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RESUMO

Introdugdo: A doenga vascular do enxerto (DVE) € um grande limitante da
evolugao a longo prazo do transplante cardiaco (TxC). O processo inflamatorio é
um dos responsaveis pelo aparecimento da DVE, e varios esquemas de
imunossupressao estao associados com sua reducéo. Neste estudo avaliamos a
relagdo entre terapia de indugdo com basiliximab e o crescimento intimal no
primeiro ano apoés o transplante cardiaco avaliado por ultrassom intracoronario.
Métodos: Foram avaliados retrospectivamente pacientes submetidos a TxC em
um unico centro, de 2007 a 2009. Os pacientes foram submetidos a avaliacbes
com ultrassom intracoronario (IVUS) nos primeiros 30 dias (basal) e 1 ano pos
TxC. O volume do vaso (delimitado pela l&mina elastica externa), da camada
intima e o lumen foram medidos e comparados entres dois grupos: pacientes que
receberam terapia de indugdo com basiliximab e pacientes com tratamento
convencional (grupo controle).Resultados: Foram incluidos 13 pacientes, 7 no
grupo basiliximab e 6 controles. Na avaliacdo ao IVUS, o grupo controle
apresentou maior crescimento volumétrico do vaso (131,32 para 127,77mm?® grupo
1, 120 para 185,43mm?® grupo 2, p=0,051). O crescimento da camada intima
(DVE) também foi maior no grupo controle: 20,23 para 26,69mm?® (A 33%) no
grupo basiliximab e 27,30 para 49,15mm?® (A 80%) no grupo controle; p=0,015. Na
regressao univariada o volume da placa prévia (aterosclerose do doador) ndo teve
relagdo com o crescimento da intima (r=0,15, p=0,96), ja o remodelamento
positivo do vaso foi diretamente proporcional ao crescimento volumétrico da intima
(r=0,85, p<0,001).Conclusao: O uso rotineiro da terapia de indugdo com
basiliximab esteve associado com reducao do crescimento da camada intima no

primeiro ano pos transplante cardiaco.



Abstract
Introduction: Cardiac allograft vasculopathy (CAV) is a major limitation of long-
term survival of patients undergoing cardiac transplantation (HT). Some
immunosuppressants reduce the appearance of CAV. This study evaluated the
impact of induction therapy with Basiliximab on the onset of CAV
Objectives: The primary objective was to evaluate the variation of the volumetric
growth of the intimal layer measured by intracoronary ultrasound (IVUS) after one
year; the group that received basiliximab was compared to a control group. The
secondary objective was to evaluate the remodeling of the vessel lumen volume.
Methods: Patients were included from 2007 through 2009, retrospectively in a
single center. Evaluations were performed with IVUS, measuring the volume of a
coronary segment within the first 30 days and 1 year after HT. The volume
measurement was calculated via the following parameters: vessel volume
(bounded by external elastic lamina), intimal and lumen. Vasculopathy was
characterized by the volume of the intima of the vessel. Results: 13 patients were
included (7 in group basiliximab and 6 in control). With IVUS assessment, the
control group was found to have greater vessel volume (131.32 to 127.77 mm?® x
120 to 185.43 mm? P = 0.051). The growth of the intimal layer (graft vascular
disease) was also higher in control group (Basiliximab: 20.23 to 26.69 mm® (A
33%) Control: 27.30 to 49.15 mm?® (A 80%); P = 0.015). With univariate regression,
plague volume, prior atherosclerosis of the donor was not related to the growth of
the intima (r = 0.15; P = 0.96), whereas the positive remodeling was directly
proportional to volumetric growth of the intima (r = 0.85; P < 0.001). Conclusion:
Routine Induction therapy with basiliximab was associated with reduced growth of

the intima of the vessel the first year after cardiac transplantation.



ABREVIAGOES

APC - células apresentadoras de antigeno
CDCV - Centro de Diagnose Cardiovascular
CEPH - comité de ética em pesquisa com humanos
CMV - citomegalovirus

DVE - doencga vascular do enxerto

EEM — membrana elastica externa

ICC — insuficiéncia cardiaca congestiva

IL-2 — interleucina 2

INFy - interferon-y

IVUS — ultrassom intracoronario

HAS - hipertenséo arterial sistémica

HLA — antigeno leucocitario humano

LT — linfécito T

LTC — linfocito T citotoxico

MHC — complexo de histocompatibilidade maior
OKT3 - Muronab

TC — transplante cardiaco
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1. INTRODUGAO

A insuficiéncia cardiaca (IC) € uma sindrome caracterizada pelo
fornecimento inadequado de suprimento sanguineo para atender as necessidades
metabdlicas, e é considerada a via final de varias doencas que acometem o
musculo cardiaco[1]. Dentre as principais etiologias, destacamos a doenca
isquémica do miocardio como responsavel pela maioria dos pacientes com ICC
nos Estados Unidos (EUA). Devido a dieta inadequada rica em lipides, associada
aos habitos de vida sedentarios, ao aumento alarmante da incidéncia de diabetes
mellitus, além de fatores ambientais, como exemplo a poluicdo, a prevaléncia da
doencga isquémica miocardica tende a aumentar exponencialmente, com aumento
da incidéncia de IC para as proximas décadas[2].

Estima-se que no mundo cerca de 23 milhdes de pessoas s&o portadoras
de IC [3]. Nos EUA a prevaléncia é de em torno de 4,7 milhdes e a cada ano sao
acrescidos em torno de 550.000 novos casos de ICC. Na faixa etaria acima dos 65
anos € a principal causa de internagdo hospitalar[4]. A magnitude do problema
tende aumentar, ja que a populagdo vem envelhecendo em todo o mundo. Dados
brasileiros mostram que a IC é a principal causa de internagdo cardiovascular,
sendo responsavel por aproximadamente 3% de todas as internagcbes no ano de
2007, e responsavel por 6% de todos os 6bitos registrados no Brasil[1].

Nos pacientes com insuficiéncia cardiaca avangada o melhor tratamento
ainda constitui na substituicdo do 6rgado, por um heteroenxerto (transplante
cardiaco). Inicialmente o paciente experimenta uma expressiva melhora
sintomatica da IC. No entretanto, existe as complicagcdes inerentes ao Tx, tais
como rejeicdo ao enxerto, problemas relacionados com a imunossupressao:
infeccdo, alteracbes metabdlicas, neoplasia. Dentre estas complicagcbes a
vasculopatia constitui causa importante de morbidade e mortalidade tardia, e &
umas dos motivos de necessidade de retransplante. Medidas que reduzam ou
retardem o seu aparecimento podem se traduzir em aumento de sobrevida apos o
Tx.

O basiliximab é atualmente a droga mais utilizada para terapia de indugéo

no Tx, com a finalidade de reduzir complicagdes tais como: rejeicao aguda que é
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mais comum no primeiros meses pos Tx, e ajudar na prevencgdo da injuria renal,
por propiciar um retardo na introdugdo dos inibidores de calcineurina (droga
nefrotéxica). Este estudo tem como objetivo avaliar se esta terapia de indugéo
teria impacto no crescimento da intima do vaso que é responsavel pela

vasculopatia do enxerto.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTORIA NATURAL DA INSUFICIENCIA CARDIACA

A IC como via final de varias doengas que acometem o musculo cardiaco,
dentre as causas, as mais que se destacam: aterosclerose com doencga
miocardica isquémica, doenga valvar cardiaca, doenga de chagas, miocardites.
Como consequéncia da lesdao dos midcitos, ha substituicido das fibras musculares
por tecido fibrético, consequente reducdo da massa contratii do ventriculo
esquerdo. Na fase inicial, os mecanismos compensatérios mantem a homeostase
e o débito cardiaco adequados. Com a progressao da doencga, estes mecanismos
ndo conseguem manter adequadamente o funcionamento do sistema
cardiovascular, e a partir desse momento os sintomas da ICC se manifestam.

