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RESUMO
Campos Salazar, A.B. Polimorfismos em genes envolvidos na farmacodinadmica
de tacrolimo e everolimo e sua relacdo com a resposta ao tratamento
imunossupressor, em receptores de transplante renal. 2017. 129p. Dissertacao
(Mestrado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sao
Paulo, 2017.

O monitoramento de imunossupressores, como o0s inibidores de calcineurina ou de
MTOR, é essencial para evitar desfechos clinicos desfavoraveis, em receptores de
transplante renal. Polimorfismos em genes envolvidos na farmacocinética tém sido
associados com variabilidade na resposta a imunossupressores, porém o papel de
polimorfismos em genes envolvidos na farmacodinamica € pouco conhecido. O
objetivo deste estudo foi investigar a influéncia de polimorfismos de MTOR,
PPP3CA, FKBP1A, FKBP2 e FOXP3, genes envolvidos na farmacodindmica de
imunossupressores, sobre a resposta clinica a tacrolimo e everolimo, em receptores
de transplante renal. Foram incluidos 269 pacientes do ensaio clinico original
(NCT01354301), realizado no Hospital do Rim e Hipertensdo da UNIFESP, e
randomizados em trés esquemas imunossupressores: tacrolimo 0,05 mg/kg/dia com
everolimo 1,5 mg/dia (TAC5/EVR); tacrolimo 0,1 mg/kg/dia com everolimo 1,5 mg/dia
(TAC10/EVR); e tacrolimo 0,1 mg/kg/dia com micofenolato de sédio (TAC10/MFS).
Foram coletados dados clinicos e laboratoriais, tais como o monitoramento de
imunossupressores e desfechos de eficacia de seguranca. Os polimorfismos nos
genes MTOR (c.4731G>A, ¢.1437T>C, ¢.2997C>T); PPP3CA (c.249G>A); FKBP1A
(n.259+243936T>C); FBKP2 (c.-2110G>T) e FOXP3 (c.-23+2882A>C, c.-22-
902A>G) foram analisados por PCR em tempo real. As frequéncias alélicas dos
polimorfismos estudados foram similares as da populacdo global do projeto
1000genomes. O tratamento com everolimo e tacrolimo em maior dose
(TAC10/EVR) foi associado com menor taxa de filtracdo glomerular estimada (TFGe)
e maior creatinina sérica. Enquanto que o tratamento com tacrolimo e micofenolato
de sodio (TAC10/MFS) foi associado com maior numero de episodios de infeccéo
por citomegalovirus, no 1° ano pos-transplante. Com relacdo aos desfechos de
eficacia, os portadores do gendtipo CC de MTOR ¢.1437T>C e FOXP3 c-
23+2882A>C apresentaram maiores concentracdes de creatinina sérica, no 12° més
(p<0,05). O polimorfismo FOXP3 c.-23+2882A>C foi associado com maior



probabilidade de creatinina sérica aumentada (OR=1,75; 1C95%=1,07-2,86;
p=0,025). Os resultados da andlise de regressédo logistica mostraram que o alelo
MTOR ¢.4731G (gendtipos AG+GG) foi associado com maior risco de rejeicéo
aguda (OR=3,37; 1C95%=1,10-10,30; p=0,033). Os portadores do alelo c.4731G
apresentaram maior incidéncia cumulativa de episédios de rejeicdo, no 1° ano pos-
transplante. Com relacdo aos desfechos de seguranca, a variante FKBP2 c.-
2110G>T (genotipo GG) foi associada com maior risco de leucopenia (OR=7,10;
IC95%=1,81-27,87; p=0,025). O polimorfismo FKBP1A n.259+24936T>C (alelo C) foi
associado com maior risco de constipacédo (OR=2,52; 1C95%=1,13 — 5,61; p=0,024),
enquanto que os polimorfismos FOXP3 c.-22-902A>G (alelo A) e c.-23+2882A>C
(alelo A) foram associados, respectivamente, com maior risco de epigastralgia
(OR=2,15; 1C95%=1,01-4,56; p=0,047) e nauseas elou vdmitos (OR=2,38;
IC95%=1,05-5,38; p=0,038). O risco de apresentar dislipidemia foi maior nos
portadores dos gendtipos FKBP2 ¢.-21110GG (OR=1,92; 1C95%=1,01-3,69;
p=0,049) e FOXP3 c.-22-902GG (OR=2,06; 1C95%=1,08-3,92; p=0,028). Em
conclusdo, os polimorfismos de genes MTOR, FKBP1lA, FKBP2 e FOXP3
influenciam na funcéo renal do enxerto e estdo associados com risco de rejeicéo

aguda e de eventos adversos, em receptores de transplante renal.

