.
A base logica para a deteccdo desses processos em estagio sub-
clinico serve para a intervengdo prévia ao dano causal da perda
cronica de fungio e/ou insuficiéncia do enxerto.”

Métodos Moleculares no Diagnostico da Rejeicio Aguda

O sistema histopatologico de uso corrente, a classificacdo
Banff, possui critérios que se correlacionam com desfechos,



porém as decisbes sdo arbitrarias e devem ser revistas por
novos métodos de avaliacdo transcripcional, presentemente
denominada transcriptomica, que dessa forma representa
referencial independente.® A aplicacdo clinica das analises
moleculares é também pertinente para que o entendimento de
todo o transcriptoma forne¢a conhecimentos mais aprofundados
das bases mecanisticas das disfuncdes dos enxertos, da rejei¢io
e de possiveis estados de tolerancia. Estratégias complementares
utilizando-se biomarcadores baseados na amplificacéo de dcidos
nucléicos devem possibilitar no futuro o desenvolvimento do
manuseio personalizado tanto do ponto de vista diagndstico
como de orientacao terapéutica.”

Em etapas subsequentes, essas ferramentas deverdo identificar
condi¢bes patoldgicas sem a necessidade de procedimentos
invasivos e assim propiciar uma avaliacdo confidvel do estado
imune do receptor, permitindo a individualizacdo da terapia
imunossupressora. O aperfeicoamento do entendimento dos
mecanismos da resposta aloimune levou a que fossem testados
marcadores moleculares de genes candidatos para a avaliagdo do
transplantado renal. Posteriormente, novos estudos focaram em
padroes de expressdo em testes ndo invasivos de fluidos bioldgicos
de acesso facilitado, como urina e sangue periférico.?*!

As ferramentas diagnosticas ndo invasivas apresentam diversas
vantagens, que incluem principalmente a possibilidade de uso
frequente e sequencial, facilitando a avaliagdo do estado imune
do receptor. Assim sendo, os parimetros moleculares poderao vir
a servir para direcionar a minimizagdo da imunossupressao e sua
individualizacdo. Abordagens moleculares que incorporem um
conjunto de marcadores podem vir a funcionar ndo apenas como
uma metodologia substitutiva para o procedimento invasivo da
bidpsia tecidual, como também poderd fornecer informagdes

Figura 3 - Principais metodologias aplicadas
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preditivas, diagndsticas e prognosticas e prover a compreensio
da fisiopatologia das diferentes causas de disfun¢do do enxerto.”

Adicionalmente, conforme ja demonstrado em estudos clinicos,
as avaliacdes moleculares propiciam a vantagem inequivoca de
detectar o processo de agressdo em sua fase de montagem, antes
que tenha ocorrido deterioragdo funcional. Da mesma forma, as
perturbagdes moleculares devem também preceder as alteragoes
histoldgicas.”** Embora essa ultima afirmacdo possa ser vista
como uma vantagem, ela é também um empecilho a validacéo
adequada dos testes moleculares no cendrio clinico em que a
bidpsia é usada como o padrio-ouro.

Os métodos moleculares surgiram como potencialmente adequados
para o diagndstico de disfungdes dos enxertos renais. Nas fases
iniciais do desenvolvimento clinico dos testes moleculares,
em especial da reagdo em cadeia da polimerase em tempo-real
(RT-PCR), ela foi utilizada em tecido de aloenxertos, sendo
poste*riormente aplicados em amostras ndo invasivas, sangue
periférico e células do sedimento urinario. Os métodos atualmente
empregados na pesquisa em transplantes renais sdo a RT-PCR, os
micro-arranjos de DNA e mais recentemente os micro-RNAs.

Diversos estudos demonstraram a utilidade da mensuragio da
expressdo génica de genes relacionados ao ataque citolitico ao enxerto
emtecidorenal,”® células do sangue periférico” e células do sedimento
urindrio.’®* Mais recentemente, alguns estudos utilizando a técnica
de microarranjos também foram capazes de predizer episodios
de rejeicdo aguda baseados em padrdes de expressio génica em
relagdo a pacientes normais e com outras causas de disfungdo.?6*>%
Assim sendo, fica claro que até o presente momento, os métodos
moleculares foram testados predominantemente para o diagndstico
de RA de transplantes renais. (Figura 3)

Autor (ref) Ano n Amostras Metodologia Marcadores

Vasconcellos (29) 1998 | 31/25 Tecido e SP PCR competitiva Perforina, Granzima B e FasL

Van Kooten (17) 1998 | 08/jun Tecido PCR competitiva IL-17

Li (30) 2001 | 24/22 Urina PCR competitiva Perforina, Granzima B

Sarwal (46) 2003 | 67/50 Tecido Microarranjos n/a

Flechner (32) 2004 | 44/44 Tecido e SP Microarranjos n/a

Dias (38) 2004 | 35/35 Tecido RT-PCR Perforina, Granzima B, FasL

Muthukumar (8) 2005 | 83/83 Urina RT-PCR FOXP3, CD25, CD3 e Perforina

Renesto (31) 2007 | 72/72 Urina RT-PCR TIM3 e IFN-gamma

Brouard (33) 2007 | 91/91 Sp Microarranjos n/a

Bunnag (42) 2008 | 83/83 Tecido RT-PCR FOXP3

Aquino-Dias (28) 2008 | 48/35 Tecido, SP e Urina | RT-PCR Perforina, Granzima B, FasL, PI9 e FOXP3

Manfro (37) 2008 | 160/115 Tecido, SP e Urina | RT-PCR TIM3

Sui (55) 2008 | 03/mar Tecido microarranjos, RT-PCR 20 miRNAs diferentes

Reeve (26) 2009 | 186/143 Tecido Microarranjos n/a

Anglicheau (52) 2009 | 33/32 Tecido e SP microarranjos, RT-PCR miR-142-5p, miR-155, miR-223

Newell (40) 2010 | 100/100 SP e Urina microarranjos, RT-PCR Granzima B, Perfori-
na, PI9, FoxP3, CTLA4, TGFB, CTGF, IP10, MIG e CXCR3

Viklicky (43) 2010 | 64/64 Tecido RT-PCR TGEF-B, TNF-a, MCP1, RANTES, FOXP3, Granzima B, Per-
forina e HMOX1 e outros

Lorenzen (58) 2011 | 88/81 Urina RT-PCR miR-10a, miR-10b, miR-210

Anglicheau (44) 2012 | 114/114 Urina RT-PCR Vimentina, HGF, Fibronectina, Perforina, TGE-B1, TIMP-1,
Granzima B e outros
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PCR em tempo real

PCR em tempo real é uma reagdo quantitativa altamente sensivel
e que permite a quantificacdo de transcritos raros e de pequenas
variagbes na expressio génica. O sistema da PCR em tempo
real é baseado na deteccdo e quantificacdo de um repdrter
fluorescente, cuja quantidade aumenta de forma diretamente
proporcional as quantidades do produto molecular amplificado
na reagdo. Pelo registro da quantidade de fluorescéncia emitida
a cada ciclo é possivel monitorar a reagio da RT-PCR durante
sua fase exponencial, onde o aumento significativo dos produtos
amplificados correlaciona-se com a quantidade inicial do produto
(template) especifico, marcador de um gene em particular, a ser
avaliado.™

A técnica quantitativa eliminou a variabilidade inerente & técnica
da PCR convencional semi-quantitativa e permitiu a quantificagdo
confidvel de produtos de PCR na rotina clinica. Atualmente, essa
técnica é comumente utilizada para determinar a expressdo génica
de mRNAs e seus niveis de expressdao. As analises podem ser
absolutas, como no nimero de cdpias de mRNA pela comparagio
a uma curva padrio, ou relativas a um calibrador pela andlise por
curva padrio ou pelo método 2-AACt. *

Diversos mecanismos celulares que dizem respeito a sobrevivéncia,
crescimento e diferenciagéo sdo refletidos por padroes alterados de
expressdo génicaeahabilidade de quantificar niveis transcripcionais
de genes especificos é de fundamental importancia para qualquer
pesquisa sobre a expressdo génica. A PCR em tempo real (RT-PCR)
¢ um método de amplificagdo enzimadtica in vitro de sequéncias
definidas de cDNA, podendo ser utilizada para comparar niveis
de mRNA em diferentes popula¢des ou amostras para caracterizar
padrdes de expressio de mRNAs em patologias especificas. A PCR
convencional ndo proporciona resultados quantitativos, exceto na
modalidade denominada PCR competitiva, trabalhosa, artesanal e
de dificil reprodutibilidade.*

O primeiro estudo a avaliar a expressio génica em amostras
ndo invasivas, no caso o sangue periférico foi de Vasconcellos e
colaboradores, em 1998. Nesse estudo, correlacionou-se a expressio
génica de transcritos de mRNA pela técnica de PCR competitiva no
tecido e sangue periférico, tendo sido analisadas as expressoes dos
genes Perforina, Granzima B e Fas-Ligante. Foi encontrado que a
expressdo génica dessas moléculas que codificam o ataque citolitico
nas células mononucleares do sangue periférico correlaciona-se
com sua expressdo intra-enxerto. Adicionalmente, encontrou-se
elevada acuracia diagnostica para o evento rejeicio aguda pela
analise das quantificagdes desses genes, espacialmente nas analises
combinadas.”

As andlises em urina foram inicialmente realizadas por Li e

colaboradores, que avaliaram quantificagbes mRNA dos genes
da Perforina e Granzima B extraido de células do sedimento

urinario, correlacionando-as as quantificagdes obtidas a partir do
tecido obtido por bidpsias renais, novamente utilizando a técnica
de PCR competitiva. Os autores encontraram que niveis elevados
dos transcritos desses genes na urina foram capazes de diferenciar
pacientes normais de pacientes com rejeicdo aguda, propiciando
assim esse diagndstico de forma néo invasiva.* Posteriormente, em
trabalho oriundo do mesmo grupo, Muthukumar e colaboradores,
também avaliando o mRNA extraido de células do sedimento
urindrio, dessa vez pela técnica de RT-PCR, demonstraram elevada
expressao do gene Forkhead Box 3 (FOXP3), e foram capazes de
distinguir pacientes com rejeicdo aguda de pacientes com doenca
cronica do enxerto renal e de bidpsias normais. Interessantemente
nesse estudo, a anélise dos niveis de mRNA de FOXP3 foi capaz de
identificar os pacientes em risco de perda de enxerto nos seis meses
posteriores ao episddio de rejeicdo aguda.®

Mais recentemente, Renesto e colaboradores descreveram a
utilizagdo de uma molécula especificamente expressa em células
Thl diferenciadas chamada TIM3 como marcadora de rejei¢io
aguda a partir do RNA extraido de células do sedimento urinario.
Niveis elevados de TIM3 foram encontrados em pacientes com
RA, comparados a outras condi¢des clinicas, mais uma vez
sugerindo o uso dessa metodologia como uma ferramenta nio
invasiva promissora para avaliacio das disfun¢des de enxertos
renais.31 Essa mesma molécula foi estudada de forma pareada em
tecido, células do sedimento urinario e do sangue periférico por
Manfro e colaboradores em pacientes com DGF e com disfun¢io
aguda de enxertos renais. Nos casos de DGF, a avaliacdo dos
pardmetros diagnosticos para RA apresentou acuracia de 100%
nos dois compartimentos periféricos na diferenciacdo de necrose
tubular aguda (NTA). Nos casos de disfun¢do aguda do enxerto, as
acuracias ficaram em torno de 90% na diferenciagéo entre rejei¢ao
aguda, nefrotoxicidade por inibidores de calcineurina, IFTA e rins
normais.”