Os sintomas sao principalmente relacionados a congestdo ou a débito
cardiaco inadequado. O primeiro € manifestado principalmente com sinais de
hipervolemia, edema, anasarca e congestao pulmonar. E o segundo se manifesta
principalmente por fadiga e baixa capacidade fisica. O tratamento da IC visa
principalmente o alivio dos sintomas com uso de diuréticos, e medicamentos que
aumentam a sobrevida e melhorar o remodelamento ventricular tais como: beta-
bloqueadores[5, 6], inibidores da enzima conversora de angiotensina[7, 8] e
bloqueadores de aldosterona[1, 9].

Como a IC é doenca progressiva, 1-5% dos portadores de ICC apresentam
quadro de ICC refrataria[4]. Este grupo apresenta maiores taxas de reinternacdes
e maior mortalidade. O transplante cardiaco é o tratamento de eleicdo para

pacientes nesta fase da doencga[1].
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2.2 TRANSPLANTE CARDIACO

O transplante cardiaco (TC) é a medida extrema para o tratamento da ICC,
reservado somente para ICC refrataria. Apds o TC, os pacientes experimentam
melhora importante na qualidade de vida[10], além do aumento da sobrevida[11].

O primeiro transplante cardiaco foi realizado na Cidade do Cabo, Africa do
Sul, em 3 de dezembro de 1967, cirurgia conduzida pelo Dr. Christiaan Barnard
[12]. Apesar do paciente ter sobrevivido apenas 12 dias pds transplante, este
procedimento teve grande repercussdo nao somente na comunidade médica,
assim como na midia popular. Dr. Barnard demonstrou ser factivel a realizagéo do
procedimento cirurgico, e rapidamente varios centros comegaram a realizar seus
programas de transplante cardiaco. Devido aos resultados iniciais ruins, no inicio
da década de 70 poucos centros realizavam tal procedimento. Houve
ressurgimento do transplante cardiaco no inicio da década de 80 devido ao
advento da ciclosporina e uso de biopsias endomiocardicas para detecgédo de
rejeicao, possibilitando expectativa de sobrevida maior de 60% ap6s um ano[12].

Apesar do aumento da sobrevida, o procedimento esta longe de ser o ideal.
Paralelamente a melhora clinica os pacientes, estes estdo expostos a possiveis
complicagdes precoces tais como rejeicdo aguda e infeccdo por microrganismos
oportunistas, esta em virtude da imunossupressao. A longo prazo, a neoplasia e a
doencga vascular do enxerto (DVE) sdo as principais complicagbes. Este ultima,
motivo desta tese, € uma das principais complicagdes tardias, apesar de ser
extensamente estuda, ainda sabemos muito pouco tanto no que concerne a sua
génese, desenvolvimento assim como sua prevengao e tratamento, deste modo a
DVE ainda é responsavel por grande parte dos obitos apds o primeiro ano de

transplante[11, 13].

2.2.1 Imunologia do transplante

13



Os resultados frustrantes dos primeiros transplantes foram devidos ao
pouco ou nenhum conhecimento dos aspectos imunolégicos envolvidos [12].
Somente apds experimentos com transplante de pele em camundongos os
mecanismos de rejeicdo ao enxerto comegaram a ser entendidos, em especial o
sistema imunoldgico adaptativo[14]. A partir do conhecimento e desenvolvimento
de medicamentos que bloqueiam o sistema imune com maior eficacia, houve
aumento de sobrevida do enxerto e do hospedeiro, dando novo impulso ao
transplante. Discutiremos brevemente os mecanismos envolvidos na rejeicado do
enxerto, e no tépico DVE serdo discutidos aspectos especificos relacionados a

génese da vasculopatia.

2.2.1.1 Antigeno Leucocitario Humano

Antigeno Leucocitario Humano (HLA) ou também denominado de Complexo
de Histocompatibilidade Maior (MHC) sao glicoproteinas de superficie celular
polimérficos, divididos em classe | e Il. O primeiro se subdivide em HLA-A,Be C e
o segundo em HLA-DP, DQ e DR. Sao considerados estruturas chaves no
reconhecimento do alloenxerto pelos linfocitos T [15].

As moléculas MHC s&o proteinas de membrana que contém uma fenda
onde se ligam proteinas a serem apresentadas aos linfécitos[16]. Estruturalmente
as moléculas classe | sdo compostas por uma cadeia a ligada de maneira nao
covalente a uma proteina chamada p.-microglobulina. Entre os dominios o4 € ay
se localiza a fenda, e o assoalho desta se liga ao peptideo, apresentando-a ao
linfécito, enquanto as laterais e a porgao superior da fenda se ligam a receptor
linfocitario (CD8). As variagdes polimérficas (que determinam a individualidade)
localizam-se nos dominios o4 € a..

A molécula da classe Il é composta de duas cadeias, a4 e 1 € contém
também residuos polimorficos e formam uma fenda maior. O dominio B2 nao
polimérfico, contém o ponte de ligagao ao receptor CD4 da célula T[16].

A expressao dos genes para MHC sdo codominantes, e a maioria dos

humanos expressa seis diferentes moléculas de cada classe[15, 16]. Os genes
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sdo altamente polimorficos, e € de tal magnitude, que dois individuos na
populacdo em geral ndo apresentam o mesmo conjunto de genes e moléculas do
MHC. Este polimorfismo, apesar de complicador para a compatibilidade doador-
receptor, € importante na preservagao da espécie, pois ndo permite que somente
um patdégeno sucumba toda a populagao[15].

As moléculas MHC classe | podem ser expressas por todas as células do
organismo, fato que nao ocorre com as moléculas classe |l. Estas estao restritas a
células que processam os antigenos, tais como macrofagos/mondécitos, células
dendriticas e células B. A expressao das duas classes podem ser influenciadas
por citocinas, neste caso, granulécitos, fibroblastos, e células T também podem
expressar MHC classe Il [17].

A MHC classe | esta associada a apresentacao de peptideos oriundos da
degradacdo de proteinas produzidas no citosol. Este mecanismo permite
identificar proteinas virais e células tumorais pelo sistema imunolégico (via
endogena) [18].

Na MHC classe Il, as proteinas apresentadas sdo originarias de fora da
célula. Estas sao fagocitadas por células apresentadoras de antigeno (APC),
internalizadas em forma de vesiculas, onde sofrem processo de degradagdo em
peptideos de 13 a 18 aminoacidos. Enquanto isso, no reticulo endoplasmatico
ocorre a sintese do MHC classe |l, através de varias etapas que envolvem a
degradacdo da cadeia invariante, e com o auxilio do HLA-DM, ocorre o
acoplamento do peptideo exdgeno com MHC e, posteriormente, este conjunto é
transportado para a superficie para ser apresentado aos linfocitos (via exégena).
Esta é a principal via de processamento e apresentacdo de aloantigenos no

transplante cardiaco[17].

2.2.1.2 Apresentacgao dos epitopes no transplante cardiaco

Existem duas formas de processamento de antigenos: a via direta e a via

indireta.
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Via direta

Nesta forma a célula T do receptor interage diretamente com o receptor
MHC das APC do doador. O polimorfismo dos receptores MHC de um modo geral
nao altera sua estrutura tridimensional[17], ndo impedindo que o MHC do doador
interaja com receptor do doador, sendo exemplo de ligagdo cruzada [16]. Na via
direta o aloreconhecimento pode ser tanto pelos linfécitos CD4+ assim como
CD8+, ja que os epitopes podem ser apresentados tanto pela classe |, como

classe ll, levando a ativagao subsequente da fase efetora da rejeigéo.

Via indireta
Nesta via as moléculas MHC s&o apresentadas pelas células APC do
recipiente para a célula T (via exdgena). Os epitopes sédo apresentados por

moléculas classe Il, com consequente ativacado das células CD4+ [17].

2.2.1.3 Coestimuladores

Para o reconhecimento dos linfocitos, além da sinalizagcdo através do
complexo MHC, é necessario também a participacdo de coestimuladores, como
exemplo moléculas B7.1 e B7.2 nas células APC ligando a molécula CD28 do
linfocito. A auséncia destes coestimuladores esta associada com redugcdo ou até
mesmo auséncia da resposta imune. No coragao transplantado apresenta maior
expressdao destes coestimuladores, mesmo na auséncia de patdégenos,

provavelmente secundario ao processo de isquemia e reperfusao [14, 19].
2.2.1.4 Linfécito T

Apo6s o reconhecimento do aloenxerto, inicia-se a ativagéo dos linfocitos. A
resposta dos linfécitos T e B sédo similares a resposta convencional a antigenos

proteicos. Os epitopes reconhecidos sao levados ao tecido linféide mais préximo,

onde sao apresentados aos linfocitos imaturos, que iniciam processo de
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proliferacdo clonal e diferenciagdo em células efetoras (processo de
sensibilizagéo).