Palavras-chave: transplante renal, imunossupressores, farmacogenética.



ABSTRACT

Campos Salazar, A.B. Polymorphisms in pharmacodynamics-related genes of
tacrolimus and everolimus and their relationship with the response to
immunosuppressant treatment, in kidney transplant recipients. 2017. 129p.
Dissertacdo (mestrado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de
Séo Paulo, S&o Paulo, 2017.

The monitoring of immunosuppressive drugs, such as calcineurin and mTOR
inhibitors, is essential to avoid undesirable kidney transplant outcomes.
Polymorphisms in pharmacokinetics-related genes have been associated with
variability in the response to immunosuppressive drugs, but the role of
polymorphisms in pharmacodynamics-related genes is little known. The aim of this
work was to investigate the influence of polymorphisms in MTOR, PPP3CA,
FKBP1A, FKBP2 and FOXP3, genes involved in the pharmacodynamics of
immunosuppressive drugs, on the clinical response to tacrolimus and everolimus in
kidney transplant recipients. Two-hundred seventy-five kidney transplant recipients
were included in this study, among the enrolled in the original clinical trial
(NCT01354301) carried out at the Hospital do Rim e Hipertensdo/UNIFESP, and
randomized in three immunosuppressive treatments: tacrolimus 0.05 mg/kg/day with
everolimus 1.5 mg/day (TAC5/EVR); tacrolimus 0.1 mg/kg/day with everolimus 1.5
mg/day (TAC10/EVR); and tacrolimus 0.1 mg/kg/day with sodium mycophenolate
(TAC10/MFS). Clinical and laboratory data, including immunosuppressive drug
monitoring, efficacy and safety outcomes, were recorded. Polymorphisms on the
MTOR (c.4731G>A, ¢.1437T>C, c.2997C>T); PPP3CA (c.249G>A); FKBP1A
(n.259+243936T>C); FBKP2 (c.-2110G>T) and FOXP3 (c.-23+2882A>C, c.-22-
902A>G) genes were analyzed by real-time PCR. Allelic frequencies of the studied
polymorphisms were similar to those of the global population reported by the
1000genomes project. Treatment with everolimus and high-dose tacrolimus
(TAC10/EVR) was associated with lower estimated glomerular filtration rate (eGFR)
and higher serum creatinine. Meanwhile treatment with tacrolimus and sodium
mycophenolate (TAC10/MFS) was associated with higher number of cytomegalovirus
infections, at 1-year post-transplantation. With regard to the kidney efficacy
outcomes, the carriers of the CC genotype of MTOR ¢.1437T>C and FOXP3 c.-
23+2882A>C had higher serum creatinine, at month 12 (p<0.05). The FOXP3 c.-

23+2882A>C polymorphism was associated with high likelihood of increased serum



creatinine (OR=1.75, 95%IC=1.07-2.86, p=0.025). The results of the logistic
regression analysis showed that the allele MTOR ¢.4731G (AG+GG genotypes) was
associated with higher risk of acute rejection (OR=3.37, 95%IC=1.10-10.30,
p=0.033). The carriers of the c.4731G allele showed higher cumulative incidence of
acute rejection episodes at 1-year post-transplantation. With regard to kidney safety
outcomes, the FKBP2 ¢.-2110G>T variant (GG genotype) was associated with higher
risk of leucopenia (OR=7.10, 95%IC=1.81-27.87, p=0.025). The FKBP1lA
n.259+24936T>C (C allele) polymorphism was associated with higher risk of
constipation (OR=2.52, 95%IC=1.13-5.61, p=0.024), whilst FOXP3 c.-22 902A>G (A
allele) and c.-23+2882A>C (A allele) were associated, respectively, with higher risk
of epigastric pain (OR=2.15, 95%IC=1.01-4.56, p=0.047) and nausea and/or vomiting
(OR=2.38, 95%IC=1.05-5.38, p=0.038). The risk of developing dyslipidemia was
higher in carriers of the genotypes FKBP2 ¢.-21110GG (OR=1.92, 95%CI=1.01-3.69,
p=0.049) and FOXP3 c.-22-902GG (OR=2.06, 95%CI=1.08-3.92, p=0.028). In
conclusion, the polymorphisms in the MTOR, FKBP1A, FKBP2 and FOXP3 genes
influence renal graft function and are associated with risk of acute rejection and

adverse events in renal transplant recipients.

