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Resumo

Objetivos: A taxa de mortalidade de pa-
cientes com doenca renal crénica (DRC),
que tenham sido submetidos a terapia de
substitui¢do renal, é muito elevada devido a
doencas cardiovasculares (DCV). Alguns es-
tudos indicaram que a ciclosporina A (CsA),
um medicamento utilizado para prevenir
a rejeicdo de transplante, estd associada a
perda dssea ap6s o transplante. Além disso,
ela tem um efeito oxidante sobre os lipide-
os circulantes. Seu efeito pro-oxidante nas
membranas celulares provoca a liberagio de
calcio. Este estudo teve como objetivo anali-
sar se o transplante renal pode ou nio resul-
tar em melhora no estresse oxidativo (EO);
e avaliar a associagio entre a LDL oxidada
(LDL-0x) e algumas varidveis na predi¢do do
risco de DCV em pacientes transplantados
renais (TR), comparados com o grupo con-
trole. Materiais e Métodos: Um total de 30
pacientes com DRC foram recrutados para
avaliacdo das alteragdes dependentes do tem-
po no biomarcador de EO antes e apos TR.
Foram avaliados: LDL-ox, paridmetros do
metabolismo dos lipideos, a CsA, creatinina,
calcio e fosfato tanto antes do TR, 10 dias
e 6 meses apos o TR, em compara¢do com
o grupo controle (n = 30). Resultados: apds
6 meses, a concentra¢io de LDL-ox mudou
de 79,7 = 9,7-72 + 7 mU/ml (p < 0,009). O
nivel de fosfato de calcio foi positivamente
correlacionado com a concentragdo de LDL-
-ox (R = 0,467, p = 0,011) e ciclosporina (r
= 0,419, p = 0,024) 6 meses ap6s o trans-
plante. Conclusdo: Os resultados indicaram
que a restauragdo da fung¢io renal pelo trans-
plante, melhora o estresse oxidativo induzido
pela uremia. O produto de fosfato de cilcio,
como um fator de risco independente para
DCV, correlaciona-se com o LDL-ox antes
do TR e 6 meses apos o TR. O produto de
fosfato de calcio também se correlaciona
com a ciclosporina no grupo TR.

Palavras-chave: doencas cardiovascula-
res; estresse oxidativo; fosfatos de cdlcio;
transplante de rim.

ABSTRACT

Objectives: The mortality rate of chronic
kidney disease (CKD) patients that have
undergone renal replacement therapy is
very high due to cardiovascular diseases
(CVD). Some studies have indicated that
cyclosporine A, a drug used to prevent
transplant rejection, is associated with
bone loss following transplantation. Fur-
thermore, it has an oxidative effect on
circulating lipids. Its prooxidant effect on
cell membranes causes calcium release.
This study aimed to examine whether
or not renal transplantation result in
improvement in oxidative stress and to
assess the association between oxidized
LDL (ox-LDL) and some variables in the
prediction of CVD risk in Renal Trans-
plantation (RT) patients that were com-
pared with the control group. Material
and Methods: A total number of 30 CKD
patients were recruited to evaluate time
dependent changes in biomarker of OS
before and after RT. The ox-LDL, lipid
metabolism parameters, CsA, creatinine,
calcium and phosphate were assessed
both before RT, 10 days and 6 months
after RT in comparison with the control
group (n = 30). Results: Over 6 months,
ox-LDL concentration changed from
79.7 £ 9.7 to 72 =+ 7 mU/mL (p < 0.009).
calcium phosphate level was positively
correlated with the concentration of ox-
LDL (R = 0.467, p = 0.011) and cyclo-
sporine (R = 0.419, p = 0.024) 6 months
after transplantation. Conclusion: The
findings indicated that restoring renal
function by transplantation, improves
uremia induced oxidative stress. calcium
phosphate product, as an independent
risk factor for CVD, correlates with ox-
LDL before RT and 6 months after RT.
Calcium phosphate product correlates
with cyclosporine in the RT group, too.