Aquino-Dias e colaboradores analisaram moléculas de ataque
citolitico como a Perforina, Granzima B, Fas-ligante e uma
serpina proteinase - PI-9 além do gene de células T-regulatdrias
- FOXP3. Esse estudo avaliou a utilidade dessa metodologia nao
invasiva em pacientes acometidos por DGF e disfun¢do aguda
do enxerto. Os resultados evidenciaram expressdo aumentada
dessas moléculas nos grupos de pacientes com rejeicdo aguda e
no grupo com rejeiao aguda superposta a NTA, diferenciando-
as de pacientes com NTA pura nefrotoxicidade por IC, IFTA e
pacientes com bidpsias protocolares normais. Como pacientes em
DGF néo tém atualmente um marcador néo invasivo acurado de
rejeicdo aguda, essa abordagem, se adequadamente confirmada em
estudos longitudinais, serd de grande utilidade clinica.”® Na figura
4, ¢ mostrado o grafico de ampliacdo do mRNA e as quantificagdes
para o gene da Perforina em uma porgao dos pacientes arrolados
nesse ultimo estudo descrito.

Figura 4 - Comparagio das tecnologias de microarranjos e PCR em tempo real identificando seus pontos fortes e fracos
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Interessantemente, os estudos de marcadores moleculares
demonstram que, nas duas condigdes RA e RASC, ocorre expressao
aumentada dos mesmos genes relacionados ao ataque citolitico, sendo
que na RA, esses mRNAs estdo presentes em maior quantidade.®

Relatos preliminares de dois grandes consorcios internacionais,
o Immune Tolerance Network (ITN) e Indexes of Tolerance
(IOT) da Unido Europeia evidenciaram observagdes similares em
relacdo a hiperexpressio de genes de células B em pacientes que
desenvolveram tolerancia, comparados com pacientes sob regime
convencional de imunossupressdo.”*® Na mesma direcéo, a baixa
expressio de mRNA do marcador CD20 de células B foi observada
em enxertos que perderam fun¢do como consequéncia de rejei¢do
por células T ou mediada por anticorpos, se comparadas aos
individuos/enxertos que tiveram um curso favoravel.*

Dentre candidatos a potenciais marcadores, estudos recentes tém
sugeridoaavaliagio deumsubgrupode células T regulatorias (Tregs)
chamado FoxP3 em nivel protéico e transcripcional diretamente
do enxerto e sua correlagdo com outros compartimentos como
sangue periférico e urina. Estudos como o de Bestard et al.,*
demonstraram que sob baixas condigées inflamatérias, as Tregs
parecem ter impacto favordvel, exercendo papel regulatorio nos
infiltrados mononucleares intra-enxerto. Reciprocamente, quando
a rejeicdo esta se estabelecendo e, por conseguinte um importante
processo inflamatério instaura-se no enxerto, esse subgrupo de
células T so seria capaz de contrabalangar as fungdes efetoras
destrutivas das células T citotoxicas ao invés de desempenhar uma
fungao preventiva ou pro-tolerogénica.*

Nas rejeicdes mediadas por anticorpos (RMA) parece haver menos
componentes regulatorios (Tregs e células B) do que em rejeicdes
mediadas por células T. Em estudo de Viklicky et al, pacientes que
perderam o enxerto apés RMA apresentaram uma auséncia ainda
maior de regulacéo (baixa expressdo de FoxP3, RANTES, TGF-B1
e CD20). O melhor preditor de perda de enxerto dentro de 12 meses
foi definido por baixa expressdo de TGF-B1 e CD20.*

Avaliando fibrose tubulointersticial, Anglicheau e colaboradores
avaliaram os niveis de mRNA de diversas moléculas na urina de
pacientes com diagndstico histoldgico de fibrose e de pacientes com
bidpsias normais. Um modelo composto pelos niveis de mRNA de
quatro genes (vimentina, NKCC2, E-Caderina e 18S ribossomal)
obteve 77% de sensibilidade e 87% de especificidade no diagndstico
de fibrose, reforcando a ideia da utilizacdo dessa técnica como
ferramenta diagnostica ndo invasiva das agressoes ao enxerto renal.**

Esses dados sugerem que a falta de uma contra-regulagdo adequada
possa ser um elemento chave na patogénese de RMAs severas que
resultam em perda do enxerto.*

Microarranjos (Microarrays)

Autilizagdo de microarranjosde DNA nabuscadaidentificacdo deuma
“assinatura molecular” para gerar perfis quantitativos de expressdo
de mRNA, permitindo a mensuragdo detalhada da expressdo génica
em escala global tem sido amplamente empregada na investigacdo do
complexo processo imunolégico que sucede o transplante renal desde
2001.* O principal objetivo desses estudos é definir um grupo de genes
de relevancia diagndstica que possa posteriormente ser utilizado como
biomarcador através da técnica de PCR quantitativo.

A técnica de microarranjos de DNA foi mais recentemente utilizada
em estudos com pacientes transplantados. Estudos utilizando
essa tecnologia para estabelecer perfis de expressio de mRNA
identificaram que a rejei¢do aguda esta associada a importantes
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perturbagdes na expressio de multiplos genes, incluindo aqueles
envolvidos no ciclo celular, metabolismo e imunidade.”> No estudo
pioneiro de Sarwal e colaboradores, demonstrou-se que esses testes
moleculares poderiam evidenciar um painel de genes relacionados
a resposta imunoldgica contra o enxerto. Nesse estudo, bidpsias de
pacientes com rejeigdo aguda que eram indistinguiveis por analise
histolégica convencional revelaram diferengas na expressao génica
associada a diferengas de componente imunoldgico e celular e
curso clinico. Foram encontrados também aglomerados de células
B em bidpsias associadas com rejeicdo severa de enxerto, o que
sugere um papel relevante das células B na rejeigao aguda.*®

Flechner e colaboradores publicaram o primeiro estudo utilizando
essa metodologia em RNA, obtido de células mononucleares do
sangue periférico, obtidas concomitante as amostras de bidpsia.
Seus resultados evidenciaram uma assinatura transcripcional capaz
de diferenciar RA, disfungdo aguda sem rejeigdo e transplantes com
funcio estavel sem histdrico de rejeicdo. Uma peculiaridade desse
estudo foi demonstrar que mesmo que essa assinatura molecular
em sangue periférico tenha sido capaz de distinguir entre RA e
pacientes com fungio estavel, os padrdes de expressdo génica foram
muito diferentes dos padrées expressos no tecido.”

Brouard e colaboradores avaliaram a utilizagdo da monitorizagio
molecular como ferramenta nio invasiva de tolerancia operacional
em pacientes transplantados renais. Esse estudo teve como objetivo
a identificacdo de biomarcadores de tolerancia operacional em
sangue periférico, com intuito de utiliza-los para determinacéo da
frequéncia desse estado em pacientes com funcéo renal estavel na
presenca de imunossupressores. Em um primeiro momento, foram
segregados 49 genes relacionados a tolerdncia e posteriormente
analisados por microarranjos e PCR em tempo real, e 33 deles
conseguiram diferenciar os fendtipos de tolerincia e rejei¢do
cronica com alta especificidade e sensibilidade. A assinatura
genética demonstrada sugeriu um padréo de redugdo de sinalizagao
coestimulatoria, quiescéncia imunolédgica, apoptose e respostas
de células T de memoria. Identificou-se no sangue periférico de
transplantados renais um grupo de genes associados a tolerdncia
operacional que pode vir a ser 1til como ferramenta néo invasiva
para guiar a administracdo de medicagdo imunossupressora.”

Posteriormente, Reeve e colaboradores compararam a abordagem
molecular com a histopatoldgica para o diagnostico da rejei¢ao
aguda de transplantes renais. Esse estudo sugere que a abordagem
molecular é mais fidedigna em representar o estado de agressio
imunolégica ao enxerto, uma vez que o diagnostico histopatoldgico
tem bases empiricas e observacionais (tratamento-dependente),
sem um background explicativo da biologia mecanicista
responsavel pelo dano acarretado ao enxerto. Portanto, de acordo
com os autores, as discordincias entre as técnicas sao esperadas e a
metodologia molecular é mais poderosa e acurada para a avaliagao
do estado imune do paciente. A significancia desses resultados no
contexto da monitorizacdo de pacientes submetidos a transplante
renal pode explicar a falha de mais de uma década de trabalhos que
analisaram em células do sangue periférico a ativagdo de antigenos
baseada nos achados em bidpsias de enxertos com rejeicdo e
outros modelos imunes. E possivel que o perfil de expressio génica
dos linfocitos do sangue periférico represente a adequagio da
imunossupressdo, de tal forma que em pacientes que venham a
rejeitar, reflitam a imunossupressdo insuficiente, comparados com
pacientes transplantados com funcéo renal estdvel sem mecanismos
operantes de agressdo aloimune.*

Na metodologia dos microarranjos, o fato de se demonstrar que os
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transcritos ocorrem de maneira coordenada sugere que um limitado
numero de transcritos de genes seja necessario para a classificagdo
de rejeicdo versus ndo rejeicdo. Por fim, um fato muito importante
a ser considerado ao se desenhar uma ferramenta ndo invasiva
para monitorizagdo do enxerto é sua aplicabilidade. Atualmente, as
andlises por microarranjos ainda sio muito onerosas, demoradas
e sua avaliacdo estatistica costuma ser muito mais complexa e de
dificil resolugdo para utilizagdo na rotina clinica, onde a analise de
alguns genes de interesse por PCR em tempo real parece ser uma
abordagem mais vidvel e recomend4vel”” E importante mencionar
que a reprodutibilidade de genes diferencialmente expressos pode ser
afetada por vérios fatores como a metodologia, diferencas inerentes
entre os individuos e populagdes e a escolha de limiares, faltando ainda
uma padronizagao e reprodutibilidade intra e inter laboratérios.*

MicroRNAs

Outro importante avan¢o na biologia celular foi a descoberta
dos microRNAs (miRNAs); o primeiro, lin-4, foi identificado em
1993 por Lee e colaboradores, através de um estudo genético em
nematddeos Caenorhabditis elegans, onde foi observada a capacidade
de um miRNA alterar a expressdo de determinado gene (lin-14).7**
Quase uma década depois, no ano de 2000, um segundo miRNA
(let-7) foi descoberto, e com ele foi vista outra caracteristica relevante
dos miRNAs: a conservagio deles através das espécies.”

Aligagdo desses micros fragmentos de RNA com 0 RNA mensageiro
(mRNA) e sua conservagdo através das espécies atraiu a atengdo de
pesquisadores, expandindo a pesquisa nessa drea.***° Atualmente,
centenas ja foram clonados e previstos pela bioinformatica. Estima-
se que o genoma humano contém em torno de 800-1000 miRNAs,
sendo parte comum aos primatas.™

MicroRNAs sdo codificados por genes especificos, expressos
no nucleo e submetidos a varias etapas de processamento até
atingir sua forma madura, que varia de 19 a 25 nucleotideos. A
parte funcional é incorporada ao complexo silenciador induzido
por RNA (RISC), composto por multiplas proteinas que guiam a
magquinaria silenciadora para 0 RNA mensageiro alvo, inibindo a
tradugdo ou promovendo sua degradagio.”