As moléculas MHC classe | e Il estimulam linfécitos CD8 e CD4
respectivamente. As células T CD8 aloreativas se diferenciam em linfécitos T
citotoxicas (LTC), na qual matam células nucleadas do enxerto que expressam
moléculas MHC classe | alogénica, enquanto as células CD4 T helper diferenciam
em células efetoras produtoras de citocinas que causam dano ao enxerto mediado
por inflamacdo mediado por citocinas, similar a reacao de hipersensibilidade do
tipo tardio[14]. Desta forma, a via de apresentacao direta permite principalmente a
resposta celular via LTC, enquanto a via indireta (via células T helper) pode gerar

resposta tanto celular assim como via humoral.

2.2.2. Vasculopatia do enxerto

O primeiro TC realizado por Christiaan Barnard foi no Sr. Louis
Washkasdky, que sobreviver por somente 18 dias devido a rejeigdo aguda. O
segundo transplante foi realizado no Sr. Philip Blaiberg em 02 de janeiro de 1968,
sobreviveu por dezenove meses e quinze dias, vindo a falecer em 17 de agosto de
1969. Na necropsia realizada por Thompson, este descreveu lesdo ateromatosa
uniforme, difusa e amarela, sendo o primeiro caso descrito de DVE no transplante
cardiaco. Thompson comentou que nenhum ateroma tinha tanta intensidade e
distribuigado tao difusa que ele tenha visto nos seus 40 anos de patologista. Pouco
tempo depois, na Universidade Stanford, foi descrito primeiro caso de infarto
agudo do miocardio pos transplante cardiaco secundario a DVE [20].

A DVE recebe varias outras demoninagcbes, como arteriopatia do
aloenxerto, arteriosclerose acelerada, rejeicao crénica e arteriosclerose associada
ao transplante. DVE é caracterizada por processo difuso de obliteragao da lumen
do vaso, proliferacdo de células musculares lisas, associado com infiltrado de
macrofagos com lipides intra e extracelular, colageno e glicosaminoglicano [11,
13, 21]. Estima-se que em 5 anos 40 a 50% dos pacientes tenham DVE em

estagio mais avancado. Este processo de obliteragdo do vaso acarreta

17



comprometimento do suprimento de sangue para as fibras miocardicas. Devido a
denervagcdo do coragdo transplantado, em geral os pacientes sdo pouco
sintomaticos, ou assintomaticose, e a morte subita pode ser a primeira
manifestacao clinica[11].

O diagndstico precoce permite ajuste no tratamento visando ndao somente
na prevencao como desacelerar a progresséo da DVE. Dentre as medicagdes com
comprovada eficacia estdo uso de estatinas[22, 23] e inibidores da enzima
conversora de angiotensina[13, 24]. A mudanga de imunossupressores para
micofenolato de mofetil e inibidores da mammalian target of rapamicyn (mTOR)
(Sirolimus/Everolimus) também  demonstraram redug¢do na  obstrugcéo

coronarianal13, 25-28].

2.2.2.1 Patologia

A aterosclerose e a DVE guardam algumas semelhangas: sao patologias
que acarretam isquemia miocardica e apresentam algumas semelhangas em sua
fisiopatologia. Assim como no modelo de aterosclerose, a DVE provavelmente
pode ser resposta a uma injuria inicial, que pode ser de natureza imunoldgica ou
nao. Neste modelo, uma injuria endotelial ou perivascular de baixo grau induz uma
resposta tipo hipersensibilidade tardia ineficaz, com dano vascular permanente
[20, 29]. Devido ao aspecto imunoldgico do aloenxerto, a resposta imunoldgica é
mais intensa e difusa do que na aterosclerose. Os achados patoldgicos
corroboram com essa teoria, a infiltracdo inflamatéria € composta principalmente
de linfocitos T e B, células natural killer e macréfagos [29].

Os achados da DVE consistem de espessamento intimal concéntrico que
acomete as coronaria difusamente, tanto no trajeto epicardico assim como
intramural e microcirculagdo, sem acometimento da camada média. A lesdo é
proliferativa, e constituida principalmente por células musculares lisas,
macrofagos, colageno, glicosaminoglicanos e colesterol. Necrose, calcificagéo e
colesterol ndo sdo proeminentes nas fases iniciais da doenga, no entanto com a

evolugao ela pode adquirir caracteristicas que lembram placa ateromatosa [21].
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Além da proliferagdo intimal a oclusdo também pode ser ocasionada pela
trombose da placa[20].

A lesdao miocardica inclui miocitose, vacuolizacdo subendocardica,
indicando lesdo subletal e necrose coagulativa e fibrose. Microinfartos sao
caracteriscos de DVE, e s&o devidos ao acomentimento da microcirculacéo [21].
Microinfartos que podem ser responsaveis por disfungdo do enxerto, mesmo com
coronariografia normal.

O acometimento do sistema venoso € caracteristico da DVE, em geral
observa-se modesto espessamento intimal, que é também observado nas veias

intramiocardicas[20].

2.2.2.2 Fatores de risco

2.2.2.2.1 Mecanismo nao imunolégicos

Fatores ndo imunoldgicos (FNI) foram associados a DVE dentre elas: sexo
feminino, idade> 40 anos do doador, doenga aterosclerética previa do enxerto,
hipertensao, diabetes mellitus, infec¢cado por citomegalovirus, injuria de isquemia e
reperfusdo do coragdo. FNI ndo apresentam a mesma importancia na génese da
DVE, como exercem na doenga aterosclerética (Figura 1 e 2).

Fatores de risco classicos para doencga arterial coronariana sao também
para DVE, apesar da associagdo nao ser tdo evidente como na populacéo geral,
fato que pode ser explicado devido ao tratamento agressivo no pés transplante
mascarando a associacao [30].

A hipertensao arterial (HAS) € comum em pacientes pré e pos-transplante,
podendo ser agravada pelos imunossupressores, como a ciclosporina e corticoide,
e também devido a denervagdo dos receptores de volume cardiaco [30].
Radovancevic e colaboradores realizaram analise retrospectiva em 210 poés
transplantados, e encontraram maior incidéncia de HAS no grupo que apresentou

DVE [31], resultados que contrastam com os achados de Kobashigawa e Caforio
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[32, 33]. Porém independentemente dos achados conflitantes, ndo se questiona a
validade de tratar agressivamente a pressao arterial no pés transplantado.

O papel da dislipidemia tem sido motivo de controvérsias. Analises
epidemiologicas s&o conflitantes quanto o seu impacto no desenvolvimento da
aterosclerose no paciente transplantado[31, 34]. Vale ressaltar o estudo conduzido
por Kobashigawa e colaboradores, no qual randomizou pacientes pos
transplantados para tratamento com pravastatina ou placebo logo apds o
transplante, que demonstrou que além de diminuir a incidéncia de vasculopatia
(6,3% na pravastatina versus 20% no controle), aumentava a sobrevida e diminuia
a incidéncia de rejeicdo com comprometimento hemodinamico [35]. Interessante
neste estudo foi que analise comparando os niveis de colesterol com a
intensidade da vasculopatia ndo apresentou correlacdo, e o autor sugere que
provavelmente o papel anti-inflamatério da estatina tenha sido o responsavel pelos
resultados, e ndo a redugao dos nivel de colesterol.

Em decorréncia da imunossupressao, a infecgao por citomegalovirus (CMV)
€ uma patologia que preocupa no paciente submetido a transplante de 6rgéos
solidos. A incidéncia e mortalidade vém declinando com a profilaxia e uso de
ganciclovir[20]. Koskinen e colaboradores demonstraram que pacientes com maior
lesdo intimal, avaliado através de coronariografia seriada e bidpsia, apresentaram
infeccbes por CMV [36]. Este virus tem caracteristica de infectar células
endoteliais e macréfagos, e ativar o sistema inflamatoério com indu¢do de aumento
de producao de citocinas. A infeccao por CMV per si parece nao ser capaz de
induzir DVE, e sim potencializar a resposta inflamatéria que resultaria na
proliferacdo da intima, como demonstrado em modelo animal, na qual isoenxerto
nao apresentam DVE apés infecgao por CMV [37].