Keywords: calcium phosphates; cardio-
vascular diseases; kidney transplantation;
oxidative stress.
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INTRODUCAO

A doenga cardiovascular (DCV) é a principal causa de
morte em pacientes com doenca renal cronica (DRC)
submetidos a terapia renal substitutiva (TRS). O risco
preditivo é 3,5-50 vezes maior do que na populagio
normal, causando cerca de 40% do total de dbitos
entre os pacientes que recebem TRS.' Pacientes
com doenga renal terminal (DRT) tém uma elevada
prevaléncia de estresse oxidativo (EQ) como fator de
risco para eventos cardiovasculares.’¢$

A aterosclerose progride apds o inicio da
hemodidlise; assim, a didlise ou fatores urémicos
podem ser a causa de EO nestes pacientes.’
A dislipidemia, tal como niveis elevados de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), é um outro
fator de risco que acelera o processo de aterogénese. A
administracdo cronica de drogas imunossupressoras,
como a ciclosporina A (CsA) resulta na alteragdo do
metabolismo de lipoproteinas do plasma. Por esta
razdo, a aterogénese é um problema comum que se
observa apds o transplante renal.'®! Relatos tém
divulgado que a CsA tem um efeito pro-oxidante
nas membranas celulares e promove a oxidagio
de lipideos circulantes.'> O LDL é facilmente
susceptivel 2 oxidacio em condicdes de EO, que
resultam no LDL oxidado (LDL-0x), e tem algumas
caracteristicas aterogénicas.'®!”

Este estudo foi conduzido para determinar se
hd melhoria no estado de estresse oxidativo de
receptores de transplante renal em relagdo aos niveis
séricos de LDL-ox, antes e depois do transplante. De
acordo com Regmi ef al.,'® houve uma associagio
significativa entre valores mais altos de Ca** x PO,,
microinflamacdo e estresse oxidativo em pacientes com
DRC. Assim, pode-se concluir que o medicamento em
pacientes transplantados estd relacionado ao estresse
oxidativo e na geracdo do processo inflamatério em
pacientes com DRC gradualmente. O outro objetivo
deste estudo foi avaliar a correlagdo entre LDL-ox e
Ca? x PO, séricos.

MATERIAIS E METODOS
INDIVIDUOS

Para este estudo, trinta pacientes candidatos ao
transplante renal do hospital Shahid Modarres,
em Teerd, foram recrutados. Um grupo controle
constituido por 30 participantes sauddveis foi usado
para comparag¢io. Os participantes do grupo controle
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estavam normolipidémicos e ndo tinham qualquer
doenga.

Um dia antes do transplante renal, foi iniciada
terapia de indu¢do com CsA para todos os pacientes,
de acordo com o protocolo da unidade de transplante.
Os critérios de exclusdo considerados foram os
seguintes:

Pacientes que estavam em HD por menos de 6
meses

1. Hist6ria de infec¢ao ativa dentro dos dltimos

3 meses

2. Histéria de malignidade

3. Historia de doenga hepdtica cronica

4. Rejei¢ao aguda apds transplante

Os critérios de inclusdo no grupo de TR foram:
pacientes tratados com drogas imunossupressoras
triplas convencionais, compostas de ciclosporina,
acido micofendlico e prednisolona, sem evidéncia
de rejeicdo aguda do enxerto nos ultimos 3 meses
antes de participarem neste estudo. As causas da
insuficiéncia renal nestes doentes foram: nefropatia
diabética, glomerulonefrite cronica, doenga renal
policistica, nefropatia isquémica hipertensiva,
nefropatia obstrutiva e etiologia desconhecida. Nos
ndo tivemos nenhum diabetes mellitus pds-transplante
nos pacientes de TR. Todos os pacientes diabéticos no
grupo TR ja eram diabéticos antes do TR (durante a
hemodialise). Os pacientes, antes do TR estavam sob
hemodialise regular por pelo menos 6 meses 3x4 h/
semana por membranas sintéticas de alto fluxo, no
hemodialisador Fresenius-2008B.