Atualmente, persiste uma lacuna no conhecimento dos mecanismos
que fazem um miRNA escolher silenciar ou degradar seus alvos,
visto que comprovadamente, um unico miRNA pode inibir varios
mRNA e a expressio de um tnico mRNA pode ser regulada por
varios miRNAs distintos que atuam em conjunto.”** Os miRNAs
regulam seus genes alvos através de dois mecanismos: por
repressdo translacional ou por degradacdo do RNA mensageiro.
Estima-se que pelo menos metade dos mRNAs expressos podem
ser regulados por miRNAs.**

Esses pequenos fragmentos de RNA demonstram ter controle
de processos como desenvolvimento, proliferacdo celular,
diferenciagdo, apoptose, metabolismo e oncogénese. Apesar de se
saber pouco sobre o processo de regulacdo dos miRNAs, sabe-se
que a desregulacdo desses pode levar a perturbagdo e supressio
de genes que operam na sinalizagdo de cascatas intracelulares,
levando a condi¢des de doenca ou de sua progressio.”*

Diferentes estudos sugerem que os miRNAs participam ativamente
da regulagdo e do desenvolvimento de células imunes.”*

Ja foram identificados miRNAs especificos que apresentam significativo
impacto na diferenciacio de células B e T e no processo celular necessario
para a imunidade inata e adaptativa, incluindo inflamagao, sinalizacio
via TCRe receptores de células “toll-like” (TLR), produgio de citocinas,
da fungdo celular das células Treg e apresentagio de antigenos.*
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No transplante renal, uma questdo critica e ndo resolvida é a base
mecanica para as principais perturbacdes na expressio génica
durante um episddio de rejei¢do. Em um estudo, Sui e colaboradores
compararam niveis de expressio de miRNAs em bidpsias de pacientes
submetidos a transplante renal que desenvolveram quadro de
rejeicdo aguda e amostras de rins normais para averiguar a existéncia
de relacdo entre miRNAs e rejei¢do aguda. O estudo identificou 71
miRNAs e desses, 20 miRNAs possuiam expressdo diferenciada,
sendo que 12 tinham seus niveis diminuidos e oito aumentados,
quando comparados a pacientes com funcéo renal normal.”

Em seguida, Anglicheau e colaboradores investigaram a associagao
de rejeicdo aguda com alteracdes significativas na expressio de
miRNAs em tecido de enxertos renais e observaram se esses
padrdes de expressdo intraenxerto de miRNAs seriam suficientes
para diagnosticar rejeicdo aguda e predizer a funcdo renal. Como
resultado, encontrou-se que determinados miRNAs (miR-142-5p,
miR-155 e miR-223) que estdo hiperexpressos em bidpsias com RA
estdo também presentes em altos niveis em células mononucleares
do sangue periférico em comparagio com os miRNAs hipoexpressos
(miR-30a-3p, miR-10b ou let-7c) em bi6psias sem RA. Outro achado
importante desse estudo foi que dos 53 miRNAs diferencialmente
expressos entre bidpsias de RA e normais, 43 encontravam-se
hipoexpressos e somente 10 estavam hiperexpressos.*

Shan e colaboradores revisaram o papel dos miRNAs nas células
do sistema imune, com o objetivo de encontrar potenciais
biomarcadores para transplantes de o6rgdos solidos. Foram
evidenciados marcadores imunolégicos como o miR-18la que
estd relacionado com a modulagdo da sensibilidade de células T
através da alteragdo do sinal do TCR, assim, é possivel supor que
a diminui¢do da expressio do miR-181a conduziria a redugio da
sinalizacdo dos TCR e da atividade das células T ao aloantigeno.
Outro marcador citado nesta revisio é o miR-142-3p, que estd
relacionado com a fungdo das células Treg, tendo sua expressao
regulada direta ou indiretamente pelo gene FOXP3, que quando
a reprime, conduz um aumento na producdo de AMP ciclico,
transferindo-o para células TCD4+ convencionais causando
supressdo das Tregs.*

Um terceiro marcador citado por Shan e que foi bastante enfatizado
é 0 miR-155, que esta relacionado com varias partes do sistema
imune. Esse miRNA estd envolvido com a fun¢do das células
dendriticas, apresenta um efeito anti-inflamatdrio, participa da
resposta das células T e estd caracterizado como regulador de
resposta de células B.*

Em concordancia com o estudo citado, outro autor, Barnejee
e colaboradores encontraram evidéncias de que o miR-155 é capaz
de inibir a expressdo do sinalizador do receptor de interferon-y
(IFN-yRa), sugerindo que esse miRNA pode servir como um
regulador rapido e reversivel para células que estao submetidas
a diferenciagio antes da estabilizagio do gene, influenciando
diretamente a diferenciagdo de células TCD4+ e contribuindo para
a diferenciacdo das células T helper tipol.”

Visto o potencial dos miRNAs, pesquisadores tém procurado nio
s6 marcadores intra-enxerto, mas também o reflexo deles em células
do sangue periférico e urina. Lorenzen e colaboradores testaram
a hipdtese que miRNAs encontrados no sedimento urinario de
pacientes com rejeigdo aguda e outras alteracdes poderiam ndo s6
servir como marcadores, mas também como preditores da sobrevida
do enxerto. Foram testados 81 pacientes, para os miR-10a, miR-
10b e miR-210 detectados na urina, encontrando-se resultados
significativos, principalmente para o miR-210 que, entre outras



caracteristicas, esta diminuido em pacientes transplantados renais
com rejeicio aguda, além de ser capaz de prever o declinio do indice
de filtracdo glomerular, um anos apds o transplante. Postula-se
assim que o miR-210 seja um potencial marcador para rejeigao
renal aguda e preditor da fun¢do do enxerto em longo prazo.*®

Micro-RNAs estdo profundamente envolvidos com eventos que
determinam rejeigdo, tolerdncia e manutengio da homeostase,
além dos padroes de expressio de miRNA e dos seus niveis estarem
altamente relacionados com a diferenciagdo de linfocitos e sua
ativagdo. A expressdo génica de alguns miRNAs pode representar
o comportamento fisioldgico apds um transplante, detectando
precocemente alteragbes que indiquem rejeicdo ou desvios no
comportamendo celular.

Perspectivas no uso dos testes moleculares em transplante renal

Existe a expectativa de que os microarranjos venham a
desempenhar papel crucial no transplante de érgaos em assuntos
relacionados a identificacdo de mecanismos moleculares de
rejeigdo aguda, injlria cronica, efeito de toxicidade das drogas
imunossupressoras e tolerincia. E também esperado que eles

1673

ajudem a identificar novos alvos de drogas para um tratamento
com imunossupressores pds-transplante mais personalizado.
Mais importante, espera-se que os microarranjos ajudem a definir
biomarcadores para uso ndo invasivo e para o diagnéstico clinico
de rejei¢ao e de tolerancia. Na abordagem clinica, existem duas
razdes principais para que se utilize um niimero pequeno de genes
para monitoramento clinico por RT-PCR. A primeira é o custo;
a RT-PCR ¢ consideravelmente menos onerosa para testar um
numero restrito de genes, podendo ser realizada rapidamente e
na maior parte dos laboratdrios. Os microarranjos, que utilizam
tecnologia mais cara sdo Uteis para testar multiplos genes, em geral
centenas. A segunda diz respeito a analise dos resultados com as
duas metodologias. Os microarranjos sio complexos e requerem
muito tempo e pessoal altamente treinado para sua interpretacio,
ao passo que os dados provenientes da RT-PCR sdo de analise
consideravelmente mais simples e rdpida. Adicionalmente, a RT-
PCR ¢ mais sensivel em detectar pequenas mudancas na expressao
génica. A comparagdo das tecnologias de microarranjos e PCR em
tempo real identificando seus pontos fortes e fracos foi proposta
por Kahtri e colaboradores e estd apresentada na figura 5.%

Figura 5. Comparagdo das tecnologias de Microarranjos e PCR em Tempo Real

Microarranjos

PCR em Tempo Real

- Custo efetivo no rastreamento de milhares de genes.
Muito dispendioso para rastreamento de apenas dezenas de
genes

- Custo efetivo em testar no maximo algumas dezenas de genes.
Cara e consome tempo para testar centenas de genes

- Tecnologia relativamente nova e requer expertise na analise
dos dados

- Jxlpé]ise de dados simplificada e de facil aplicabilidade na rotina
clinica

- Baixa sensibilidade devido a nio detec¢ao de transcritos pouco
abundantes na amostra.

- Alta sensibilidade permite a detecgdo de transcritos pouco
abundantes em uma amostra.

- Baixa especificidade por hibridizagdo cruzada, erros no
desenho das sondas.
Limitada na deteccao de splice-alternativos.

- Alta especificidade; possibilidade de desenhar primers para
identificagdo de transcritos splice-variantes

Embora o potencial impacto clinico das assinaturas de expressio
génica que podem predizer a RA e monitorar a imunossupressao
seja claro, as possiveis contribuicdes para entendimento da
biologia do transplante também sio importantes consideragoes.
Por conseguinte, o objetivo maximo da assinatura da expressdo
génica ¢ identificar genes especificos e associd-los a rotas de
mecanismos celulares mediadores de rejeigdo, lesdo e reparo
tecidual, imunossupressio e tolerdncia. Com o conhecimento dos
mecanismos de agdo é possivel que se desenvolvam novas drogas
e abordagens mais eficazes que permitam a monitorizaio segura
do curso clinico e de eventuais estados de tolerancia ao enxerto.*

O desenvolvimento de técnicas moleculares capazes de fornecer
um painel da atividade imunoldgica responsavel pela agressao
ao enxerto de forma ndo invasiva sugere a possibilidade futura
da otimizagdo e individualizacdo do tratamento com drogas
imunossupressoras.

Situagdes clinicas nas quais a monitorizagio dos processos nocivos

ao enxerto é feita por bidpsias, como a DGF, RASC, IFTA, entre
outras, poderdo vir a ser diagnosticadas por métodos moleculares
ndo invasivos.

No entanto, existem diversas premissas a serem cumpridas
para que os testes moleculares possam alcangar a arena clinica.
Especificamente, os testes deverdo: [1] ser avaliados em diferentes
coortes de pacientes; [2] ser avaliados em séries de pacientes
consecutivos com multiplas patologias para permitir a verdadeira
determinagdo de seus parametros diagnosticos; [3] ser reproduzidos
por grupos independentes; [4] ser avaliados longitudinalmente para
determinar a habilidade de um dado ensaio de detectar processos
patoldgicos precocemente e tardiamente pds-transplante, assim
como avaliar seu comportamento em condigbes intervenientes; [5]
demonstrar que o teste candidato retorna aos valores basais com
terapia efetiva. Além de satisfazer esses critérios basicos, um teste util
também deve ser capaz de detectar niveis sub-clinicos de agressao
para que a intervengao precoce seja uma opgdo potencial.”

JBT J Bras Transpl. 2012;15:1651-1690
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ABSTRACT

Kidney transplantation is the treatment of choice for many end-stage kidney disease patients. Acute rejection remains a significant
complication, and the graft biopsy is still the gold diagnostic standard. As it is invasive and potentially harmful, there are searches
for new markers to diagnose such condition. Non-invasive diagnostic tools have several advantages mainly including possibility of
frequent and sequential use to easily assess the immune status of the receptor. This review presents the methods and advantages of
the molecular approaches currently used in researching kidney transplantation, real time polymerase chain reaction, DNA micro-
arrays, and more recently, micro-RNAs analyzes. It is expected that microarrays and micro-RNAs may attain a crucial role to the
organ transplantation in matters related to the identification of molecular mechanisms of acute rejection, chronic injury, effect of
immunosuppressive drug toxicity and tolerance. The development of molecular techniques capable of noninvasively provide a panel
for the immunological activity mediating injury to the graft suggests possibility of optimization and individualization of the immu-
nosuppressive therapy. For this review, we used searching tools on international databases (PubMed, Web of Knowledge) through the
descriptors “Kidney transplantation”, “Graft Rejection” and “Diagnostic Techniques and Procedures”. We selected only studies from

indexed journals and referred to studies of major clinical or historical importance in the area.