A alta incidéncia de diabetes mellitus, em torno de 15 a 20%, pos-
transplante & multifatorial, e apresenta forte relagdo com o esquema de
imunossupressao, em particular os inibidores de calcineurina e corticoides [30].
Tanto a hiperglicemia, quanto a concentragcdo de insulina, demonstraram em um
estudo que acompanhou 66 pacientes por 05 a 08 anos e com realizacao de IVUS

seriado, a associacdo com pior sobrevida (60 +12% x 92 +5% para glicemia
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<9mmol/L e > 8.9mmol/L respectivamente, p<0,005) e maior proliferagdo intimal
(0,38+0,05 versus 0,22+0,22mm p<0,05) [38]. A diabetes além das alteragdes
glicémicas, altera também o perfil lipidico, aumentando os triglicérides e VLDL, e
diminuindo o HDL que, conforme discutido anteriormente, também estdo
associados com desenvolvimento de DVE.

Na avaliagdo com ultrassom intracoronario (IVUS), observam-se dois picos
de proliferacdo intimal [39]: a primeiro com aproximadamente 01 ano, placa mais
fibrética, e a segunda, mais tardia, placa com aspecto parecido com aterosclerose
coronariana, com conteudo nucleo necrético de colesterol [40]. Schmid e
colaboradores demonstraram em modelos de retransplante cardiaco em
camundongos singénicos, que mecanismo imunoldgicos iniciais s&do importantes
para o inicio da DVE, apesar da eliminagcdo do fator imunoldgico apdés o
retransplante, a DVE continuava progredindo, demonstrando que fatores néao

imunolégicos sao importantes na perpetuagao da proliferagao intimal.

2.2.2.2.1.2. Isquemia e injuria de reperfuséo

A isquemia miocardica nao se refere somente ao tempo de isquemia, que
comega com a retirada do 6rgao até o seu implante no doador, mas também deve-
se levar em conta o status hemodindmico do doador pretransplante, o uso de
inotropicos no doador, a qualidade de preservacao do 6rgao e finalmente a injuria
que pode ocorrer durante a reperfusdo do orgéao [41].

Gaudin e colaboradores realizaram analise retrospectiva de 50 pacientes, a
presenca de isquemia de reperfusao, avaliado através de biopsia endomiocardica,
esteve associada na analise multivariada com desenvolvimento de vasculopatia a
longo prazo (risco relativo (RR) de 2,6, intervalo de confianca de 1.2 a 5.8, p=0,02)
[42]. O seu mecanismo ainda persiste controverso, e a isquemia per se poderia
explicar o desenvolvimento de DVE em modelos singénicos [43].

Shoskes e colaboradores demonstraram em modelo renal em
camundongos, que o clampe unilateral da artéria renal acarretava aumento da

expressao de HLA no 6rgao isquémico, na classe l e classe ll: de3a6e 1,5a 3
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vezes na expressao respectivamente[44]. Além disso, apds isquemia observam-se
aumento da liberagdo de citocinas inflamatérias [45] que levariam a aumento da
rejeicdo humoral e celular [41], e também associado a longo prazo com
desenvolvimento da DVE [46]

2.2.2.3. Fatores imunoldgicos

O comprometimento da Aorta do doador pela DVE até o nivel da sutura,
sem comprometimento da Aorta do receptor, sugere que o desenvolvimento da
DVE esta fortemente ligado ao aspecto imunoldgico[20]. O provavel mecanismo
fisiopatologico se assemelha ao modelo de aterosclerose [29].

A infiltracdo dos linfocitos T em estagios iniciais sugere que estas células
interagem com células endoteliais danificadas e mantem o processo inflamatério
cronico[47, 48]. Além disso estudos em animais demonstram que camundongos
com deficiéncia de linfécito T nao apresentam DVE[49-51]. Os LT CD4,
interleucina 2, interferon y desempenham papel fundamental na fisiopatologia da
DVE [51, 52].

A primeira etapa é reconhecimento do aloenxerto via MHC classe Il. Os
antigenos sao processados nas APC (ex: macrofagos, células dendriticas) para o
linfécito T, inicia a ativagao do fator nuclear-«B (NF-kB), MAP e via calcineurina no
citoplasma, promovendo a transcrigao génica, com producgao de interleucina 2 (IL-
2) e de moléculas que promovem inflamacao[47]. A IL-2 comega a ser secretada
pelos linfocitos a partir de 1 hora apos estimulo inicial. Os linfocitos ativados
também aumentam a capacidade de ligagao a IL-2, com a produgao da cadeia o
do receptor de IL-2, tornando-a ativa (R IL-2A). A IL-2 produzida liga-se
preferencialmente a mesma célula T que a produziu e atua sobre ela. A principal
acao da IL-2 é estimular a proliferacdo clonal de células especificas para um
determinado antigeno. Apds a expanséao clonal ocorre diferenciagdo e conversao
destas células virgens em células efetoras[53].

A IL-2 constitui etapa importante na ativacdo da resposta imune, e a sua

acao pode ser medido indiretamente pelo nivel sérico do receptor de IL-2. Esses
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receptores foram estudos intensamente na década de 90, no intuito de ser um
marcador precoce € menos invasivo (comparado com a biopsia endomiocardica)
de rejeicao celular [54-56], no entanto esses estudos falharam em correlacionar a
ativagao dos receptores de IL-2 com o grau de rejei¢ao vista na biopsia. O que se
observou nestes estudos, foi que o aumento dos receptores de IL-2 correlacionou
com aparecimento da doenca vascular do enxerto[55-57], e este aumento ocorre
ja precocemente no pos transplante cardiaco[56].

Apos a proliferacdo, os linfocitos diferenciam-se em Th1 e inicia-se a
producao de Interferon-y (INF-y). Esta molécula também tem papel importante no
desenvolvimento da DVE [51, 58]. O INF-y é um potente ativador das células NK e
macrofagos. Este por sua vez estimula os LT CD4 e CD8, formando um feedback
positivo na producao de INF-y. Além disso, o INF-y estimula a producdo de
quimiocinas que atraem mais ceélulas inflamatodrias, expressdo de moléculas de
adesao, aumenta a expressao MHC classe | e Il, induz a produgdo de matriz
extracelular e a proliferacdo de células musculares lisas[51]. Estas duas ultimas
sdo responsaveis pelo aumento da intima e obliteragdo lumen arterial observada
na DVE.

2.2.3 Basiliximab

Basiliximab é anticorpo monoclonal quimérico murinho/humano especifico
para o receptor de Interleucina 2 subunidade alfa (IL2-Ra) também conhecido
como antigeno Cluster of Diferentiation 25 (CD25)[59]. Este receptor somente é
expresso em linfécitos ativados, o Basiliximab se liga de forma competitiva ao
CD25.

Basiliximab é de uso intravenoso. A injecdo de 20mg o pico ocorre em 30
min, com concentragao sérica de 7,1 + 5,1 mg/L, e volume de distribui¢do de 8,6 +
4,1L. A meia vida é de 7,2 + 3,2 dias, com clearence de 41 + 10ml/h, idade,
género e peso nédo interferem no seu clearence. O nivel sérico necessario para o

efetivo bloqueio dos IL2-Ra deve estar acima de 0,2ug/ml, a atividade dos
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receptores retorna ao basal em aproximadamente 1-2 semanas. A droga ndo tem
interagdo com outras medicagdes[59, 60].

Linfocitopenia e a sindrome de liberacdo de citocinas sdo complicacdes
observadas em outros tratamentos com anticorpo monoclonal (principalmente
muromonab CD3), no entanto, tais complicagdes ainda ndo foram observados nos
estudos pré clinicos e clinicos da droga. Unico caso de inducéo de reacéo de
hipersensibilidade descrito foi prurido[60].