Todos os participantes assinaram um termo de
consentimento, que foi aprovado pelo Comité de
Etica da Universidade Shahid Beheshti (nimero de
aprovacao IRB: 61825). Idade, género, indice de
massa corporal (IMC = peso (kg)/altura (m)*? e habito
de fumar de ambos os grupos foram registrados.

METopos

Trés amostras de sangue dos pacientes foram obtidas
apds 12 horas de jejum: antes do transplante, no dia
da alta (10 dias ap0ds o transplante) e 6 meses apds
o transplante. As amostras foram centrifugadas a
3000xg durante 10 minutos a temperatura ambiente
dentro de 1 hora apds a colheita e armazenadas a
-80°C até os ensaios serem realizados.

O colesterol sérico total, lipoproteinas de alta
densidade (colesterol HDL), triglicérides, ureia e
creatinina foram medidos por um analisador Hitachi



917 usando reagentes da Roche (Roche, Mannheim,
Alemanha). Lipoproteinas de baixa densidade
(colesterol LDL) foram calculadas segundo a formula
de Friedewald. Lipoproteinas de densidade muito
baixa (colesterol VLDL) foram calculadas dividindo-
se os triglicérides por 5. Fosfato e célcio séricos
totais foram medidos usando-se kits comerciais (Pars
Azmoon Co).

A concentragio de LDL-ox foi medida por
um método imunoldégico de ensaio competitivo
absorvente ligado a enzima, usando um novo
kit ELISA comercialmente disponivel (Cusabio
biotecnologia Co, Ltd, Wuhan, China), com intervalo
de detec¢ao entre 1,56 mU/ml e 100 mU/mL. As
variacOes intra-ensaio e inter-ensaio foram < 8% e
< 10%, respectivamente. As concentragdes da curva
padrio utilizadas para os testes ELISA foram: 100
mU/ml; 50 mU/ml; 25 mU/ml; 12,5 ng/ml; 6,25 mU/
mL; 3,12 mU/mL; 1,56 mU/ml e 0 mU/ml. A dose
minima detectidvel de LDL-ox humano é < 0,78 mU/
ml.

A concentragdo de CsA foi medida usando-se o
kit RTA em sangue total, apenas em receptores de
transplante renal (fonte DIA Immuno Assays S.A.
- Rue du Bosquet, 2 - B-1348 Louvain-la-Neuve -
Bélgica). As variacdes Intra-ensaio e inter-ensaio
estavam abaixo de ou iguais a 9,2% e 7,3%. A faixa
de medic¢ao de CsA (da sensibilidade analitica ao mais
alto calibrador) foi de 1,61 para cerca de 2.500 ng/
mL.

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados em termos de
nameros, percentagens, € média com desvio padrio
(média = DP), quando apropriado.

Com base na distribuicio de dados, foram
aplicadas repetidas medidas ANOVA para comparar
as variaveis de grupos, seguido de Tukey post-hoc para
analisar os dados. O teste de correla¢io de Pearson foi
realizado para examinar a correlagio entre todas as
varidveis. A andlise de regressdo multipla foi utilizada
para investigar as relacbes entre a concentragio
de LDL-ox e lipidios, lipoproteinas, Ca** x PO,
e CsA. Os valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. As andlises foram
ajustadas por idade, género, tabagismo atual,
atividade fisica regular e IMC, e foram realizadas
utilizando o software GraphPad Prism (versdo 5).
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ResuLTADOS

Trinta adultos saudaveis (17 homens; 13 mulheres) e
30 pacientes (16 homens, 14 mulheres) participaram
do estudo. A idade média dos pacientes foi de 42 =
16 anos. Os resultados sdo mostrados na Tabela 1 e
Figuras 1, 2, e 3.