Keywords: Kidney Transplantation; Graft Rejection; Diagnostic Techniques and Procedures.
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FATORES DE INTERFERENCIA NO PROCESSO DE DOAGAO DE ORGAOS E TECIDOS:
REVISAO DA LITERATURA
Interference factors in process and tissue donation of organs: review of literature

Livia Diederichsen de Brito', Rita Gomes Prieb?

RESUMO

O transplante de 6rgdos e tecidos é uma pratica frequente na rotina médica. Para a doag@o, € necessario apenas o consentimento da
familia. Todavia, no processo, alguns entraves diminuem o nimero de doacdes. Objetivos: Através da revisdo da literatura, objetivou-
-se identificar quais os fatores que interferem no consentimento de familiares de potenciais doadores falecidos apds constatagdo de
morte encefalica no processo de doagdo de orgdos e tecidos. Além disso, procurou-se identificar quais as condi¢des consideradas
adequadas para abordagem aos familiares dos potenciais doadores e avaliar o efeito da comunica¢do da ma noticia no consentimento
da doagdo de o6rgdos e tecidos. Método: Revisdo da literatura, utilizando a base de dados OvidMedline, empregando as seguintes
palavras-chave: “organ” ou “tissue” e “don*” ou “consent”, no periodo de junho de 2008 a maio de 2012. A busca limitou-se a arti-
gos publicados em lingua portuguesa e inglesa e que incluiam seres humanos adultos. Resultados e Discuss@o: Os fatores de recusa
no consentimento mais citados sdo: dificuldade de compreensdo do diagndstico de morte encefélica, desconhecimento do desejo do
falecido sobre a doagdo dos 6rgdos, necessidade da familia de preservar a integridade do corpo do falecido, divergéncia de opinides
entre familiares a respeito da doagéo, tempo escasso para a tomada de decis@o de doar e falha na comunicagdo entre o profissional ¢ a
familia. O local ndo se configura como um fator de interferéncia, sendo somente destacada a importancia da realizagdo da entrevista
em local privativo. Conclusdo: O transplante de 6rgdos vem se firmando como pratica que da esperanca de nova condi¢do de vida para
milhares de pessoas que apresentam disfun¢des diversas. Entretanto, para que isso ocorra, ¢ importante que a captacdo de 6rgdos
seja efetiva. Diversos fatores sdo apontados como de possivel recusa como os supracitados. Sendo assim, para aumentar o indice de
doacgdes ¢ importante que uma equipe de profissionais habilitados seja capacitada e ofere¢a ndo s6 um espago de continéncia, mas
também de acolhimento a familia abordada. Além disso, a comunicacgdo entre os membros da equipe ¢ os familiares deve ser eficaz,
favorecendo assim a intenc¢do da doacéo.

Descritores: Comunicagio; Doagio de Orgio, Relagdes Profissional-Familia

INTRODUCAO

O processo de doagdo de o6rgdos e tecidos, como o proprio
nome sugere, ¢ um processo que se inicia com a identificacdo e
manutenc¢do do paciente diagnosticado com morte encefalica e
¢ concluido com a efetivagdo do transplante.!

A doagdo de orgdos pode ser feita entre doadores vivos,
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denominada doagdo intervivos ou através da doagdo de um
paciente clinicamente morto para um receptor, designada de
“doagdo de doador falecido”. A doagdo de doador falecido ¢
a mais frequente nos processos de transplante, mas a doagdo
intervivos, de acordo com a literatura, € uma pratica habitual
e que deveria ser vista como uma forma complementar
do programa de doagdo de doador falecido.? A doagdo de
doador falecido somente ¢ realizada ap6s a confirmacdo da
morte encefélica.’> De acordo com a Associagdo Brasileira de
Transplantes de Orgdos,’ morte encefélica caracteriza-se pela
irreversibilidade de todas as fungdes do cérebro, progredindo
assim para o obito.

Conforme determina o Ministério da Satde, para ser um doador
ndo ¢ preciso documento de comprovacdo do desejo da parte
do paciente, sendo necessario apenas que a familia do doador
autorize a doagdo.*



No Brasil, assim como em outras partes do mundo, a taxa de
recusa no consentimento por parte das familias ¢ bastante
elevada e pode chegar a mais de 50%.*¢ Uma das razdes
atribuidas a caréncia na doagdo de 6rgdos e tecidos apontados
pela literatura ¢ a falha na comunicagdo entre os profissionais
da safide e a familia do doador.’

A intervengdo psicologica no dmbito hospitalar ¢ bastante ampla,
podendo atuar diretamente com o paciente e também como parte
de uma equipe multidisciplinar especializada no atendimento
de clientelas especificas como, por exemplo, os familiares dos
pacientes internados em uma unidade de terapia intensiva.®

Tendo em vista a importancia do assunto e a participagdo do
profissional psicologo, como parte da equipe capacitada para a
comunicacdo entre profissionais de satide e os familiares sobre
uma possivel doacdo de 6rgdos, propds-se esta revisdo, que
abordard as possiveis razdes de recusa por parte dos familiares
para a doacdo de 6rgdos de um paciente com diagndstico de
morte encefalica.

OBJETIVO

Identificar, através de dados publicados na literatura, os fatores
que interferem no consentimento dos familiares de potenciais
doadores falecidos, apos a constatagdo de morte encefalica no
processo de doagdo de o6rgdos e tecidos. Além disso, procurou-
se identificar as condi¢des consideradas adequadas para a
abordagem dos familiares de potenciais doadores e avaliar
o efeito da comunicagdo da ma noticia no consentimento da
doagdo de orgdos e tecidos.

METODO

Para a revisdo, realizou-se uma busca na base de dados
OvidMedline, utilizando os metadados “organ” ou “tissue” e
“don*” ou “consent”. A busca limitou-se a artigos publicados
em lingua portuguesa e inglesa e que inclufam seres humanos,
no periodo entre junho de 2008 e maio de 2012, que estivessem
disponiveis de forma completa e gratuita na rede mundial de
computadores. O periodo de quatro anos para a busca foi definido
em razdo de ja haver outro artigo * que abordou, através de uma
revisdo sistemdtica da literatura, o assunto até maio de 2008.

Como critérios de inclusdo, foi utilizada a busca por publica¢des
que abordassem: 1) assuntos relativos ao consentimento e
resultado da solicitacdo da doagdo de orgdos e 2) doagio de
orgaos de individuos adultos.

Como critérios de exclusdo foram considerados: 1) artigos em
que foi relatada recusa na doa¢do por fatores nio modificaveis,
tais como religido, cultura, geografia e etnia; 2) que abordaram
a doacdo de 6rgdos de criancas e adolescentes; 3) estudos que
descreveram avaliagdo neuroldgica incompleta de pacientes
potenciais doadores; e 4) estudos que abordaram somente a
parte clinica do processo de doagdo de 6rgaos e tecidos.

Abuscarevelou um total de 1557 artigos relacionados as palavras
chaves utilizadas. Para a selegdo dos artigos para a reviséo,
consideraram-se inicialmente os titulos, depois os resumos e,
finalmente, o texto completo da publicagéo.

Todos os 1557 titulos foram avaliados, sendo selecionados 509
resumos. Desses, foram selecionados 32 artigos que foram
revisados, alcancando uma sele¢do de 13 artigos, que foram
utilizados para a presente revisao (Figuras 1 e 2).
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Figura 1. Fluxograma da sele¢do dos artigos identificados para o estudo

Artigos identificados pelos termos “organ” ou “tissue” e
“don*” ou “consent” (n=1557)

Artigos excluidos, baseados em titulos nio
relevantes (n= 1048)

Artigos potencialmentge identificados
baseados nos resumos (n= 509)

Artigos excluidos, baseados em resumos nio
relevantes (n=447)

v

Artigos completos potencialmente
identificados (n=32)

Artigos completos excluidos, nio relevantes
(n=19)

Artigos completos selecionados para revisio
(n=13)

Para a construcio da revisdo propriamente dita, foi feita uma
introdugdo contemplando alguns conceitos relacionados ao
assunto e os resultados posteriormente foram descritos para
melhor compreensao.

RESULTADOS

Diversos fatores sdo apontados na literatura como fatores de
interferéncia no consentimento de familiares de potenciais
doadores no processo de doagdo de 6rgaos e tecidos. Os mais
frequentemente apontados sdo:

1. Diagnéstico de morte encefilica

A morte encefalica, como ja referida, é quando ha um cessar
de todas as fun¢des das estruturas neurologicas, sendo definida
através de alguns testes complementares.® Todavia, muitas
vezes ocorre falta de compreensdo por parte da familia sobre
o diagnostico de morte encefalica, uma vez que, a olhos vistos,
0 paciente segue apresentando caracteristicas vitais como
batimento cardiaco e outras, como se ainda estivesse gozando
de vida plena. E descrito que em muitos casos a comunicagao
da morte encefélica ¢ feita de forma inadequada, utilizando
linguagem complexa e de dificil compreensdo."*!!1¢

2.Desconhecimento da vontade expressa do paciente falecido

Outro fator de recusa apontado com frequéncia ¢ quando a
familia desconhece o desejo do paciente em relagdo & doagdo
de orgdos, optando, entdo, por ndo consentir na doagdo.!>!3-16:17

JBT J Bras Transpl. 2012;15:1651-1690



1678

Figura 2. Razées listadas pelos familiares quanto d recusa na doagdo de 6rgaos, que mais apareceram nos artigos revisados.

Achados Principais

Estudo Autores

Inadequagdo de comunicagédo entre equipe de saude e familiares;

A paradigm shift in the approach to families for
organ donation: honoring patients' wishes versus
request for permission in patients with department of
motor vehicles donor designations

Christmas et al, 2008

Diagnoéstico de morte encefalica;

Exploring the pszrchological effects of deceased organ | Merchant et al, 2008
donation on the

amilies of the organ donors

Diagnoéstico de morte encefdlica;

Desconhecimento da vontade expressa do paciente falecido;
Preservagédo da integridade do corpo;

Discordancia de opinides entre familiares;

Inadequagdo de comunicagédo entre equipe de saude e familiares;

A recusa familiar para a doagdo de 6rgaos e tecidos
para transplante

Moraes et al, 2008

Discordéncia de opinides entre familiares;
Tempo para tomada de decisdo;
Inadequagdo de comunicagédo entre equipe de saude e familiares;

Family, patients, and organ and tissue donation: who
decides?

Schirmer et al, 2008

Diagnoéstico de morte encefalica;

Tempo para tomada de decisdo;

Inadequacéo de local para conversa;

Inadequagdo de comunicagédo entre equipe de saude e familiares;

Modifiable factors influencing relatives' decision to
offer organ donation: systematic review

Simpkin et al, 2008

Diagnéstico de morte encefélica;

Desconhecimento da vontade expressa do paciente falecido;
Tempo para tomada de deciséo;

Discordé4ncia de opinides entre familiares;

Inadequagéo de local para conversa;

Barriers to obtaining family consent of potential
organ donors

Brown et al, 2010

Diagndstico de morte encefalica;
Inadequagio de comunicagdo entre equipe de saude e familiares

Estressores vivenciados pelos familiares no processo
de doagao de 6rgaos e tecidos para transplante

Cinque et al, 2010

Diagnéstico de morte encefalica;
Tempo para tomada de deciséo;

Perceived support among families deciding about
organ donation for their loved ones: donor Vs
nondonor next of kin

Jacoby, et al, 2010

Diagnéstico de morte encefélica
Tempo para tomada de deciséo;
Inadequagéo de local para conversa;

Organ donation experiences of family members

Manuel et al, 2010

Desconhecimento da vontade expressa do paciente falecido;
Preservagéo da integridade do corpo;
Inadequagdo de comunicagéo entre equipe de saude e familiares.