Key words: kidney transplant, immunosuppressive drugs, pharmacogenetics.



RESUMEN
Campos Salazar, A.B. Polimorfismos en genes relacionados a la
farmacodinamica de tacrolimo y everolimo y su relacién con la respuesta
clinica al tratamiento inmunosupresor. 2017. 129p. Dissertacdo (Mestrado) -
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo,
2017.

El monitoreo de agentes inmunosupresores, como inhibidores de calcineurina o
MTOR, es esencial para evitar resultados clinicos desfavorables, en pacientes con
trasplante de rifidn. Polimorfismos en genes relacionados a la farmacocinética han
sido asociados con variabilidad de las concentraciones sanguineas de agentes
inmunosupresores y con reacciones adversas, sin embargo, el papel de
polimorfismos en genes relacionados a la farmacodindmica de inmunosupresores
permanece poco conocida. El objetivo de este estudio fue investigar la influencia de
polimorfismos de MTOR, PPP3CA, FKBP1A, FKBP2 y FOXP3 relacionados en la
farmacodinamica de inmunosupresores, sobre la respuesta clinica a tacrolimus y
everolimus, en receptores de trasplante de rifion. Se incluyeron 269 pacientes del
ensayo clinico original (NCT01354301), realizado en el Hospital do Rim e
Hipertensdo da UNIFESP, y divididos de forma aleatoria en tres esquemas
inmunosupresores: tacrolimus 0,05 mg/kg/dia con everolimus 1,5 mg/dia
(TAC5/EVR); tacrolimus 0,1 mg/kg/dia con everolimus 1,5 mg/dia (TAC10/EVR); y
tacrolimus 0,1 mg/kg/dia con micofenolato de sodio (TAC10/MFS). Se colectaron los
datos clinicos y de laboratorio, que incluyeron el monitoreo de inmunosupresores y
resultados de eficacia y seguridad. Los polimorfismos en los genes MTOR
(c.4731G>A, c.1437T>C, ¢.2997C>T); PPP3CA  (c.249G>A); FKBP1A
(n.2594243936T>C); FBKP2 (c.-2110G>T) y FOXP3 (c.-23+2882A>C, c.-22-
902A>G) fueron analizados por PCR en tiempo real. Las frecuencias alélicas de los
polimorfismos estudiados fueron similares a las reportadas en la poblacion mundial
del proyecto 1000genomes. El tratamiento con everolimus y tacrolimus en mayor
dosis (TAC10/EVR) fue asociado con menor tasa de filtracion glomerular estimada
(TFGe) y mayor creatinina sérica. Mientras que el tratamiento con tacrolimus y
micofenolato de sodio (TAC10/MFS) fue asociado con mayor nimero de episodios
de infeccidon por citomegalovirus, en el 1° afio pos trasplante. En relacion de los
resultados de eficacia, los individuos portadores de los genotipos CC de MTOR



€.1437T>C y FOXP3 c.-23+2882A>C presentaron las mayores concentraciones de
creatinina sérica, en el 12° mes (p<0,05). El polimorfismo FOXP3 c.-23+2882A>C
fue asociado con mayor probabilidad de creatinina sérica aumentada (OR=1,75;
IC95%=1,07 — 2,86; p=0,025). Los resultados del analisis de regresion logistica
mostraron que el alelo MTOR ¢.4731G (genotipo AG+GG) fue asociado con mayor
riesgo de rechazo al 6rgano (OR=3,37; 1IC95%=1,10-10,30; p=0.033). Los portadores
del alelo ¢.4731G presentaron mayor incidencia acumulada de episodios de rechazo
al érgano, en el 1° afio pos trasplante. Con relacion a los resultados de seguridad, la
variante FKBP2 c¢.-2110G>T (genotipo GG) fue asociado con mayor riesgo de
leucopenia (OR=7,10; 1C95%=1,81-27,87; p=0,025). ElI polimorfismo FKBP1A
n.259+24936T>C (alelo C) fue asociado con mayor riesgo de constipacion
(OR=2,52; 1C95%=1,13-5,61; p=0,024), mientras que los polimorfismos FOXP3 c.-
22-902A>G (alelo A) y c.-23+2882A>C (alelo A) fueron asociados, respectivamente,
con mayor riesgo de dolor epigéastrico (OR=2,15; 1C95%=1,01-4,56; p=0,047) y
nauseas y/o vomitos (OR=2,38; IC95%=1,05-5,38; p=0,038). El riesgo de presentar
dislipidemia fue mayor en los portadores de los genotipos FKBP2 c.-2110GG
(OR=1,92; 1C95%=1,01-3,69; p=0,049) y FOXP3 c.-22-902GG (OR=2,06;
IC95%=1,08-3,92; p=0,028). En conclusién, los polimorfismos de los genes MTOR,
FKBP1A, FKBP2 y FOXP3 influencian en la funcién renal del trasplante y estan
asociados con riesgo de rechazo agudo y de eventos adversos, en receptores de