A Tabela 1 mostra a média com desvio padrdo
de dados demogrificos e resultados laboratoriais
dos pacientes e do grupo controle. Os grupos foram
pareados de acordo com idade, género e IMC.
Como pode ser visto, a concentragdo sérica total
de LDL-ox foi significativamente mais elevada
entre os pacientes antes do TR, em comparagio
com os niveis registrados aos seis meses apos o TR
e o grupo controle (79,7 + 9,7 mU/ml contra 72 =
7 mU/mL e 68,9 + 4 mU/ml; p = 0,009, p = 0,001).
Além disso, os valores do metabolismo de lipidios
estdo resumidos aqui.

Os niveis de LDL-ox ndo tiveram correlacio
com género, idade, tipo de membrana de diélise,
tabagismo, atividade fisica, apetite, duracdo da
didlise antes do TR e causa primdria de DRC. Nio
houve diferenga estatistica entre os niveis de LDL-
ox antes do TR e 10 dias apds o TR (p = 0,958),
(fig. 1). Houve uma redugdo significativa no LDL-
ox apds o TR, a qual foi muito significativa apds 6
meses (p < 0,009).

Como esperado, as concentracbes de ureia e
creatinina diminuiram apdés a TRS bem-sucedida.
Como pode ser visto, as concentragdes de Ca?* x
PO, antes do transplante estio mais elevadas em
compara¢do com o grupo controle, e 10 dias e 6
meses ap6s 0 TR (p < 0,0001). A analise de correlagao
de Pearson mostrou que os niveis de Ca** x PO,
estiveram positivamente correlacionados com as
concentragdes de LDL-ox (R = 0,467, p = 0,011) e
ciclosporina (R = 0,419, p = 0,024) 6 meses apés o
transplante (Figs. 2,3). Esta andlise também mostrou
LDL-ox correlacionada com Ca** x PO, antes do TR
(R=0.467,p=0,011).

No modelo de analise de regressio maultipla, o
LDL-ox foi escolhido como a varidvel dependente,
e lipidios, lipoproteinas, calcio, Ca>* x PO, e CA
foram consideradas como varidveis independentes.
Este modelo demonstrou que a concentragiao de
LDL-ox no grupo TR foi associada positivamente
aos niveis de Ca** x PO, (R, = 0,219, B = 0,456, p
=0,013).
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TaABELA 1 DADOS DEMOGRAFICOS E PARAMETROS LABORATORIAIS DOS PACIENTES E INDIVIDUOS DO GRUPO CONTROLE
Parametros Pré-Tplt 10 dias Pos-Tplt 6 meses pos-Tplt Controle
Numero/género 30 (16M, 14F) 30 (16M, 14F) 30 (16M, 14F) 30 (17M, 13F)
Idade (ano) 42,0+16,0 42,0+ 16,0 42,6+16,0 40,0+ 8,0
IMC (kg/m?) 25,5+5,0 245+3,0 250+2,0 250+3,0
Uréia (mg/dl) 128,0 £ 40,0%** 56,0 £ 19,0% 55,0 £19,0% 350+5,5
Creatinina (mg/dl) 7,7 £2,0%** 1,2£0,1 1,2%+0,1 0,98 +0,1
Colest Total (mg/dl) 152,0+£32,0 186,0+17,0 192,0 £20,0" 177,0 £ 23,0
Colest LDL (mg/dl) 78,0 £ 36,0%** 1040+17,0 110,0 + 22,0" 105,0£19,0
Colest HDL (mg/dl) 43,0+£12,0 44,0+7,0 44,0+6,0 455+3,0
Triglicérides (mg/dl) 157,0 + 86,0%** 187,7 £36,0 189,0 + 26,0 133,0+ 27,0
Colest VLDL (mg/dl) 314+£17,0 375+7,0 38,0 £ 5,0%** 26,7 +9,0
Calcio (mg/dl) 9,1+1,2% 94+0,3 94+03 96+0,5
Foésforo (mg/dl) 6,4+ 1,7** 4,2+0,8 41+0,7 45+0,7
Ciclosporina A (ng/dl) N/A 263,0+57,0 154,0 £47,0 N/A
LDL-ox (mU/ml) 79,7 £9,7*%* 81,2 £8,0%* 72,0+7,0™ 68,9+4,0
Ca** xPO, (mg?/dL?) 58,3 £ 17,0%** 39,5+8,1 388+6,3 434+74