Determinants of family consent to tissue donation

Siminoff et al,

Diagnostico de morte encefélica

Desconhecimento da vontade expressa do paciente falecido;
Preservacio da integridade do corpo;

Discordéncia de opinides entre familiares;

Causes of family refusal for organ donation

Ghorbani et al, 2011

Preservagdo da integridade do corpo;

How does the general public view posthumous
organ donation? A meta-synthesis of the qualitative
literature

Newton, 2011

Inadequagdo de comunicagéo entre equipe de saude e familiares.

An exploratory study of relational, persuasive, and
nonverbal communication in requests for tissue
donation

Siminoff et al, 2011

3. Preservacio da integridade do corpo

Alguns autores apontam ainda que a preocupacao da familia em
manter a integridade do corpo do falecido ¢ fator relevante no
consentimento para a doagdo.'>!6-18

4. Discordincia de opinides entre familiares

Outro fator de interferéncia no consentimento para a doagéo
¢ a discordancia de opinido entre os familiares. A literatura
aponta que, quando um membro da familia ndo concorda com
a doacdo, mesmo que os demais estejam de acordo, ¢ comum
que a decisdo seja tomada conforme a opinido de uma minoria,
atitude esta tomada para que ndo haja maiores conflitos entres
os familiares, que ja se mostram emocionalmente fragilizados e
fisicamente esgotados.!>!1316.19

5. Tempo para tomada de decisiao
Alguns artigos destacam que, entre a comunica¢do do

diagnoéstico de morte encefalica e a solicitagdo para a doagdo
dos orgdos e tecidos, os familiares ndo dispdem de tempo
suficiente para que a melhor decisdo possa ser tomada, havendo
assim a negativa no consentimento.>!3151°

6. Inadequacido de comunicacdo entre equipe de satlde e
familiares

Receber a noticia de morte encefalica e dos critérios para a
comprovagdo do diagndstico, de maneira intranquila, no qual
ha o uso de uma linguagem de dificil compreenséo, corrobora
para negativa no consentimento."-%!217.19.20

7. Inadequacio de local para conversa

Por fim, a adequacdo do local onde a abordagem com o familiar
¢ realizada também ¢ apontada como fator relevante para a
tomada de decisdo das familias, sendo destacada em alguns
artigos a importancia de se realizar a abordagem em um local
privado onde ndo haja interrupgdes.”!>!s
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DISCUSSAO

O conceito de trocar um 6rgdo enfermo por um 6rgdo sadio
remonta da antiguidade e ja estava presente em representagdes
de arte medievais. Todavia foi apenas em meados da década
de 1960 que essa pratica foi efetivamente inserida na rotina
médica.”!

O processo de doagdo ¢ definido como um conjunto de agdes
e procedimentos que transformam um potencial doador em
um doador efetivo.'” O processo inicia-se com a identificagao,
avaliacdo e manutengdo do paciente diagnosticado com morte
encefalica e ¢ concluido com a efetivagdo do transplante.
Contudo, o processo completo inclui diversos passos, como o
comunicado da morte a uma central de notificagdo, captagéo
e distribuicdo de oOrgldos; entrevista com os familiares;
consentimento familiar; notificacdo do doador para a central
de notificagdo; captagdo e distribuicdo de orgdos; distribuicdo
dos orgdos e tecidos; selecao dos receptores; existéncia de uma
equipe de transplante; extragdo dos orgdos selecionados e por
fim, a liberagdo do corpo do potencial doador.!

O inicio do processo s0 ocorre apds a comprovagdo da morte
encefalica do paciente, todavia, ele s6 ¢ efetivado apos a
autorizagdo de familiares proximos como conjuges, pais ou
filhos, irmdos.”> A abordagem do(s) familiar(es) é essencial
no processo de doagdo, pois pode culminar com a autorizagdo
ou recusa da doagdo0.?? Duas condigdes sdo apontadas como
prioritdrias para a adequada comunicagdo entre profissionais
de satide e familiares: o local onde ¢ realizada a abordagem e
a forma com que o entrevistador realiza a abordagem sobre o
consentimento da doa¢do. Com relac¢do ao local, no ambito da
psicologia denominamos de “setting”. No ambiente hospitalar,
deparamo-nos com alguns desajustamentos do “setting”, tais
como a falta de privacidade e interrupgdes, além de situagdes
de barulhos e tempo restrito.>

Em relagdo a comunicagdo entre profissional e familia, a
forma com que o entrevistador realiza a abordagem sobre o
consentimento da doagdo pode interferir nesse consentimento;
sendo assim, o entrevistador deve assumir uma postura
adequada, sendo cordial e compreensivo.>* Tal fator tende a
favorecer o vinculo de confianga do familiar para com a equipe
e, consequentemente, ha uma neutralizagdo da resisténcia no
consentimento por parte da familia.?6 Mesmo em casos em
que a decisdo recaia na recusa, essa deve ser respeitada. O
clima confortével para que o familiar tome sua decisdo faz-se
necessario, para que sentimentos de coagdo e culpas ndo tomem
conta desses, reforgando a dor da perda que envolve a noticia do
falecimento.’

Em diversos paises, a doacao de 6rgaos ¢ compulsoria. Entretanto,
em muitos paises delega-se aos familiares a decisdo sobre a
doagdo.” Para tanto, os familiares mais proximos, conforme citado
anteriormente, sdo chamados e submetidos a uma entrevista,
sendo esse um passo importante no processo de doagdo,”> bem
como a forma com que ela ¢ conduzida, ja que o consentimento
familiar é a chave principal para a efetivacdo da doaggo. A familia
¢ o elemento primordial no processo e deve receber assisténcia,
antes e depois da notificagdo da morte encefélica do seu familiar.!
Essa assisténcia prestada ndo deve ser longa e a equipe deve estar
atenta aos primeiros sinais de sofrimento apos a notificacdo da
morte, para oferecer ajuda psicologica e auxiliar na tomada de
decisdo da familia diante da doa¢do.?
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Sendo a comunicagdo uma habilidade vital para o
desenvolvimento do ser humano, na literatura sdo citadas
algumas técnicas para transmissdo de uma ma noticia que
incluem: a escolha e prepara¢do do local onde a noticia sera
dada; a noticia devera ser dada de maneira clara e sem
eufemismos; todos os questionamentos devem ser respondidos
e deve ser oferecido ao familiar um acolhimento.?’

Alguns autores apontam que, quando a abordagem ¢ realizada
de maneira impropria ! ou quando o entrevistador ndo possui
uma postura adequada durante a abordagem,’” aumenta a
possibilidade da recusa no consentimento por parte da familia.
Sendo assim, uma simples modificacdo na abordagem que ¢
realizada com os familiares, atendendo suas demandas psiquicas,
podera aumentar as chances de aceitagéo da doag¢do.*? Portanto,
promover treinamento aos profissionais que realizam este tipo
de abordagem, reforcando sua habilidade empatica,” a fim de
estabelecer uma relacdo de confianga entre o profissional e a
familia, respeitando a autonomia desta,” ¢ indicado como um
fator que favorece a aceitagdo da doagéo.

Entretanto, nos artigos analisados, somente ¢ destacada a
importancia de realizar a comunicagdo em um local privado,*!*!5
sendo esse fator positivo no processo de doacao. Todavia, os artigos
ndo ressaltam qual seria a forma de estruturacdo deste “setting”
para que essa abordagem aproxime-se de um possivel ideal.

O processo de doacdo de orgdos € longo e causa intenso
sofrimento e desgaste aos familiares.! A falta de tempo para
discussdo ¢ reflexdo sobre a doagdo entre as familiares do
paciente ¢ apontado ' como um fator negativo do processo e
um dos motivos de recusa no consentimento. Logo, oferecer
tempo suficiente para que a familia possa decidir sobre a
doagdo é importante, tanto para que a familia possa estruturar-
se internamente, quanto para que a tomada da decisdo seja
realizada de maneira consciente.’

De acordo com a lei brasileira 9.434/1997,® nos casos de
captacdo de oOrgdos para doagdo, a familia deve receber o
corpo do falecido devidamente recuperado, de modo a alcangar
tanto quanto possivel seu aspecto anterior."'? Entretanto, essa
¢ uma preocupagdo apontada por familiares de doadores que
se mostram preocupados em preservar a integridade do corpo
apos o 0bito.'*!® Desta forma, a recusa ¢é justificada pelo desejo
da familia de ndo mutilar e desfigurar o corpo de seu parente,"’
decisdo essa que deve ser respeitada pela equipe que realiza a
abordagem.

A morte ainda ¢ um momento traumatico que provoca muito
estresse as familias.! Nas situagdes em que os familiares nio
possuem a mesma opinido sobre o processo de doagdo, esse
momento estressante pode ainda acarretar desacordos de
opinides e até conflitos entre os familiares.'> A fim de minimizar
um maior estresse nessa familia, o familiar favoravel pela
doagdo, opta por concordar com o ndo consentimento evitando
assim conflitos maiores entre os demais familiares.

O advento da doacdo de 6rgdos e, consequentemente, a aceitagao
dela, no entanto, inevitavelmente aborda a tematica a respeito da
morte,® que sempre foi um tema considerado tabu para a espécie
humana e ainda hoje vivemos numa sociedade em que pouco se
discute sobre ela.”

Portanto, oferecer a noticia sobre o diagndstico de morte
encefalica, fazendo uso de uma linguagem simples, explicando
os critérios para o diagnostico e oferecendo tempo para a
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tomada da decisdo da familia,"® pode contribuir para a aceitagéo
do consentimento.

Para ser um doador € necessaria apenas a autorizagdo da
familia,* entretanto, ¢ frequente a familia desconhecer o desejo
do paciente a respeito da doagdo de 6rgdo,'>"*'*"” sendo esse
um fator significativo para a negacdo do consentimento. E
importante conhecer a opinido em vida do falecido a respeito
da doagdo, pois no momento em que a familia precisa tomar
uma decisdo, ela tende respeitar o desejo do individuo falecido,
sendo a recusa em alguns casos, o comprometimento com o
desejo do ente, mas em outros casos, a negacdo pode ser uma
forma da familia de amenizar seu proprio sofrimento.'

CONSIDERAGOES FINAIS

O transplante de 6rgdos vem firmando-se como uma pratica que
da esperanga de uma nova condi¢do de vida para milhares de
pessoas que apresentem disfunc¢des diversas. Entretanto, para
que isso ocorra, ¢ importante que a captacdo de 6rgdos seja
efetiva. Para tanto, ¢ necessaria a autorizagdo dos familiares do
paciente, num processo que pode ser doloroso quando somado
ao processo da perda em si dos familiares. Diversos fatores
sdo apontados como de possivel recusa, como os supracitados.
Entretanto, além desses, outro fator de interferéncia no processo
de doacdo de orgdos e tecidos, como o pré-atendimento, ¢é

indicado na literatura. Contudo esse item ndo era contemplado
nos artigos revisados, ndo tendo sido incluido na revisdo. Sendo
assim, para aumentar o indice de doacdo, ¢ importante que
uma equipe de profissionais habilitados seja capacitada e que
essa ofereca ndo s6 um espago de continéncia, mas também de
acolhimento a familia abordada. Além disso, a comunicagdo
entre os membros da equipe e os familiares deve ser eficaz,
favorecendo assim a intenc¢do de doacdo.

A inser¢do do psicologo no ambiente hospitalar tem ocorrido
gradualmente com o passar do tempo. Cada vez mais, o
profissional da psicologia encontra-se inserido em diversas areas
do hospital, fazendo parte de equipes multiprofissionais. Hoje,
ndo s6 o tratamento direto do paciente esta entre as fungdes
do psicdlogo, mas também o acolhimento e acompanhamento
aos familiares de pacientes internados, por exemplo, em uma
unidade de terapia intensiva.