trasplante renal.

Palabras clave: trasplante renal, agentes inmunosupresores, farmacogenética.
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1. INTRODUCAO

1.1. Doengarenal cronica

A doenca renal cronica (DRC) é a queda progressiva e irreversivel da fungéo
renal que pode levar a faléncia do 6rgdo. Segundo o consenso da Kidney Disease:
Improving Global Outcomes, o diagnéstico da DRC € definido pela presenca de trés
componentes: (i) lesdo renal (componente estrutural), (ii) taxa de filtracdo glomerular
estimada (TFGe) inferior a 60 mL/min/1,73m? ou razdo de albumina/creatinina
urinaria superior a 30 mg/g (componente funcional); e (iii) periodo de doenca
superior a trés meses (componente temporal). A DRC apresenta cinco estagios,
sendo o 5° estagio, a faléncia renal denominada DRC em estégio terminal (DRET)
(STEVENS et al., 2013).

A terapia de substituicdo renal é recomendada para pacientes com DRET e inclui
meétodos para o suporte artificial da funcéo renal tais como a hemodialise, a dialise

peritoneal e/ou o transplante renal (FLEMING, 2011).

1.2. Transplante renal

Dentre as terapias de substituicdo renal, o transplante renal é a abordagem
terapéutica recomendada para restabelecer a funcao renal do paciente.

A rejeicdo aguda do transplante é ainda considerada um fator de risco na
sobrevida do aloenxerto a curto e longo prazo (PALLARDO MATEU et al., 2004),
apesar dos progressos no monitoramento terapéutico e no desenvolvimento da
terapia imunossupressora terem diminuido a incidéncia das taxas de rejeicdo aguda
até em torno de 5 a 10% (MARCEN et al., 2009). Estima-se que em um periodo de
17 a 18 anos, 50% de enxertos a partir de doadores vivos sofrem perda do enxerto
(LAMB et al., 2011). Sendo assim, o entendimento dos mecanismos fisioldégicos que

governam a rejeicdo do transplante renal é prioridade na pratica médica.

1.3. Rejeicao de enxerto renal

Na mais recente reunido do grupo de trabalho Banff, a rejeicdo ao enxerto foi
classificada em rejeicdo mediada por anticorpos, mediada por células e mista
(LOUPY et al., 2017).

Na rejeicdo mediada por anticorpos, ocorre a formacao de anticorpos aloreativos
contra antigenos do doador, tais como os complexos de histocompatibilidade
principal (MHC, do termo em inglés do Major histocompatibility complex). Esse tipo

de rejeicdo é assintomatico (rejeicdo subclinica). A formacéo de aloanticorpos pode
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ocorrer previamente ao transplante, devido a transfusdes de sangue ou transplantes
anteriores, mas, também ocorre ap06s o transplante, basicamente por
imunossupressao inadequada (HEEGER e DINAVAHI, 2012).

Na rejeicdo mediada por células, o MHC e outras proteinas derivadas do doador
atuam como aloantigenos (primeiros mensageiros) que, ao interagir com as células
T do receptor, induzem uma resposta por vias de aloreconhecimento direta e
indireta. Na via direta, 0 MHC é apresentado diretamente por uma célula epitelial do
doador para um linfécito T CD8" do receptor. Na via indireta, o MHC sofre clivagem
enzimatica, nas células apresentadoras de antigenos (APC), e é apresentado para
linfocitos T CD4". A interacdo do MHC com os receptores de célula T (TCR, do
termo em inglés T-cell receptor) induz uma sinalizacdo celular que resulta em
episédios de rejeicdo agudos e crénicos (ALl et al., 2013).