*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 controles versus pacientes; " p < 0,05 p < 0,01, p < 0,001 Pré-Tplt versus Pds-Tplt. Dados exibidos como
média + DP; Tplt: transplante; IMC: indice de massa corporal; M: masculino; F: feminino; Colest: colesterol; LDL: lipoproteina de baixa densidade;
HDL: lipoproteina de alta densidade; VLDL: lipoproteina de muito baixa densidade; LDL-ox: LDL oxidado; N/A: nao aplicavel.

Figura 1. Comparagdo dos niveis de LDL-ox antes do transplante, 10
dias ap6s o transplante e 6 meses apds, com o grupo controle. *=
diferenca significativa entre antes do transplante renal e os controles,
**= diferenca significativa apdés 6 meses em comparacdo com o
grupo controle.
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DiscussAo

Neste estudo, os pesquisadores elaboraram a hipdtese
de que o transplante iria melhorar o marcador de
estresse oxidativo, LDL-ox, que também é proposto
como um fator de risco para o desenvolvimento de
aterosclerose e insuficiéncia renal no transplante
renal.’-?* Os pesquisadores também investigaram sua
correlacio com outras varidveis, tais como Ca?*, P,
Ca** x PO, e perfil lipidico.

O resultado deste estudo mostrou que o LDL-ox
sérico foi significativamente reduzido ap6s o TR, e o
LDL-ox sérico se correlacionou com o produto Ca?* x
PO, sérico antes e 6 meses ap6s o TR.
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Figura 2. Gréfico de dispersdo mostrando a relacdo positive entre o
LDL oxidado e (LDL-ox) e Ca?* x PO, ap6s 6 meses.
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TR é o tratamento de escolha para pacientes com
insuficiéncia renal terminal, que resulta em maior
sobrevida e qualidade de vida, em vez de didlise
(antes do TR). No entanto, eventos cardiovasculares
(CV) permanecem consideravelmente elevados nestes
pacientes, mesmo ap6s o TR. Eventos CV emreceptores
de TR acontecem mais precocemente, juntamente
com a rapida progressio e calcificacdo; pacientes com
DRC e a populagio saudavel tém impactos diferentes
a partir desse processo. Para os receptores do TR, a



Figura 3. Gréfico de dispersao mostrando a correlagao positive entre
a ciclosporina A e o produto Ca** x PO, ap6s 6 meses.
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modificacdo dos fatores de risco CV, como o estresse
oxidativo, pode parcialmente levar a uma melhor
sobrevida pés-transplante renal.>”"

A descoberta inicial indicou que o LDL-ox
diminuiu apés o TR, em comparac¢io com o seu nivel
sérico antes do transplante. Apds 6 meses, estes valores
estdo em concordancia com aqueles do grupo controle.
Fm sintonia com este resultado, Simmons et al.’
relataram diminui¢do significativa na concentragdao
de isoprostane F, livre no plasma, um biomarcador
oxidativo, ap6s o transplante, que persistiu por 2
meses. Além disso, Kimak et al."! relataram que o LDL-
ox diminuiu em pacientes do TR quando comparados
aqueles do grupo HD apés 6 e 12 meses. No entanto,
esta reducdo ndo foi tanto quanto no grupo controle.
Simmons et al.” relataram que o nivel de LDL-ox
diminuiu mesmo com uma semana apdés o TR. No
entanto, neste estudo, observou-se o seu aumento apds
10 dias. O seu nivel mais elevado em comparagdo com
os resultados deste estudo pode ser devido ao tipo de
farmaco utilizado para imunossupressdao. Os pacientes
neste estudo consumiram apenas CsA; e no estudo de
Simmons et al.,” metade dos doentes foram tratados
com Tacrolimus. Venkiteswaran ef al.'” mostraram
que o LDL foi isolado a partir do plasma dos pacientes
transplantados tratados com CsA, e mostraram
significativamente maior susceptibilidade a oxida¢io,
em comparag¢do com tacrolimus.