A terapia de indugao com Basiliximab ndo aumentou a taxa de infecgao poés
transplante, Kahan e colaboradores [61] observaram que a taxa de infecgéo entre
o grupo tratado com Basiliximab e placebe sédo similares (73% e 75%
respectivamente) no seguimento de um ano, e a incidéncia de infecgdo viral
também parecidos, com taxa de infeccdo por citomegalovirus ligeiramente
superior no grupo tratado (16 (9,2%) x 12 (6,9%) pacientes), vale salientar que a
amostra foi pequena para avaliar este tipo de desfecho.

De acordo com a diretriz Americana de Transplante Cardiaco[62], define-se
terapia de inducédo o uso de anticorpos mono ou policlonais imediatamente antes
do transplante cardiaco com a finalidade de diminuir a probabilidade de rejeigao
hiperaguda e aguda em pacientes de alto risco. O Basiliximab atualmente € o
agente mais utilizado na terapia de indugao[63].

Como foi dito acima a inibicdo é de forma competitiva, e ha retorno da
funcado dos receptores com aproximadamente 1-2 semanas[64], o que permite o
retardo do inicio dos imunossupressores por aproximadamente 1 semana. O que €
interessante considerando que o uso precoce dos inibidores de calcineurina (que
sdo nefrotdxicos), poderia agravar a fungado renal dos pacientes submetidos a
transplante cardiaco. A diretriz brasileira de transplante recomenda que os
pacientes com idade avangada, taxa de filtracdo glomerular < 40 ml/min/1,73m?,
diabetes, hipertenséo, e disfuncao renal prévia seriam o grupo de pacientes que
se beneficiariam deste retardo[11].

O Basiliximab reduz o numero circulante de linfécitos T que expressa o
receptor IL-2 ativado, sem reducao dos niveis totais de linfécitos. O bloqueio dos

do RIL-2A evita a proliferagdo clonal destas células, sem interferir na proliferagcao
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mononuclear[64]. Estudos demonstram que esta especificidade esta relacionada
com menor incidéncia de doenga linfoproliferativa a longo prazo[62].

Apesar de bloquear somente uma via da ativacdo linfocitaria, estudos
demonstram que ndo ha prejuizo na indugdo da imunossupressao, com bons
resultados clinicos[60, 64]. No estudo clinico SIMCOR, Basiliximab foi comparado
com OKT3 e apresentou numero de rejeicdes comprovadas por biopsia
semelhantes nos dois grupos (p=0,91) no seguimento de um ano, em
contrapartida os paciente que tomaram OKT3 tiveram mais complicacbes
relacionadas a droga: 1. Evento diretamente relacionado com a medicacéo
(edema pulmonar, sindrome de liberagao de citocinas) (82% x 10,4%, p<0,0001);
2. Maiores taxas de infecgéo (76,5% x 56,3%, p=0,007); 3. Morte (18% x 6%;
p=0,15). A conclusao dos autores é que o Basiliximab era mais segura e melhor
tolerada que o OKT3, sem prejuizo da eficacia.[65]

Aguero e colaboradores compararam varios esquemas de indugdo em
unico centro, também demonstraram que o esquema com inibidores da IL2 eram
seguros e eficazes e com menos efeitos adversos, neste estudo ao contrario do
SIMCOR, a infecgdo além de ser maior nos grupos que receberam OKT3, tiveram
impacto significativo na mortalidade apds 1 ano de acompanhamento (82% x 95%,
p=0,011)[66].

Vale ressaltar que além de induzir a imunossupressao, os pacientes que
apresentam quadro de rejeicdo aguda, no grupo tratado com Basiliximab a
resisténcia ao curso de corticoide foi menor (10% x 23%, p<0,001) nos primeiros
12 meses [67]. Este beneficio ndo se mantem no seguimento a longo prazo[68].
No entanto, no seguimento de 10 anos, Koch e colaboradores ndo observaram
aumento da incidéncia da taxa de neoplasia [68], efeito que pode ocorrer com as

outras formas de terapia de indugao, em especial OKT3 e anticorpo policlonal[65].
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3. SUPLEMENTO

3.1. ARTIGO

Reduced Progression of Graft Vasculopathy with Routine

Use of Induction Therapy with Basiliximab

Introduction: Cardiac allograft vasculopathy (CAV) is a major limitation of long-
term survival of patients undergoing cardiac transplantation (HT). Some
immunosuppressants reduce the appearance of CAV. This study evaluated the

impact of induction therapy with Basiliximab on the onset of CAV.

Objectives: The primary objective was to evaluate the variation of the volumetric
growth of the intimal layer measured by intracoronary ultrasound (IVUS) after one
year; the group that received basiliximab was compared to a control group. The

secondary objective was to evaluate the remodeling of the vessel lumen volume.

Methods: The patients were included from 2007 through 2009 retrospectively in a
single center. Evaluations were performed with IVUS, measuring the volume of a
coronary segment within the first 30 days and 1 year after HT. The volume
measurement was calculated via the following parameters: vessel volume
(bounded by external elastic lamina), intimal and lumen. Vasculopathy was

characterized by the volume of the intima of the vessel.

Results: 13 patients were included (7 in group basiliximab and 6 in control). With
IVUS assessment, the control group was found to have greater vessel volume
(131.32 to 127.77 mm? x 120 to 185.43 mm>; P = 0.051). The growth of the intimal
layer (graft vascular disease) was also higher in control group (Basiliximab: 20.23
to 26.69 mm® (A 33%) Control: 27.30 to 49.15 mm?® (A 80%); P = 0.015). With
univariate regression, plaque volume, prior atherosclerosis of the donor was not

related to the growth of the intima (r = 0.15; P = 0.96), whereas the positive
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remodeling was directly proportional to volumetric growth of the intima (r = 0.85; P
< 0.001).

Conclusion: In our study, routine induction therapy with basiliximab was

associated with reduced growth of the intima of the vessel the first year after

cardiac transplantation.
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INTRODUCTION

With the increased survival in heart transplantation (HT), mainly due to
improved immunosuppression, late complications, including cardiac allograft
vasculopathy (CAV) [1], became more incident. CAV is characterized by
progressive obliteration of vessels due to intimal proliferation and is considered a
major cause of graft dysfunction after the first year of HT and the second most
common cause of long-term death [2].

Lymphocytes play an important role in both acute and chronic graft rejection.
The immunological and non-immunological factors implicated in the pathogenesis
of CAV, converge by activating T lymphocytes (TL) [3, 4]. In animal models in
which these cells were blocked did not develop vasculopathy [5, 6]. So, blocking of
T lymphocytes has been the subject of other therapies for the prevention of CAV
[71.

Basiliximab is a chimeric antibody receptor antagonist of interleukin 2 (IL2),
and is indicated in induction therapy for patients at high risk of rejection after organ
transplantation [8]. IL2 is a potent immunomodulator, playing an important role in
the activation, maintenance of the immune response and lymphocyte proliferation
[9]; furthermore, it is a key step in the development of acute rejection [10]. The
blockage of TL proliferation and reduced acute rejection can delay the onset of
CAV [11]. The aim of this study was to determine whether the blockage of IL2
(basiliximab), early in transplantation, was superior to control group in decreasing
the growth of the vessel intima during the one year of follow-up.

METHODS
We conducted a retrospective analysis of the database from a single center,
including patients who were submitted to HT from September 2007 through March
2010. The patients were separated in two groups according to the induction
therapy: basiliximab (Simulect®; Novartis, New Jersey, USA)- Group 1 or no
induction therapy — Group 2. In our institution the use of basiliximab became

routine in July 2008; therefore, a comparison was made to a series of cases before
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and after this period. In this prior period, there was no difference regarding the
surgical technique, preservation, or other adjuvant medications. We included only
patients who had clinical and ultrasound follow-up for at least one year. We
excluded from analysis patients who did not comply with IVUS follow-up or whose

images in the database were inadequate to allow such analysis.

Endpoints

The primary objective was to compare the two groups in regard to
volumetric growth of the intimal layer measured by IVUS after one year. The
secondary objective was to evaluate the remodeling of the vessel and lumen

volume and donor atherosclerosis.