Dentre as vias de sinalizacdo mais importantes, destaca-se a via da calcineurina.
O TCR uma vez reconhecido o primeiro mensageiro propaga o sinal para segundos
mensageiros, como fosfatidilinositol (4,5)-bifosfato, e assim, o reticulo
endoplasmatico libera um fluxo de calcio intracelular. O célcio liga-se & calmodulina,
e esta, por sua vez, interage com um dominio regulatério da calcineurina (CAN), em
consequéncia, ativando sua atividade fosfatase. No citosol da célula T, a CAN
remove um grupo fosfato do fator nuclear de célula T ativada (NFAT), o qual é
translocado ao nucleo e induz a transcricdo de diversos genes, tais como o da
interleucina 2 (IL-2). Assim, a célula T expressa e secreta IL-2 e, por meio de
comunicacdo autocrina, induz a expressao do receptor de IL-2 no linfécito secretor, e
por fim, a célula T é ativada contra o aloantigeno do doador (POUCHE;
STOJANOVA; et al., 2016).

De forma complementar, a secrecdo de IL-2 ou a prévia interacdo dos
aloantigenos com o TCR promove também a ativacdo dos linfécitos T pela via do
alvo da rapamicina de mamiferos (MTOR, do termo em inglés Mammalian Target of
Rapamycin). Além de IL-2, a via de mTOR pode ser também ativada por outros
sinais extracelulares como nutrientes e energia disponivel na forma de ATP, e é
responsavel por regular processos de sintese celular e de manutencéo da actina do
citoesqueleto (ZENG e CHI, 2017). Apés o sinal extracelular, a sinalizacdo da via é
orquestrada por segundos mensageiros que ativam a proteina quinase B (Akt). A
proteina Akt, uma quinase de serina-treonina, € ativada por fosforilagdo, e sua
atividade catalitica inibe a proteina tuberina. Com a inibicdo da tuberina, é ativada a

proteina mTOR, uma quinase que fosforila varios substratos. A proteina de ligacéo
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ao fator de iniciacdo 4E é um substrato de mTOR que sofre fosforilacdo, sendo
assim inibida sua atividade repressora sobre o fator iniciador de traducéo 4E. Este
fator de traducdo favorece a biossintese ribossomal e de proteinas. A quinase
ribosomal S6, outro substrato de mTOR, uma vez fosforilado, € responséavel pela
iniciacdo da traducdo de RNA mensageiros, e em consequéncia, a biossintese de
proteinas (WEICHHART, 2017). Nesse sentido, a mTOR contribui nos processos de
proliferacdo celular nas populagfes de linfécitos T ativados contra os aloantigenos.

Em longo prazo, a perda do enxerto renal pode ser causada pela recorréncia dos
episodios de rejeicdo. Por conta disso, além do conhecimento dos processos
imunolégicos de rejeicdo, um fendmeno biologico decorrente denominado tolerancia
imunolégica € também um desafio no contexto do transplante de &rgaos
(MONGUIO-TORTAJADA et al., 2014).

1.4. Tolerancia ao aloenxerto

A tolerancia operacional é definida como a auséncia da resposta imune frente a
um aloantigeno, sem a necessidade de terapia imunossupressora (HEIDT e WOOD,
2012). As células T reguladoras (Treg) CD4+ CD25+ agem na manutencdo da
tolerancia, observada na regulacdo de doencas autoimunes e rejeicoes de enxertos.
A modulacdo da resposta imune das Treg frente a antigenos prolonga o tempo de
sobrevida do enxerto em longo prazo (DUMMER et al., 2012).

Os efeitos imunomodulatérios de Treg sdo relacionados com a diferenciacédo de
subtipos de linfécitos derivados do timo ou do sangue periférico. Durante o
desenvolvimento do sistema imune, a diferenciagdo de Treg derivadas do timo
depende de varias moléculas sinalizadoras e coestimuladoras: (i) expressdo de um
auto-antigeno, no timo, por meio da proteina autoimune reguladora; (ii) ativacdo do
TCR da célula T CD4" ndo madura pelo auto-antigeno; (i) inducéo da expresséo do
receptor de IL-2; (iv) e este, por sua vez, induz a producédo de IL-2 e IL-15; (v) estas
interleucinas induzem a expressdo de fatores de transcricdo FOX (do termo em
inglés Forkhead Box), como FOXO, que tem importante papel na regulacédo da
transcricdo de genes envolvidos no crescimento, proliferacdo e diferenciacao celular
(ENGEL et al., 2013).