Os resultados deste estudo também indicam um
aumento dos niveis de colesterol, LDL, VLDL e
triglicérides, enquanto que a concentracio de HDL
esteve normal. Imunossupressores sio necessarias
para evitar a rejeicio do enxerto. Parece que esses
medicamentos poderiam agravar a dislipidemia ou a
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hiperlipidemia.
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A concentragdo de Ca* x PO, 6 meses apds o
transplante foi menor que a do grupo controle e antes
do transplante. Tanto a absor¢io de cilcio quanto a
de fosfato estiveram prejudicadas em pacientes com
DRC. A absor¢io de cilcio melhorou drasticamente
ap6s o transplante renal bem-sucedido, enquanto que a
absor¢io de fosfato permaneceu a mesma. A interacio de
varias drogas com mecanismos de transporte intestinal de
fosfato poderia ser um fator importante a este respeito, €
a administragdo de esterdides a longo prazo e tratamento
com ciclofosfamida reduziram a absorcio de fosfato.
Além disso, o aumento da secre¢io de acido géstrico
produzido por prednisolona pode possivelmente ter um
papel na reducdo da absorc¢do de fosfato nos receptores
de transplante.?”

A concentragdo de Ca® x PO, foi maior antes do
transplante em comparagio com o grupo controle. A
elevacao do fosfato sérico leva ao aumento de Ca** x PO,.
Assim, o aumento do fdsforo, direta e indiretamente,
conduz a um aumento nas células da paratiredide e
aumento da sintese e da secrecio de PTH. O aumento
da secrecao de PTH aumenta o nivel sérico de ions de
calcio, o que aumenta o nivel do produto Ca** x PO,

Com base nos resultados obtidos neste estudo, ha
uma correlagio positiva entre LDL-ox e Ca®* x PO,
(como preditor de risco de DCV em pacientes com DRC)
e também entre Ca** x PO, e ciclosporina. A analise
de regressdo multipla demonstrou que no grupo TR, a
concentra¢io de LDL-ox no grupo esteve positivamente
associada aos niveis de Ca** x PO, apds 6 meses. Regmi
et al.'® também encontraram uma associagao significativa
entre valores mais altos de Ca** x PO,, microinflamagao e
estresse oxidativo em pacientes com DRC. Eles mostraram
que marcadores de estresse oxidativo e inflamagdo, tais
como anti-LDL-ox e hsCRP estiveram associados a niveis
séricos mais elevados de Ca®* x PO,. Assim, pode-se
concluir que o medicamento em pacientes transplantados
esta relacionado ao estresse oxidativo, e gradualmente
gerou o processo inflamatdrio nos pacientes.

Em conclusdo, os resultados indicam que a
restauragdo da fungido renal através do transplante
melhora o stress oxidativo induzido pela uremia.
O produto Ca®* x PO,, como um fator de risco
independente para DCV, correlaciona-se com LDL-
ox (antes do TR e 6 meses apds 0 mesmo) e com 0
nivel sérico de ciclosporina (no grupo TR).

O presente estudo tem algumas limitacdes, tais
como o pequeno tamanho da amostra e a auséncia
de niveis de vitamina D 25 (OH). O método
transversal ndo elucidou claramente a causa e efeito
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dos resultados. No entanto, prevé-se que este estudo
possa contribuir para a deteccdo de populagdes com
fatores de risco cardiovasculares.
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responsaveis pelo conteido e redagdo do trabalho.
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