Immunosupression protocol

Immunosuppression was performed in Group 1 with basiliximab at a dose of
20 mg IV, together with methylprednisolone 500 mg in 3 daily doses and
mycophenolate sodium (MS) 150 mg in two doses on the day of transplantation; on
the fifth day, another dose of basiliximab 20 mg IV was administered; on that day,
therapy with cyclosporine was begun. In Group 2, immunosuppression was
conducted with methylprednisolone and MS at the same dosage; in addition,

cyclosporin was started on the third day after transplantation at the same dosage.

Evaluation of vasculopathy

As part of the HT protocol, patients are routinely evaluated with angiography
and intracoronary ultrasound (IVUS) — this is performed only at left anterior
descending (LAD). This evaluation is performed 30 days after heart transplantation
and then repeated annually.

Coronary angiography and intracoronary ultrasound were performed
concurrently with an endomyocardial biopsy. To perform the procedure, a 6F
introducer was introduced into the femoral artery, followed by catheterization of the
left coronary artery. Unfractionated heparin (100 1U/kg) was instilled intravenously

together with an intracoronary dose of isosorbide mononitrate (10mg). The
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ultrasound examination was performed with an Atlantis® catheter (Boston
Scientific Scimed Inc., Maple Grove, Minn.) and a 4.3 Fr catheter with a 40 MHz
transducer. The IVUS catheter was positioned in the distal LAD; automatic pullback
was performed with a velocity of 1mm/seg and an acquisition rate of 30
frames/sec. The images were stored on a compact disk and analyzed using ILab®

software (Boston Scientific Scimed Inc.).

IVUS Analysis

To provide monitoring of the same segment, a 10 mm segment was
selected just after the output of the first diagonal (Figure 1). Segment analysis was
methodologically validated in a similar manner as previously described [12, 13].
Analysis was performed on the first CT slice after the departure of the diagonal
branch, marking the beginning of the segment; then an image is evaluated every
30 cuts (1 mm interval between analyses), until 10 segment images (10mm) are
completed. The analysis consists of a manual outlining of the lumen and external
elastic membrane (EEM), calculating the lumen area, and calculating the EEM
area; measurements were performed as standardized by the American College of
Cardiology / European Society of Cardiology [14]. The intimal area was calculated
by subtracting the area of the luminal minus EEM. To calculate the volume of the
vessel lumen and intima was carried out using the method as described by
Simpson[12]. The volume percent was calculated according the following formula:

{= (EEM area - lumen area) / = EEem area x 100.

Statistical Analysis

Continuous data were expressed as median plus the 25" and 75"
percentiles. Categorical data were expressed as absolute numbers. For evaluation
of differences of continuous data, we used the Mann-Whitney test and logistic
regression models. For categorical data the differences were evaluated using
Fisher's exact test. P < 0.05 was considered to be statistically significant. Analysis

were performed with SPSS 12.0 software.
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Results

We evaluated 13 patients, where 7 received basiliximab (Group 1) and 6 did
not (Group 2). Demographic data are listed in Table 1. The patients were
predominantly male (n = 10); the median age was 55 years for Group 1, and 47.5
years for Group 2. Three patients in the control group developed acute renal failure
in the postoperative period, characterized by a serum creatinine > 1.5 mg / dL; no
patients in the group treated with basiliximab developed this complication. The
levels of total cholesterol, triglycerides, and angiotensin receptors were similar (P =
NS); creatinine levels were somewhat higher in the control group. The use of
inhibitors and statins was also higher in Group 1. Only one patient in Group 1 and
two in Group 2 received everolimus / sirolimus during follow-up. However, all
patients received mycophenolate sodium. No patient had a diagnosis of
cytomegalovirus confirmed by serology. The number of rejection episodes was
similar in both groups. Two patients in Group 1 and three in Group 2 underwent a
biopsy with 2R; they required hospitalization and underwent pulse therapy with
intravenous corticosteroids.

Coronary angiography performed during the first year following heart
transplantation did not detect the presence of significant vascular disease (CAV),
based on the new classification of IHLST [15]. The data measured by IVUS are
presented in Table 1. In Group 2, vessel volume (delimited by MES) exhibited
positive remodeling (increase in volume growth of 49.39 mm3); In Group 1 the
effect was reversed (negative remodeling: - 4.17 mm?®), with a trend toward
statistical significance (P = 0.051). The findings were similar in regard to luminal
volume (-11.53 x 17.3 mm® P = 0.051). Regarding the intimal layer (plate), a
higher rate of growth occurred in Group 2 (baseline value: 27.3 mm?; Group 2:
49.15 mm?®; Group 1: 20.23 to 26.69 mm?; P = 0.015 (Figure 2).

In logistic regression analysis assessment (graphic 2), previous donor
atherosclerosis was not associated with increase growth of the intima (r = 0.15; P =
0.96). A positive remodeling (increase in EEM) was associated with a greater

increase in intimal volume (r = 0.85; P < 0.001).
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Table 1. Demographics

Group 1 (n=7) Group 2 (n = 6) P value
Male sex (n) 4 6 N.S.
Age 55 [40-65] 47.5 [40-59] N.S.
Diabetes mellitus 3 2 N.S.
Renal failure after 0 3 N.S.
transplantation
Rejection 6 6 N.S.
Biopsy (during first
year after
transplantation)
OR 2 1 N.S.
1R 3 2 N.S.
2R 2 3 N.S.
Coronary angiography*
ISHLT CAVo 7 6 N.S.
Total cholesterol 229 [179-243] 180[152-249] N.S.
(mg/dL)
Triglycerides (mg/dL) 223 [176-450] 150 [129.2-232] N.S.
HDL (md/dL) 48 [36-52] 38 [28-44] N.S.
Glucose 85 [83-98] 93 [82-105] N.S.
Creatinin 1.2 [1.2-1,4] 1.6 [1.4;-1.6] N.S.
Imunossupressor N.S.
Prednisone 6 5 N.S.
Micophenolate sodium 7 6 N.S.
Cyclosporin 6 5 N.S.
Everolimus/rapamicin 1 2 N.S.
Other medications
Statin 4 1 N.S.
Angiotensin converting 6 4 N.S.
enzyme inhibitor
Insulin 0 1 N.S.
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Table 2. Analysis of Volumes Obtained with Intracoronary Ultrasound

Vessel Vessel after Lumen Lumen after Intima Intima after
Previous previous previous
Basiliximab 131.32 127.77 113.22 99.23 20.23 26.69
[101.69;202,06] [110.39;174,05] [82.67;144,70] [87.86;123,36] [9.65;29,11] [14.65;39,24]
Control 120.77 185.43 103.31 134.96 27.30 4915

[111.92;191,57]

[142.23;229,76]

[86.52;149,16]

[105.50;158,79]

[13.65:42,41]

[39.76:82,89]

Figure 1. Analysis of the volume change after a year of transplant. A: Variation of the vessel. B:

Variation of the lumen. C: Variations of the intima.A
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Figure 2. Growth of plaque volume in patients undergoing induction therapy basiliximab.
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Figure 3. Plaque volume in patients with no induction therapy.
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Figure 4. A. Vessel growth according to intimal growth. B. Impact of previous plaque atherosclerosis
in CAV growth.
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Discussion

This study revealed the following findings: (1) The use of induction therapy
with basiliximab was associated with less intimal tissue growth in the first year after
heart transplantation; (2) In the control group, we observed a greater positive
remodeling, which was probably related to increased intimal growth observed in
this group; (3) With logistic regression analysis, vessel growth was proportional to
the increase of the plaque regardless of induction therapy; (4) Atherosclerosis of
the donor was not associated with higher growth of the intima.

Graft vascular disease begins with endothelial injury, followed by a repair
process, cell proliferation, and accumulation of an extracellular matrix [3, 7,16,17].
The degree of organ preservation, ischemia / reperfusion injury, and acute
rejection, viral infection (particularly cytomegalovirus) are cited as the main non-
immunological factors that affect the endothelium in the first year. In response to
injury, endothelial cells express cell adhesion molecules (VCAM, ICAM, and
selectins); furthermore, there is recruitment of inflammatory cells and release of
proinfammatory cytokines. This results in a vicious circle with chronic
inflammation, culminating in the obliteration of the lumen [18-21].