Ja as células Treg periféricas surgem a partir da diferenciacdo de células T CD4"
guando sdo expostas a condi¢Oes de tolerancia, IL-2 e TGF- (do termo em inglés
Transforming growth fator beta), para assim, induzir a expressao de FOXP3 (HU et
al., 2016).
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Para exercer os efeitos imunomodulatorios, em modelos murinos, foi observado
que as Treg derivadas do timo percorrem a corrente sanguinea até o enxerto, no
qual podem atuar por dois mecanismos: (i) rea¢do cruzada com os aloantigenos
MHC do enxerto do doador; ou (ii) secrecdo de TGF-B para as subpopulacdes de
células T CD4" se diferenciarem em Treg periféricas. Dessa forma, em ambos 0s
casos, a subpopulacdo resultante de linfécitos é uma Treg de aloenxerto que
alcanca os nodulos linfaticos. As Treg de aloenxerto, nos nddulos linfaticos, regulam
a resposta imune mediante a secrecdo de IL-10, e a posterior lise de APC,
responsaveis pela interacdo com células T. Além disso, as Treg suprimem a
proliferacdo de células T CD4" ativadas frente ao antigeno do doador por contato
direto, e em consequéncia, diminuem a resposta imune (HU et al., 2016).

Um estudo relatou que a presenca de Treg que expressam FOXP3 (do termo em
inglés Forkhead Box P3), em bidpsias renais, foi associada com melhor funcédo renal
do enxerto (TFGe maior e creatinina plasmatica menor) (BESTARD et al., 2008). No
entanto, outros estudos relataram que a presenca de transcritos de mRNA ou
proteina FOXP3, em amostras de urina e biopsia renal, foi associada com episodios
de rejeicdo (MUTHUKUMAR et al., 2005; DUMMER et al., 2013). A associacdo entre
a expressao de FOXP3 em células Treg de bidpsias e episodios de rejeicdo pode
ser consequéncia de uma resposta compensatéria frente a resposta imune de

linfocitos T CD4" ativados.

1.5. Terapiaimunossupressora

Para evitar episédios de rejeicdo, uma das estratégias vigentes que permite
aprimorar os resultados clinicos do transplante renal € a otimizacao da terapia com
imunossupressores (ISS), considerando necessidades individuais do paciente em
termos da escolha de imunossupressor e as doses prescritas (BACZKOWSKA e
DURLIK, 2009).

Os ISS atuais sdo classificados conforme o mecanismo de acdo, e incluem
corticoides, agentes de ligacdo a imunofilinas, inibidores da sintese de novo de
purinas ou de pirimidinas e farmacos biolégicos como anticorpos poli e monoclonais
(EUROPEAN MEDICINE AGENCY, 2008). Dentre dos agentes de ligacdo a
imunofilinas acham-se os inibidores de calcineurina como ciclosporina (CsA) e

tacrolimo (TAC), e os inibidores de mTOR como sirolimo (SRL) e everolimo (EVR).
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Imunofilinas

As imunofilinas possuem atividade isomerase cis-trans que € responsavel pela
isomerizacao de ligacOes peptidicas que precedem residuos de prolina, e facilitam o
processo de enovelamento de proteinas (KANG et al., 2008). As imunofilinas sédo
classificadas em citoplasmaticas, nucleares e de reticulo endoplasmético. Dentro
das citoplasméticas, as ciclofilinas e as proteinas de ligagdo FK506 representam o
grupo mais abrangente que interage com os ISS (HARIKISHORE e YOON, 2015).
No que concerne ao uso de ISS, a atividade enzimatica das imunofilinas permite o
acoplamento dos inibidores de calcineurina ou mTOR, no sitio de ligacdo da proteina
alvo (TSANG et al., 2007).