E premente a capacitagdo da equipe de profissionais para realizar
a abordagem, e que haja um ambiente especifico e apropriado
para a realizagdo do didlogo. A criacdo de um protocolo de
entrevista com familiares poderia ser uma alternativa, de modo
a auxiliar os profissionais durante a abordagem da doacgéo.
Além disso, é importante a divulgacdo a respeito da doagdo de
orgdos através de campanhas educativas para fazer a populagio
em geral discutir o assunto no ambito familiar e social.

ABSTRACT

Organ and tissue transplantation is an increasingly common practice in medical routine. In Brazil, to donate the only requirement
is the relatives’ consent. However, the amount of donation is often reduced due to some barriers. Purposes: By a literature review
aimed to identify factors affecting the consent of relatives of the dead body of potential donors after brain death in the process of
organ donation. In addition, we seek to identify what conditions it is appropriate to deal with the families of potential donors and
also to evaluate the effect of bad news on the consent of organ and tissue donation. Methods: The study was conducted through a
literature review using the OvidMedline database using the keywords “organ” or “tissue” and “don*” or “consent”, from June 2008
to May 2012. The search was limited to articles published in Portuguese and English and that included adult humans. Results and
Discussion: The factors to refuse consent most cited were difficulty in understanding the diagnosis of brain death, ignorance of the
deceased’s wishes about organ donation, the family’s desire to preserve the integrity of the body of the deceased, divergence of opi-
nions among the families about the donation, the scarce time for the decision to donate and the failure in communication between
the family and the health care professional. The setting for discussion is not set up as interference factor for donation but it was only
highlighted the importance of conducting the interview in a private location. Conclusion: Organ transplantation is establishing itself
as a practice that gives hope of a new condition of life for thousands of people who have various dysfunctions. However, for this
to occur, it is important that organ harvesting is effective. Several factors are cited as possible refusal as above. For that reason, to
increase the rate of donation, it is important that a team of skilled and qualified professionals is that not only provides a forum for
continence, but also addressed the host family. Furthermore, communication between team members and family members must be
effective, thus favoring the intention of donation.

Keywords: Communication, Organ Donors, Professional-Family Relations.
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SEGURANGA NO USO DE PROBIOTICOS EM PACIENTES IMUNOCOMPROMETIDOS

Safety use of probiotics in immunocompromised patients

Mayra Vieira Unterkircher, Tatiana Teixeira Gomes, Elizabeth Cardoso, Miyoko Nakasato, Lis Proenca Vieira

RESUMO

Apesar dos intimeros beneficios promovidos pelos probiéticos, ha relatos na literatura de infec¢des relacionadas ao seu uso e o
imunocomprometimento pode ser um fator de risco para o seu desenvolvimento. Com o intuito de verificar a seguranca da ingestdo
de probidticos por pacientes imunocomprometidos, realizou-se uma revisdo bibliografica nas bases MEDLINE/PUBMED, SciELO,
Scirus e LILACS, seguida de pesquisa por referéncia cruzada. Foram selecionados 12 artigos, com relato de 21 casos de infecgdes,
especialmente bacteremia e fungemia por probidticos em pacientes com algum tipo de comprometimento imunoldgico. Os efeitos
adversos, quando presentes, ocorrem principalmente em pacientes pds-transplante, apés manipulagdo dentaria, em uso de cateter
venoso central, com alteracdo cardiaca pré-existente e em uso de antibioticos de largo espectro. Desse modo, embora ndo haja
comprovagio efetiva de prejuizos a imunocomprometidos, o uso de probiéticos pode trazer riscos para essa populagdo, de modo que
se recomenda observacio e cautela na sua indicagéo e avalia¢do cuidadosa dos efeitos adversos.
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INTRODUGAO

A palavra probidtico tem sua origem na lingua grega (proviotka),
que significa “para vida” ' e pode ser definido como “um
suplemento alimentar microbiano vivo que afeta beneficamente

o animal hospedeiro, melhorando o equilibrio microbiano”.?

Classifica-se o organismo como sendo probiético quando atende
os seguintes critérios: origem humana; ndo patogénico; resistente
ao processamento na produgdo de alimentos; permanecer viavel
apos contato com suco gastrico e bile; adesdo a célula epitelial
intestinal; capacidade de persistir no trato gastrointestinal e de
influenciar atividade metabdlica local.?

Os microrganismos usados como probiéticos sdo as bactérias
acido-lacticas, bactérias ndo dacido-lacticas e leveduras. Os
mais utilizados para produgdo alimentar sdo do género
Bifidobacterium e Lactobacillus.*® Sio aprovados para
consumo humano pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA): Lactobacillus acidophillus, Lactobacillus
casei shirota, Lactobacillus casei rhamnosus, Lactobacillus
casei  defensis, Lactobacillus paracasei, Lactococcus
lactis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium lactis,
Bifidobacterium longum e Enterococcus faecium.®

Apesar dos intmeros beneficios dos probidticos, muitos
micro-organismos dos géneros Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus, Enterococcus e Bifidobacterium foram isolados
em pacientes, havendo relatos na literatura sobre a ocorréncia de
bacteremia, endocardite, meningite e pneumonia, mostrando
a capacidade de translocagio desses micro-organismos.”®



Algumas bactérias probidticas tém como mecanismo de a¢éo
uma forte adesdo a mucosa intestinal, o que pode aumentar a
translocagdo bacteriana e a viruléncia, tornando-as perigosas.’
Os fatores de risco para o desenvolvimento de infec¢des por
esses microrganismos parecem ser predominantemente o
imunocomprometimento ou em neutropenia prolongada,
como no caso de pacientes transplantados, pacientes com virus
da imunodeficiéncia humana (HIV), com céncer, em uso de
antibioticos, pos-cirurgicos e em uso de radioterapia.'*"?

Como ha relatos na literatura cientifica que um ntmero
expressivo de infecgoes pode estar relacionado aos probidticos,
tem-se questionado sobre a seguranga na indica¢do desse tipo
de produto para pacientes em estado critico, principalmente em
imunocomprometidos.

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi verificar a seguranga da ingestdo
de alimentos contendo probiéticos por pacientes imunocom-
prometidos.

METODOS

Foi realizada ampla revisdo bibliografica sobre a seguranga do
uso de probidticos por pacientes imunocomprometidos.

As fontes de informagdes utilizadas foram os bancos de dados
MEDLINE/PUBMED, SciELO, Scirus e LILACS, independente
da data de publicagio e tipo de estudo. Os descritores
usados foram: Probidtico; Seguranca; Infeccdo; Transplante;
Imunidade; Terapia Imunossupressora; Lactobacillemia;
Bacteremia, limitando-se aos artigos em seres humanos e lingua
em inglés, espanhol e portugués.

Os artigos potencialmente elegiveis foram triados apos leitura
do titulo e resumo daqueles trazidos na busca eletrdnica.
Consideraram-se pertinentes todos os artigos com descrigdo
de alguma infeccdo ou efeito adverso causado por micro-
organismos probidticos relacionados ou ndo ao uso de
suplementos com probidticos e estudos sobre a relevancia dos
micro-organismos probidticos como agentes patogénicos.

Em seguida, foi realizada leitura completa dos artigos
selecionados e pesquisa manual por referéncia cruzada dos
mesmos, possibilitando ainclusdo de novos estudos. O critério de
inclusdo dos artigos obtidos nos bancos de dados e por referéncia
cruzada foi a presenca de eventos adversos causados por micro-
organismos probidticos em pacientes imunocomprometidos.

RESULTADOS

A busca inicial resultou em 1495 artigos nas bases de dados. Desses,
1476 foram descartados por ndo serem compativeis com o tema. A
partir dos 19 artigos selecionados, adicionaram-se 37 encontrados
por referéncia cruzada, totalizando 56 artigos potencialmente
elegiveis, dos quais 12 preencheram os critérios de incluséo (Figura 1).

Infec¢des por micro-organismos probidticos em individuos
imunocomprometidos

Foram identificados 21 casos de infec¢des por micro-
organismos probidticos em pacientes com algum tipo de
imunocomprometimento (Tabela 1). Desses, as principais
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Figura 1. Fluxograma da selegdo dos artigos identificados para o
estudo

N, = 1495

Total de artigos encontrados na busca

1476 artigos ndo P
compativeis com o tema

N, =19

Artigos obtidos

37 artigos encontrados pela
referéncia cruzada

b 4

N, = 46

MNumero de artigos encontrados

l

N.= 12 Artigos com casos
de infecgdo por microorganismos
probidticos (21 casos)

condigdes clinicas foram pds-transplantados “'® (sete casos),
leucemia mieldide aguda '¢'" (cinco casos) e infecgdo por
HIV*202 (trés casos), entre outros.?*?

O evento adverso mais comum foi a bacteremia e febre (sete
casos cada), seguido de fungemia (seis casos), septicemia e
endocartide (ambos com um caso). Os microrganismos isolados
mais comuns foram os Lactobacillus rhamnosus (seis casos),
Saccharomyces cerevisiae (cinco casos), Lactobacillus casei
(trés casos), Lactobacillus paracasei (um caso) e Saccharomyces
boulardii (um caso). Em cinco casos,'' ndo foi especificada
a espécie do microrganismo, mas apenas seu género
(Lactobacillus). Em 15 casos houve cura do paciente. 16232425

Em oito casos constatou-se o uso de suplementos contendo
probidticos com quantidades que variaram de 200mg a 1000mg
ao dia na forma de sachés, comprimidos e iogurtes contendo
probidticos, com a principal finalidade de tratar diarréia.
Nos estudos em que houve uso de iogurte enriquecido com
probidticos ndo foram identificadas suas quantidades.?*

Normalmente, sdo adicionados Lactobacillus e Bifidobacterium,
ndo sendo informadas todas espécies. O caso de endocardite
em que foi isolado L. casei, a infecgdo foi atribuida ao consumo
habitual de grande quantidade de iogurte, mas nio se tem
informacdo suficiente de sua relacdo temporal.*

Observou-se que as complicagbes que surgiram durante a
interven¢do com suplementos contendo probidticos, variaram
de quatro a 18 dias do seu inicio.'*'**"?* Em apenas um caso, 0s
sintomas apareceram 15 dias apds descontinuar o tratamento."

Fatores predisponentes a infec¢bes por micro-organismos
probioticos

Artigos encontrados na literatura atentam para os fatores de
risco no desenvolvimento de infecgdo por Lactobacillus que
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incluem a neutropenia persistente, utilizagdo de antibidticos,
imunossupressao, descontaminagéo seletiva do intestino a qual
alguns receptores de transplante de figado submetem-se, cancer,
diabetes mellitus, transplantes, cirurgias recentes, entre outros.

Além disso, os procedimentos cirtrgicos abdominais, como a

colocagdo de alga em Y de Roux, pode alterar a flora intestinal,
resultando em infec¢do.'®*26%

Autores sugerem que a utilizagdo frequente de antibidticos
como a vancomicina por pacientes em unidades de tratamento
intensivo e neutropénicos pode ser responsavel pelas possiveis

Tabela 1. Casos de pacientes imunodeprimidos que apresetaram infec¢do por microrganismos probidticos.