The growth inhibition by basiliximab, which exhibits its action four to six
weeks after infusion [10], reinforces the relationship of early recruitment of LT to
the appearance of CAV [7]. Tori [22] and Young [23] observed that the infiltration
and activation of LT in the first days after HT are already sufficient for the
appearance of CAV. The specific activation pathway of MHC Il and proliferation of
Th1 lymphocytes are considered to be the primary route of CAV formation [16].
Blocking various parts of this pathway has been proven effective in reducing the
appearance of CAV4 [24]. IL-2 also plays a major role in the activation pathway of
lymphocytes Th1 [25]; this could explain the benefit of the use of basiliximab in the
first weeks after heart transplant to interrupt the cycle of injury and repair; thus,
preventing the chronic inflammatory process.

The reduction of intimal growth induction therapy is not a new finding
[26,27]. Zhang et al. [26] observed that induction therapy with antithymocyte
antibody (ATG) delays the onset of CAV; however, the effect did not translate into
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increased long-term survival. In addition, a higher incidence of cancer is observed
in the group treated with ATG; this may explain the higher late mortality rate in this
group. Long-term follow-up is indicated to determine the benefit and/or clinical
harm of this therapy. As basiliximab is not associated with increased infection or
neoplasia [10,28], we expect a clinical benefit.

In the global registry of the International Society of Heart and Lung
Transplantation, the use of basiliximab for induction therapy had a neutral effect on
CAV (RR: 1.16; CI: 0.99 to 1.37); however, CAV increased with OKT3 incidence
(RR:1.17; P =0.038) [2]. This effect is probably due to selection bias. Patients with
a higher risk of acute rejection in post-transplant and those who have higher levels
of a reactor panel of antibodies (PRA) are at greatest risk of developing CAV
[29,30]. Another example of selection bias occurs with induction therapy, correlates
with IL-2 receptor antagonists and a risk of renal dysfunction, this medication is
indicated for patients at high risk for renal failure after transplantation [31].

As in atherosclerosis [32], we observed positive remodeling to
accommodate the increase of the intima; thus, avoiding involvement of the arterial
lumen. In previous studies, most intimal tissue growth and positive remodeling
occurred during the first year post heart transplantation [33,36]. From the second
year onward, despite a lower growth of the intima, there is greater involvement of
the arterial lumen due to negative vessel remodeling [33]. We found a variation of
the natural history of the process in the group treated with basiliximab. We also
found a slight decrease in vessel remodeling and luminal volume reduction;
however, to date, we do not know how it will progress following the second year.

In our institution, induction therapy with basiliximab is routinely performed,
with the goal of delaying the onset of caucineurin inhibitors and minimizing the
nephrotoxic effects of cyclosporin [31,37]. Candidates for heart transplantation
have a high prevalence of renal dysfunction; furthermore, after cardiac
transplantation, renal function may deteriorate, particularly because of the use of
nephrotoxic drugs, low cardiac output, and impaired cardiopulmonary bypass.

Moreover, acute renal failure is associated with a poor outcome [2].
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Due to low sensitivity of coronary angiography in detecting early CAV, IVUS
use in our institution is used for CAV research because its high sensitivity and
specificity provides an earlier diagnosis of CAV [15,38]. Clinically, IVUS has a good
correlation with angiography; thus, it is a good prognostic tool [39]. Some evidence
exists that early diagnosis of CAV, together with the adjustment of
immunosuppressive therapy is associated with growth control; furthermore, some
studies have reported of regression of CAV [24,40,41]. The volumetric
measurement of the plate by IVUS has been previously validated by experimental
[12] and clinical [10] studies. This methodology has a strong correlation with
histomorphometry; it is a robust method and requires a smaller sample to
demonstrate the effectiveness of strategies that have an impact in reducing the
intima [12].

The major limitation of this study is its small sample size and retrospective
nature. Thus, a prospective, multicenter, randomized study with a larger sample
size, which extends clinical follow-up to assess the long-term benefit, is indicated.
Furthermore, our control group had greater plaque volume, probably due to
atherosclerosis of the donor; this may have affected the outcome, as suggested by
a recent study by Yamasaki et al. [42]. However, in our study, plaque volume did
not correlate with higher growth of the intima (r = 024; P = 0.94); this finding was

consistent with previous studies [43,44].

Conclusion
In this retrospective analysis, induction therapy with basiliximab was associated
with less volumetric growth of intimal tissue (graft vasculopathy) in the first year

after heart transplantation.
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3.2 Material suplementar

1. METODO

Para a realizagao deste estudo, seguir-se-a a Declaragdo de Helsinki, que
da recomendagdes a pesquisa biomédica que envolve humanos como objetos de
estudo. Este trabalho foi submetido & analise do Comité de Etica em Pesquisa
com Humanos (CEPH) da PUC-PR.

Delineamento da pesquisa

Sera realizado estudo coorte retrospectivo com pacientes submetidos a
transplante cardiaco no estabelecimento de saude Irmandade da Santa Casa de
Misericérdia de Curitiba no periodo de 2007 a 2011. Estes pacientes sao
normalmente submetidos por protocolo de acompanhamento e rastreamento de
vasculopatia do enxerto com exames de ultrassom intracoronario. Para realizagao
do estudo, os pacientes serdo separados em dois grupos. Grupo 1: Pacientes que
receberam indu¢cdo com Basiliximab, Grupo 2: controle, estes nao receberam
nenhuma terapia de inducdo. O Basiliximab foi introduzido na instituigdo em abril
de 2008, e é usado desde entdo como rotina para todos os pacientes. O estudo
sera uma comparacao de uma série de casos antes de abril de 2008 versus apos
esse periodo. Com excegdo do Basiliximab, ndo houve nenhuma mudanga no
protocolo do transplante cardiaco.

O ultrassom intracoronario (IVUS) foi realizado no pds-operatorio de
transplante cardiaco no periodo de 7 a 30 dias (para detectar doenga do doador e
diferenciar aterosclerose que tem curso mais benigno no transplante) [69];
posteriormente o IVUS é realizado anualmente. O atual projeto tem como
finalidade comparar as imagens do IVUS no momento imediato ao transplante
com imagens de 1 ano apos o transplante cardiaco, avaliando a histéria natural da
progressao da vasculopatia, e o impacto do bloqueio destes receptores nesse
crescimento.

Devido a gravidade da doencga, rotineiramente no pos transplante cardiaco

a DVE ¢ investigada. No servico da Santa Casa de Curitiba os pacientes sao
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investigados com realizagdo de ultrassonografia coronariana (IVUS), método com
alta sensibilidade e especificidade no diagnéstico da DVE[70] este método ja foi

extensamente validado com valor diagnético e prognéstico[70-74].

Transplante L| 7-30dias J lano
Cardiaco IVUS basal IVUS pos

Critérios de inclusao

* Todos os paciente submetidos a transplante cardiaco, que foram
submetidos a avaliacdo com IVUS, no pods transplante cardiaco
imediato e que tenham realizado controle anual com IVUS;

* Paciente com acompanhamento clinico de pelo menos 01 anos pos

transplante cardiaco;

Critérios de exclusdo

* Imagens do ultrassom inadequados para avaliagéo;

2.lVUS

Para o estudo ultrassonografico foi utilizado o cateter de ultra-som Atlantis®
(Boston Scientific) com as seguintes caracteristicas: emissor de ultra-som de
40MHZ, 3,5 French de diametro. Para o procedimento foi administrado 200 ug de
nitroglicerina na coronaria a ser estudada. Com auxilio de fio guia 0,014 polegadas
de espessura foi posicionado o cateter de ultra-som a 50mm do 6stio da coronaria
(Figura 1). Apds o posicionamento do cateter, este foi conectado no sistema de
recuo automatico com velocidade de 1Tmm/seg com aquisicdo de imagem a 30
quadros/seg, com essa técnica permiti calcular o volume e a extensdo da
vasculopatia, conforme demonstrado por Nissen e colaboradores[75]. O tempo

médio de aquisicdo de imagens é de 3 minutos.
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Figura 01. O cateter de IVUS ¢é posicionado no segmento distal, e a captura da imagem se

realizard do segmento distal em diregdo ao 6stio da coronaria.