Inibidores de calcineurina

Os inibidores de calcineurina (iCAN) tem por mecanismo de acéo a inibicdo da
via da calcineurina, e a consequente ativacdo da IL-2. Os ICAN se ligam as
imunofilinas, tais como ciclofilina A e FKBP12, no citosol dos linfécitos T, com a
finalidade de bloquear o acoplamento das subunidades A (catalitica) e B
(regulatéria) da calcineurina com a calmodulina. Dessa forma, ocorre inibicdo da
defosforilagdo necessaria para que o NFAT seja translocado ao nucleo, e processos
moleculares subsequentes que governam a ativacao do linfécito T sdo abolidos
(BARBARINO et al., 2013).

Inibidores de mTOR

Os inibidores de mTOR (IMTOR), como SRL e EVR, tem por mecanismo de acao
a inibicdo da via de mTOR, a qual estd envolvida com processos de biogénese
celular. No citosol do linfécito T, os IMTOR se ligam a familia de imunofilinas
FKBP12. A proteina mTOR reconhece e se liga ao complexo iMTOR-FKBP12 e,
desta forma, a atividade quinase de mTOR ¢ inibida e a fosforilagéo dos efetores da
via de sinalizacdo mTOR é abolida. Na auséncia de efetores que induzem os
processos de traducdo e biossintese de proteinas, o crescimento celular ndo é
promovido, prevenindo assim também a proliferacdo de linfécitos T em processo de
diferenciacdo (STRIMPAKOS et al.,, 2009; GOMEZ-PINILLOS e FERRARI, 2012).
Na Figura 1, sdo apresentados o0os mecanismos de acdo de inibidores de
calcineurina e de mTOR, durante o processo de ativagédo de um linfécito T.
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Figura 1. Mecanismos de acdo de imunossupressores. Os inibidores de calcineurina

(ciclosporina e tacrolimo) por interacdo com imunofilinas (FKPB-12 e ciclofilina A,
respectivamente) inibem a atividade fosfatase da calcineurina (lado esquerdo) sobre o fator de
transcricdo NFAT que néo é translocado ao nucleo e, dessa forma, a transcricdo do gene da IL-2 é
inibida. Os inibidores de mTOR (sirolimo e everolimo) também interagem por ligagdo com a FKBP-
12 e bloqueiam a acdo da proteina mTOR (lado direito), inibindo a sintese de proteinas e a
proliferacdo celular. As duas classes de imunossupressores tem vias convergentes e, portanto,
efeitos sinérgicos. Ja o acido micofendlico (MPA) inibe a sintese de novo de purinas. Adaptado de
(SAMANIEGO et al., 2006).

1.6. Farmacogenética dos imunossupressores

A resposta terapéutica de ISS é influenciada por fatores genéticos e nao
genéticos, como fatores ambientais, comorbidades e terapias concomitantes. Devido
a sua estreita faixa terapéutica, 0s imunossupressores precisam tem monitoramento
constante principalmente nos receptores de transplante.

Por mais de cinco décadas, os estudos farmacogenéticos contribuiram para
identificacdo de polimorfismos genéticos que expliqguem a variabilidade da resposta
terapéutica, incluindo a falha ao tratamento ou o surgimento de reacfes adversas
graves.

Em uma revisdo publicada por nosso grupo de pesquisa, foram relatados os

principais genes envolvidos com a farmacocinética e a farmacodinamica com
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impacto na eficacia de ISS, em receptores de transplante renal (ROSSO FELIPE et
al., 2009).

Os primeiros estudos de farmacogenética abordaram genes que codificam
enzimas de biotransformacdo, como as enzimas da familia do citocromo P450 (CYP)
e transportadores de membrana, como a glicoproteina P também denominada
ABCB1 (do termo em inglés ATP-binding cassette subfamily B Member 1) (EVANS e
MCLEOD, 2003). Estima-se que de 20 a 95% da variabilidade na biodisponibilidade
e nos efeitos de farmacos € explicada pela presenca de polimorfismos genéticos
(STAATZ et al., 2010).

A familia de isoenzimas CYP3A é uma das mais estudadas por ser responséavel
pelo metabolismo de mais de 50% dos medicamentos utilizados na pratica clinica. O
tacrolimo € metabolizado principalmente pela CYP3A5 e, em menor grau, pela
CYP3A4. Polimorfismos nos genes que codificam essas enzimas foram associados
com variabilidade na resposta a tacrolimo e outros ISS.

O polimorfismo CYP3A5 c.6986A>G (rs776746), também denominado
CYP3A5*3, estd associado com baixa expressdo da enzima. O polimorfismo
CYP3A5 ¢.6986A>G tem sido amplamente associado com variabilidade de resposta
ao tacrolimo (PICARD et al., 2016).