Paciente Intervengio (probiotico) Resultado
Referéncia Desenho  Idade/ Doenga de base Via Quant. Objetivo Evento Micro-organismo  Resultado
estudo Sexo adm. adverso isolado
Riquelme etal.14 EC 42a/F  "Transplante renal e Comprimido  1000mg/dia T. diarréia Fungemia S. cerevisiae Curado
pancredtico, DM "
EC 4la/M  "Meningoencefalomielite Comprimido ~ 750mg/dia  T. diarréia Fungemia S. cerevisiae Curado
secunddria, HIV"
Kalima etal.15 EC 5a/M Transplante medula dssea - - - Febre, sepse L. rhamnosus Morte
Husnietal.16 RS 56a/M  Sarcoidose - - - Bacteremia L. casei Curado
RS 57a/M  LMA, DM, IRC - - - Bacteremia  Lactobacillus Morte
RS 46a/F  Transplante pulmonar, FP - - - Bacteremia  Lactobacillus Morte
RS 37a/F Transplante cardiaco, DM - - - Bacteremia L. casei Curado
RS 35a/M  Linfoma ndo-Hodgkin, IRC - - - Bacteremia  Lactobacillus Morte
RS 36a/M  Transplante pulméo - - - Bacteremia  Lactobacillus Morte
Fruchartetal.17 EC 22a/M  LMA/Neutropenia - - - Febre, L. rhamnosus Curado
pneumonia
EC 63a/M  LMA/Neutropenia - - - Febre L. paracasei Curado
EC 54a/M  LMA/Neutropenia - - - Febre, L. rhamnosus Curado
pneumonia
EC 49a/M  Transplante Medula Ossea - - - Febre L. rhamnosus Curado
Antony etal.18 R 57/F Transplante cardiaco - - - Bacteremia  Lactobacillus Curado
Cesaro etal.19 EC 8m/M LMA Oral - "Prevengao Fungemia S. cerevisiae Curado
de diarréia"
Schlegel etal.20 EC 4a/F HIV, Linfoma - - - Febre, L. rhamnosus Curado
fraqueza
Hennequim etal.21 EC 36a/- HIV, Linfoma Saché 1500mg/dia  T. diarréia Fungemia S. boulardii Curado
Bassetti etal 22 EC 51/ - Imunossupressao Comprimido 1g/dia "T. diarréia "Fungemia S. cerevisiae Curado
(C.difficile)" Febre"
MacGregor etal.23 EC 42a/F  Sindrome de Sjogren, IRI, Oral, iogurte - T. diarréia Septicemia L. rhamnosus Morte
ZéZéetal 24 EC 53/M "Febre reumatica, extragdo Oral, iogurte - "Consumo Endocardite L. casei Curado
dentaria" habitual”
Fredenucci etal 25 EC 49/M Imunossupressio Saché 200mg/dia  T. diarréia Fungemia S. cerevisiae Curado

Figura 2. Fatores de risco para sepse por probidticos.’

Principais fatores de risco
1- Imunocomprometidos;
2- Prematuridade.

Menores fatores de risco
1- Cateter Venoso Central;

2- Barreira epitelial intestinal prejudicada (diarréia, inflamagéo intestinal);

3- Administragao do probidtico por jejunostomia;

4- A administragdo concomitante de antibidticos de largo espectro em que probidtico é resistente;
5- Probidticos com propriedades de aderéncia da mucosa elevada ou conhecida patogenicidade;
6- Doenca valvular cardiaca (para Lactobacillus apenas).
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infeccdes por probidticos, pois altera a flora gastrointestinal,
resultando nasele¢do de espécies resistentes a esses antibioticos,
promovendo a translocagdo bacteriana.'”!$2°

Boyle et al.’ relacionaram os fatores de risco para infecgdo por
cepas probioticas (Tabela 2). O autor sugere que na presenca de
pelo menos um fator de risco principal é necessaria cautela na
utilizagdo de probiéticos.

Ainfecgdo das bactérias probidticas ndo ocorre necessariamente
por translocacdo. Ha relatos de infec¢do por procedimentos
dentarios mais invasivos, seguidos ou nao da ingestio de
grande quantidade de alimentos contendo microrganismos
probidticos,>'#2+2830 por contaminagdo pela enfermagem no
manuseio de produtos contendo probiéticos na presenga de
cateter venoso central,®**"** por pneumonia por Lactobacillus
via doador de pulmio * e por broncoaspira¢io por dano do
nervo vago, associada a doenga do refluxo gastroesofagico.*

Em pacientes criticos e em cuidados de terapia intensiva, o
ambiente hostil cria no intestino alteragdes no equilibrio da
microflora favorecendo o crescimento de microrganismos
patogenos. Estudos mostram que as cepas probidticas disponiveis
usadas atualmente ndo fornecem beneficios iniciais e precisam
de administracdo por mais de sete dias para apresentar efeitos
clinicamente benéficos (redugdo na taxa de infec¢do, sepse
grave, dias de interna¢do e mortalidade) em pacientes criticos
com trauma, quando ha perda de bactérias acido-lacticas apds
curto periodo em unidade de terapia intensiva.*?¢

Relevancia clinica e prognostico das infec¢cdes por micro-
organismos probioticos

Alguns estudos encontrados na literatura tentaram descobrir
quais doencas de base foram mais comuns para ocorréncia de
infec¢do por cepas probioticas. Cannon et al.¥” conduziram um
estudo com mais de 200 relatos em literatura sobre infeccido
por Lactobacillus, nos quais foi encontrado maior nimero de
infeccdes por L. casei, L. rhamnosus e L. plantarum. Dentre
os maleficios, foram encontradas bacteremia, endocardite
e infeccoes localizadas. O autor atentou ao fato de que nos
pacientes que apresentaram endocardite, 63% tinham doenga
cardiaca estrutural subjacente e em 47% dos casos ocorreu uma
condicéo dental, a qual foi uma possivel causa de predisposicio
a doenga. Em trés casos, “o grande consumo de lacteos” foi
apontado como possivel fator de risco. Os fatores de risco mais
comuns foram céncer, uso de antibiéticos de amplo espectro,
diabetes e transplante (sendo o hepatico, renal, pulmonar,
cardiaco e de medula dssea os mais comuns, sucessivamente),
sendo que a mortalidade foi de aproximadamente 30%. De
acordo com esse autor, a elevada taxa de mortalidade pode ser
explicada pelas condigdes imunodeprimidas dos pacientes, uma
vez que a presenca de Lactobacillus foi proposta para ser um
“marcador de doenga grave e mal prognéstico”. Anthony et al."®
avaliaram 53 infec¢bes por Lactobacillus, nas quais 45% dos
pacientes apresentavam condi¢do immunocomprometida e 22%
haviam sido submetidos a cirurgia recente, nao encontrando
pacientes com infecgdes por cateter venoso central. Os autores
constataram que apenas trés mortes ocorreram, provalvemente
por Lactobacillus. Husni et al;'® basearam-se em 45 pacientes
com bacteremia ao longo de 15 anos. Condi¢oes como céncer
(40%), cirurgia recente (38%) e diabetes mellitus (27%) eram
recorrentes. Vinte e dois pacientes estavam na unidade de terapia
intensiva, 11 recebendo terapia imunossupressora, 11 recebendo
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nutricdo parenteral total e 23 tinham recebido antibidticos,
sem atividade contra Lactobacillus, antes da ocorréncia de
bacteremia. Trinta e um pacientes morreram, mas apenas uma
morte foi atribuida a bacteremia por Lactobacillus.

Em uma revisio de fatores de risco em 89 pacientes com
bacteremia foram encontrados 22 casos infectados com o género
Lactobacillus e 25 casos com a espécie de L. Rhamnosus. Em 82%
dos casos, os pacientes tinham comorbidades graves ou fatais.
Fatores predisponentes para bacteremia foram imunossupressao,
pré-hospitalizagdo prolongada, e pré-intervengdes cirtrgicas. A
mortalidade foi de 26% em um més e de 48% em um ano.*

Por outrolado, em um dos estudos mais conhecidos naliteratura,
a fim de avaliar o potencial de lactobacilos para causar infec¢oes
graves, Saxelin et al.*® estudaram a prevaléncia de bacteremia,
ndo necessariamente em imunocomprometidos durante quatro
anos (1989-1992), no Sul da Finlandia, e compararam as
caracteristicas dos isolados de sangue e de cultura de espécies
de Lactobacillus nos lacticinios. O estudo incluiu 3.317 culturas
de sangue isoladas e nenhum deles correspondeu a uma espécie
encontrada nos laticinios. Assim, foi possivel concluir que o
risco de infecgdo era extremamente baixo.

Rayes et al * conduziram um estudo prospectivo duplo-cego
randomizado com 66 pacientes submetidos a transplante
hepético em uso de nutrigdo enteral, na qual um grupo recebeu
uma composi¢do de quatro microrganismos probioticos e
quatro prebidticos e um outro grupo recebeu somente quatro
tipos de prebioticos. Infec¢des pos-operatorias ocorreram em
apenas um paciente do primeiro grupo contra 16 do outro,
sendo a maioria por infec¢do urindria. O autor sugeriu que a
prevengdo da translocagdo bacteriana por pré e probioticos foi
o principal mecanismo de a¢édo, e que fibras isoladas reduziram
a transloca¢do por meio da estimulagdo do crescimento da
microflora comensal e, consequentemente, do aumento na
producido de acidos graxos de cadeia curta, que sdo conhecidos
por estabilizar a barreira intestinal e o sistema imune local.

Em pacientes infectados com HIV ha poucos relatos de
infeccdo causada por probioticos. Irvine et al,** em um estudo
retrospectivo observacional avaliou o uso de iogurtes contendo
probidticos em longo prazo em pacientes infectados por HIV
para avaliar a fun¢do imunitaria (contagem de células CD4).
Apos inicio do consumo, houve aumento das células CD4 nos
pacientes que ingeriram probidticos em compara¢io aos que ndo
ingeriram, concluindo que os probiéticos podiam proporcionar
uma intervenc¢do eficaz para retardar a deterioragdo do sistema
imunologico em pacientes com HIV.

Efetividade e seguranca em ensaios clinicos

Salminen etal *' avaliaram a eficacia e seguranca do Lactobacillus
rhamnosus GG na melhora dos sintomas gastrointestinais em
pacientes infectados pelo HIV sob terapia anti-retroviral. Ndo
houve diferengas significativas entre os grupos de tratamento
com relagdo a frequéncia ou consisténcia da diarréia, ndo foram
relatados eventos adversos e o nimero de células CD4 manteve-
se estavel. Em outro estudo, 24 adultos com HIV com sinais
clinicos de diarréia moderada, contagem de CD4 até 200 células/
mm3 e sem uso de antirretrovirais ou suplementos alimentares
receberam 100 ml de iogurte suplementado ou ndo durante 15
dias. Os perfis hematologicos, as contagens de células CD4 e a
qualidade de vida foram avaliados no inicio do estudo e em 15 e
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30 dias de alimentagido com iogurte. Néo foi observada alteracdo
significativa nos parametros hematoldgicos de ambos os grupos
antes e depois da alimenta¢do com iogurte probidtico.*? Para
avaliar a seguranca e tolerancia da ingestdo probidticos por
individuos infectados com HIV, 39 individuos consumiram L.
reuteri ou um placebo durante 21 dias em estudo duplo-cego.
Foram coletados dados hematoldgicos, perfil imunoldgico,
exames de urina e fisico, tolerancia gastrointestinal e dados
microbiota fecais. Nao foram observadas alteragdes significativas
em quaisquer dos pardmetros analisados. O autor concluiu que
o L. reuteri pode ser usado em individuos HIV-positivos sem
qualquer problema de seguranga e tolerancia.*

Ja em pacientes que recebem suporte nutricional, o uso de
probidticos pode apresentar problemas especificos de seguranga.
Whelan & Myers ¥ investigaram a seguranca dos probioticos
nessa populagdo em uma revisdo sistematica. Como resultado,
foram encontrados 20 relatos de eventos adversos em 32
pacientes, os quais se referiam a infec¢des devidas a Lactobacillus
rhamnosus GG ou Saccharomyces boulardii, sendo os fatores
de risco a presenca de cateter venoso central e distirbios
associados ao aumento da translocacio bacteriana. O efeito dos
probiéticos foi positivo ou nulo sobre os resultados relacionados
com a seguranga desses micro-organismos como mortalidade e
infeccdes. Observou-se aumento de complica¢des, que eram em
grande parte ndo infecciosas e em grupos especificos de doentes
(pos-transplante e pancreatite).