' F

ARTERIA DESCENDENTE ANTERIOR

Os filmes resultantes dos exames IVUS foram armazenados em disco de
CD® em formato DICOM® e arquivados no servigco de hemodinamica CDCV da

Irmandade da Santa Casa de Misericérdia de Curitiba.

3. SEGMENTO A SER ANALISADO

Para se obter o acompanhamento do mesmo local, sera escolhido o
segmento de 10mm logo apos a saida da primeira diagonal (como demonstrado
na figura 3). Para analise do segmento sera empregada a metodologia validada
em estudos prévios[76, 77]. O primeiro corte tomografico apés a saida do ramo
diagonal marca o inicio do segmento. Posteriormente é feita analise a cada 30
cortes (espago de 1mm entre as analises) até ter completado 10 imagens do

segmento (10mm).
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Figura 2. Segmento a ser analisado no IVUS. Acima imagem da artéria descendente anterior no

periodo de 30 dias pos transplante cardiaco, abaixo controle de 01 ano pds transplante cardiaco.

- |||||||| 5

4. ANALISE DAS IMAGENS DO IVUS

As imagens serao submetidas a medi¢cédo da area do vaso realizado a partir
do delineamento da lamina elastica externa (area da EEM), area luminal a partir
do delineamento do lumen (Figura 03). O calculo da area sera realizado por
planimetria. A partir da medi¢cdo destas areas s&o realizados o0s seguintes

calculos:
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Area da hiperplasia: area da EEM — area luminal;

A porcentagem da obstrugéo: % = area da EEM — area luminal X 100
Area da EEM

Figura 03. A. Imagem da placa vista ao IVUS. B. Delineamento da membrana elastica externa com

a medida de sua area. C. Delineamento do limen com sua respectiva area. D. Area do ateroma

que consiste na diferenca da area da EEM menos a area luminal.

Apos a realizagdo do calculo de cada corte tomografico realizado
pelo ultrassom, é realizado o calculo do volume da placa aterosclerética baseado

nas seguintes formulas, baseado no método de Simpson:

Volume da placa aterosclerdtica: = (area EEM — area luminal)

% Volume da placa aterosclerdtica: X (area EEM — area luminal) X 100

> area EEM

5. ANALISE ESTATIiSTICA

Para dados continuos serdo realizados: a média e o desvio padrdao com
intervalo de confianga. O teste t de student sera utilizado para comparacdo das
médias de variaveis continuas com distribuicdo normal. Quando a variavel nao
obedecer a distribuicdo Gaussiana, testes ndo paramétricos serao aplicados. Para
comparacao entre as proporcdes, aplicar-se-a o teste do qui-quadrado. A

correlacédo entre as variaveis continuas sera determinada pelo teste T de student
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pareado (ou Wilcoxon quando a distribuicdo n&o for normal). Determinar-se-a

como estatisticamente significativo os valores de p<0,05.
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4. CONSIDERAGOES FINAIS

A grande limitagdo deste estudo foi 0 pequeno numero de pacientes, além
de ser uma analise retrospectiva de uma série de pacientes. Fato que poderia ser
corrigido somente com a realizagdo de estudo prospectivo e multicéntrico, ja que
nao sao muitos os pacientes disponiveis para realizacao deste tipo de estudo.

A pespectiva deste estudo, primeiramente, € de estimular a realizagéo de
estudo posteriores com os medicamentos utilizados na terapia de inducdo. O uso
rotineiro de Basiliximab no transoperatoério para evitar complicagées imunolégicas
e possivelmente renais (agudas), pode prevenir complicagdes tardias que limitam

a sobrevida do paciente transplantado.
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5. CONCLUSOES

Nesta analise retrospectiva, o uso rotineiro de Basiliximab associou com
reducdo do crescimento da intima, no acompanhamento com ultrassom
intracoronario no primeiro ano pés transplante cardiaco.

Observamos que a presenca de aterosclerose prévia nao foi associada com
maior risco de desenvolvimento de doenga vascular do enxerto no periodo

acompanhado.
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7. PROTOCOLO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO PARANA
Niicleo de Bioética
Comité de Etica em Pesquisa
Ciéncia com Consciéncia

PUCPR
PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROTOCOLO DE PESQUISA

Parecer N© 0005154/11 Protocolo CEP N°¢ 6182
Titulo do projeto Impacto da terapia de indugdo com Basiliximab no desenvolvimento da vasculopatia do Grupo
enxerto 1
Protocolo CONEP 1322.0.000.084-11 Pesquisador responsavel Ricardo Wang
Instituicdo Irmandade Santa Casa de Misericérida de Curitiba
Objetivos

OBIETIVO(S) GERAL(IS)
Avaliar o impacto do crescimento da intima (doenca vascular do enxerto), medido pelo volume da camada intimal pelo ult
intracoronario (IVUS), com uso de inibidor do receptor de interleucina 2.

OBJETIVO(S) ESPECIFICO(S)
Correlacionar o uso de Basiliximab com perfil imunoldgico medido através do painel reator. Correlacionar dados clinicos e demogréficos com
vasculopatia.

Comentiarios e consideracoes

Estudo retrospectivo em prontuarios de até 12 pacientes que foram submetidos a transplante cardiaco no periodo de 2007 a 2011
realizacdo do estudo, os pacientes serdo separados em dois grupos. Pacientes que receberam indugdo com Basiliximab e o Grupo 2: controle,
estdo ndo receberam nenhuma terapia de indugdo (anterior a 04/2008).

O atual projeto tem como finalidade em comparar as imagens do IVUS no momento imediato ao transplante com imagens de ano z00s o
transplante cardiaco, avaliando a histéria natural da progressdo da vasculopatia, e o impacto do bloqueio destes receptores nesse
crescimento.

Sera analisado o banco de dados do servico de transplante cardiaco da Santa Casa de Curitiba, no periodo compreendido entre janeiro de
2007 a janeiro de 2011.

Critérios de inclusdo

» Todos os paciente submetidos a transplante cardiaco, que foram submetidos a avaliagdo com IVUS, no pés transplante cardizco imediato e
que tenham realizado controle anual com IVUS;

e Paciente com acompanhamento clinico de pelo menos 01 anos pds transplante cardiaco;

Critérios de exclusdo
e Imagens do ultrassom inadequados para avaliagdo;

Termo de consentimento livte e esclarecido e/ou Termo de compromisso para uso de dados.

O TCLE ndo se aplica por utilizar banco de dados.
Termo de utilizagdo de banco de dados estd em conformidade com a resolugdo CNS/CONEP.

Conclusdes

O estudo utiliza apenas prontudrios, desta forma, com a documentacdo anexa, atende aos requisitos de pesquisa com seres humanos da
resolugdo 196/96.

Devido ao exposto, o Comité de Ftica em Pesquisa da PUCPR, de acordo com as exigéncias das Resolugdes Nacionais 196/96 e demais
relacionadas a pesquisas envolvendo seres humanos, em reunido realizada no dia: 29/06/2011, manifesta-se por considerar o projeto
Aprovado.
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arecer N© 0005154/11 Protocolo C=F
Titulo do projeto Impacto da terapia de inducdo com Basiliximab no desenvolvimento da vasculopatia do
enxerto
Protocolo CONEP 1322.0.000.084-11 Pesquisador respo
Instituicdo Irmandade Santa Casa de Misericérida de Curitiba

¥y

Ricardo Wang

Situagdo Aprovado

Lembramos aos senhores pesquisadores que, no cumprimento da Resolucio 196/96, o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) d=
relatérios anuais sobre o andamento do estudo, bem como a qualquer tempo e a critério do pesquisador nos casos de relevanc
envio dos relatos de eventos adversos, para conhecimento deste Comité. Salientamos ainda, a necessidade de relatério completo
estudo.

Eventuais modificagBes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP-PUCPR de forma clara e sucinta, identificandc = —=—= -
protocolo a ser modificado e as suas justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituigSes, cabe ao pesquisador ndo inicid-la antes de receber a autorizacs
a sua realizagdo. O documento que autoriza o inicio da pesquisa deve ser carimbado e assinado pelo responsével da instituicio
mantido em poder do pesquisador responsavel, podendo ser requerido por este CEP em qualquer tempo.

Curitiba, 29 de Junho de 2011.

-

Prof. MSc. Naim Akel Filho
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
PUC PR

56