DISCUSSAO

Os probidticos sdo considerados pela Food and Drug
Administration (F.D.A.) como “Geralmente Considerados
como Seguros” (Generally Regarded As Safe - GR.A.S.). A
designacdo G.R.A.S. é usada para adjuntos de alimentos que néo
podem satisfazer a exigéncia normal de avaliagdo de seguranga,
mas tém sido amplamente utilizados sem qualquer prejuizo
para os consumidores. Essa nomeagdo para a maioria dos
probidticos tem ofuscado a questdo da translocagdo bacteriana.
Isso ¢ importante especialmente nos casos envolvendo cepas
especificas, quando a capacidade de translocagdo pode afetar
a saude de pacientes imunocomprometidos.”** Salminen et
al * afirmam que possiveis efeitos adversos deveriam ser
constantemente apurados e ilustrados na literatura.

Guidelines internacionais como a American Society for
Parenteral and Enteral Nutrition (A.S.P.E.N.) recomendam o
uso de probioticos, porém, baseados apenas em dois artigos
cientificos envolvendo pacientes com transplante hepatico.* A
Food and Agriculture Organization (FAO/OMS) recomenda que
o0s probidticos devem ser avaliados por uma série de pardmetros,
incluindo padrées de susceptibilidade aos antimicrobianos,
producdo de toxinas, atividades metabdlicas e hemolitica,
infecciosidade em modelos animais imunocomprometidos,
efeitos colaterais e incidentes adversos em seres humanos. A
European Society of Pediatric Gastroenterology, Hepatitis and
Nutrition (ESPGHAN) resumiu sua abordagem aos probiéticos
da seguinte forma: “Probioticos até entdo utilizados em ensaios
clinicos podem ser geralmente considerados como seguros. No
entanto, a vigilancia de possiveis efeitos colaterais, tais como
infecgdes no grupo de alto risco (grupo criticamente doente),
estd faltando e é necessdria”. Embora existam orientacoes
sobre a escolha de espécies de probidticos e na avaliacdo de sua
eficacia e seguranca, ainda ndo ha um consenso internacional de
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regulamentagdo de produtos alimentares probidticos.***

Os micro-organismos probidticos mais relacionados a infecgao
foram o Lactobacillus rhamnosus e o Saccharomyces boulardii,
porém, a espécie S. boulardii ndo é aprovada pela ANVISA.
Sendo assim, o Lactobacillus rhamnosus é o microrganismo
que necessita maior cautela em sua utiliza¢do, principalmente
quando seu uso for para o tratamento de diarréia.

De acordo com esta revisio bibliografica, os desfechos com
mortalidade nio podem ser relacionados ao uso de suplementos
com probidticos, pois embora o micro-organismo isolado
tenha sido uma cepa probidtica, os pacientes nido receberam
suplementagdo, o que refor¢a o potencial patogénico desses micro-
organismos mesmo endégenos. No entanto, os estudos apontam
que pacientes imunocomprometidos apresentam riscos de infec¢io
e recomendam cautela em sua utilizagdo, embora ndo haja
consenso na comprovacao dos prejuizos. Os efeitos adversos foram
numericamente poucos, porém quando presentes, ocorreram em
pacientes submetidos a transplantes, apds manipulagio dentéria,
em uso de cateter venoso central, com alteracdo cardiaca pré-
existente e em uso de antibidticos de largo espectro.

Alguns autores questionam se as cepas sdo enddgenas ou
ingeridas e avaliaram que essa pergunta nao pode ser respondida
com facilidade, pois as espécies exatas e subespécies dos isolados
néo foram determinadas de forma confidvel, e muitas vezes ndo
foram aplicados métodos de identificagdo para discriminar os
tipos de micro-organismos.**

A abordagem sobre o tema do uso de probidticos em pacientes
imunocomprometidos é escassa e poucos estudos foram realizados a
fim de avaliar a eficacia e seguranca desse produto nessa populagio.

Uma das limitagdes encontradas neste estudo foi a escassez de
ensaios randomizados sobre a seguranga do uso de probiético,
especificamente em imunocomprometidos, sendo registrados
apenas em alguns estudos de casos ou em parte de estudos
com diversas patologias. Nos casos encontrados, nem todas
as mortes foram comprovadamente decorrentes de infecgdo
de microrganismos ingeridos, dificultando a avaliagdo dos
probidticos. Outra limitagdo foi a falta de informacio sobre a
quantidade de probiéticos ingerida ou sua espécie.

Apesar dos beneficios promovidos pelos probioticos, deve ser
realizada uma anélise de risco-beneficio individual e vigildncia
de rotina para eventos adversos quando utilizados em pacientes
com comprometimento imunolégico

CONCLUSAO

Diante dos relatos encontrados na literatura sobre o risco de
infeccdes por micro-organismos probidticos em pacientes
imunocomprometidos é prudente evitar o uso desse tipo de
suplemento nessa populagdo. Embora nio haja comprovagéio
efetiva de prejuizos a imunocomprometidos, o uso de
probidticos pode trazer riscos para essa populagdo, de modo que
se recomenda observacio e cautela na sua indicagéo e avaliacdo
cuidadosa dos efeitos adversos.

Pesquisas futuras devem investigar os mecanismos pelos quais
a flora intestinal interage com o epitélio intestinal na satde e
na doenga. Também deve ser considerado o acompanhamento
de pacientes em uso de probidticos e ensaios clinicos nessa
populagdo, observando eventos adversos relacionados a algum
micro-organismo especifico, cuja utilizagdo deva ser claramente
contraindicada.
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ABSTRACT

Despite numerous benefits sponsored by probiotics, there are reports in the literature of infections associated to its use and the immu-
nocompromise can be a risk factor for its developing. Aiming to verify the safety of ingestion of probiotics by immunocompromised
patients, literature review was performed using sources from MEDLINE / PubMed, SciELO, LILACS and Scirus, followed by cross-
-reference search. It was selected 12 articles with 21 case reports of infections, particularly bacteremia and fungemia by probiotics
in patients with some type of immunocompromise. The adverse events, whenever they were present mainly occur in post-transplant
patients, after dental manipulation, use of central venous catheter, pre-existing cardiac abnormality and use of broad spectrum an-
tibiotics. Thereby, although there is no effective proof of damages to immunocompromised patients, using probiotics may pose risks
to such population, so that it is recommended observation and caution in its indications, and careful evaluation of adverse effects.

Keywords: Probiotics, Safety, Immunity, Infection, Transplantation
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trabalhos enviados sem convites quando considerados relevantes pelos editores.

PONTO DE VISTA
Temas sobre transplantes de 6rgéos ou tecidos, elaborados por autores da area,
convidados pela editoria da revista. Deverao conter 1.200 palavras, no maximo.

ESPECIAL

Artigo, Documento, Trabalho, Parecer, que ndo se enquadre em nenhuma das
especificagdes acima, publicado apenas por convite da Revista ou apds parecer
da Editoria, mas que venha trazer a comunidade transplantadora, informagdes
de grande importancia, e portanto, sem necessidade de seguir as normas
classicas da revista.

As normas que se seguem, devem ser obedecidas para todos os tipos de trabalhos
e foram baseadas no formato proposto pelo International Committee of Medical
Journal Editors e publicado no artigo: Uniform requirements for manuscripts
submitted to biomedical journals. Ann Intern Med 1997;126;36-47, e atualizado
em outubro de 2001. Disponivel no endereco eletronico: http:/www.icmje.org

NORMAS PARA ELABORACAO DO MANUSCRITO
Requisitos técnicos

a) O trabalho devera ser digitado em espago duplo, fonte Arial tamanho 12,
margem de 2,5 cm de cada lado, com paginas numeradas em algarismos arabicos,
na seqiiéncia: pagina de titulo, resumos e descritores, texto, agradecimentos,
referéncias, tabelas e legendas.

b) Permissdo a ABTO para reprodugio do material.
c) Declaragdo que o manuscrito nio foi submetido a outro periodico,

d) Aprovagio de um Comité de Etica da Institui¢io onde foi realizado o trabalho,
quando referente a trabalhos de pesquisa envolvendo seres humanos.

e) Termo de responsabilidade do autor pelo contetdo do trabalho e de conflitos
de interesses que possam interferir nos resultados.

Observacoées:

1) Com excegdo do item “a”, os documentos acima deverao conter a assinatura do
primeiro autor, que se responsabiliza pela concordancia dos outros co-autores.

2) Ha em nosso site, modelo de carta para acompanhar os trabalhos, onde ja
constam as informagdes referentes aos itens b, c, d, e.

Apos as corregdes sugeridas pelos revisores, a forma definitiva do trabalho
devera ser encaminhada, preferencialmente, por e-mail ou, uma via impressa,
acompanhada de CD-ROM. Os originais ndo serdo devolvidos. Somente o
JBT-Jornal Brasileiro de Transplantes podera autorizar a reprodugdo em outro
periodico, dos artigos nele contidos.

PREPARO DO MANUSCRITO

A pagina inicial deve conter:

a) Titulo do artigo, em portugués (ou espanhol) e inglés, sem abreviaturas; que
devera ser conciso, porém informativo;

b) Nome de cada autor - sem abreviatura, afiliacdo institucional e regido
geografica (cidade, estado, pais);

¢) Nome, enderego completo, telefone e e-mail do autor responsavel;

d) Fontes de auxilio a pesquisa, se houver.

RESUMO E ABSTRACT

Para os artigos originais, os resumos devem ser apresentados no formato
estruturado, com até 350 palavras destacando: os objetivos, métodos, resultados
e conclusdes. Para as demais segdes, o resumo pode ser informativo, porém
devendo constar o objetivo, os métodos usados para levantamento das fontes
de dados, os critérios de sele¢do dos trabalhos incluidos, os aspectos mais
importantes discutidos, as conclusdes e suas aplicagdes.
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Abaixo do resumo e abstract, especificar no minimo trés e no maximo dez
descritores (keywords), que definam o assunto do trabalho. Os descritores
deverdo ser baseados no DeCS (Descritores em Ciéncias da Saude) publicado
pela Bireme que ¢ uma tradugdo do MeSH (Medical Subject Headings) da
National Library of Medicine e disponivel no enderego eletronico: http://decs.
bvs.br.

Os resumos em portugués (ou espanhol) e inglés deverdo estar em paginas
separadas. Abreviaturas devem ser evitadas.

TEXTO

Iniciando em nova pagina, o texto devera obedecer a estrutura exigida para
cada tipo de trabalho (vide acima). Com excegdo de referéncias relativas a dados
ndo publicados ou comunicag¢des pessoais, qualquer informagdo em formato de
“notas de rodapé” devera ser evitada.
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TABELAS, FIGURAS. E ABREVIATURAS

Tabelas
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em algarismos arabicos, na ordem que foram citadas no texto. Devem ter titulo,
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Figuras (graficos, fotografias, ilustragdes)

As figuras devem ser enviadas no formato JPG ou TIF, com resolugdo de
300dpi, no minimo. Ilustragdes extraidas de outras publica¢des deverdo vir
acompanhadas de autorizagao por escrito do autor/editor, constando na legenda
da ilustragdo a fonte de onde foi publicada. As figuras deverdo ser enviadas em
branco e preto.

Abreviaturas e Siglas

Devem ser precedidas do nome completo quando citadas pela primeira vez. Nas
legendas das tabelas e figuras, devem ser acompanhadas de seu significado. Nao
devem ser usadas no titulo.
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