Os individuos portadores do alelo CYP3A5*3, denominados metabolizadores
lentos, apresentam concentracbes ajustadas pela dose (Co/Do) de tacrolimo
menores que os portadores do alelo funcional CYP3A5*1, e por tanto, administragéo
de doses de tacrolimo maiores nos portadores do alelo CYP3A5*3 € necessaria
(BIRDWELL et al., 2015). Apesar disso, um estudo clinico recente ndo detectou
diferencas no tempo em que receptores de transplante renal demorou a atingir a
faixa terapéutica de 10 a 15 ng/mL, ao comparar um esquema de ISS com doses de
tacrolimo baseadas no polimorfismo CYP3A5 c.6986A>G com um regime padréo
baseado no peso do paciente (SHUKER et al., 2016).

Nosso grupo investigou a influéncia de polimorfismos em genes de
farmacocinética de |ISS sobre a resposta ao tacrolimo, no esquema
imunossupressor, em 156 receptores de transplante renal. Foi observado que a
presenca de dois ou mais alelos raros dos polimorfismos CYP3A4 g.20230A>G e
CYP3A5 g.31611C>T e g.6986A>G foi associada com menores Co/Do de tacrolimo
e menor TFGe, no 3° més pos-transplante (GENVIGIR et al., 2016). A partir do 4°

més o tacrolimo foi substituido por everolimo e foi observada a influéncia do
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polimorfismo CYP3A5 ¢g.31611C>T na Co/Do de tacrolimo e sirolimo, no 6° e 9° més
pos-transplante (TAMASHIRO et al., 2017).

Polimorfismos nos genes que codificam outras isoformas da familia de proteinas
de metabolizacdo CYP450, como a CYP2C8 e CYP2J2 e proteinas transportadoras
como a ABCC2 foram investigados pelo nosso grupo recentemente (GENVIGIR et
al.,, 2017). No estudo, foi observado que a variante ABCC2 c.3972C>T esta
associada com maiores Co/Do de tacrolimo durante os 3° meses pos-transplante.

Polimorfismos funcionais no ABCB1, tais como 3435C>T, 1236C>T e
2677G>T/A, também foram associados com variabilidade na farmacocinética de
ciclosporina e tacrolimo; entretanto os resultados ndo mostraram ser consistentes
entre os estudos (STAATZ et al., 2010).

Uma familia de proteinas transportadoras de soluto (SLC, do termo em inglés
Solute Carriers), codificadas por genes SLCO, é responsavel pela captacdo hepatica
de farmacos atuando como transportadores chaves, na farmacocinética de ISS. Um
estudo do nosso grupo de pesquisa demonstrou que o haplétipo SLCO1B1
c.388A>G e ¢.521T>C influencia na Co/Do de tacrolimo nos trés primeiros més pos-
transplante, e esta associado menor incidéncia de episddios de rejeicdo confirmados
por biopsia do 3° més pdés-transplante (ALVES et al., 2013).

Estudos mais recentes também avaliaram a influéncia de polimorfismos nos
genes envolvidos na farmacodinamica dos ISS sobre a variabilidade na resposta
clinica.

Em relacdo a variantes nos genes de imunofilinas, um estudo avaliou a influéncia
de polimorfismos em genes da via da calcineurina, tais como KBP1A e PPIA, sobre
a expressdo de IL2 e a translocacdo do NFAT, em células mononucleares de
individuos sadios. O polimorfismo rs8177826 do PPIA, que codifica a ciclofilina A, foi
associado com menor taxa de translocacao de NFAT, enquanto que o microssatélite
GGC rs45441997 foi associado com maior expressao de IL2. Por outro lado, o
polimorfismo FKBP1A rs141252617 n&o influenciou na variabilidade da expresséao
de IL2 e translocagéo de NFAT (NOCETI et al., 2014).

Nosso grupo investigou a influéncia de polimorfismos nos genes PPP3CA e
MTOR na resposta clinica um esquema supressor a base de tacrolimo, micofenolato
de mofetila e prednisona, com tacrolimo substituido por sirolimo a partir do 3° més
de tratamento, em 120 receptores de transplante renal. O polimorfismo PPP3CA
€.249G>A (alelo A) foi associado com menor variacdo de LDL colesterol até o 6°

mEs, 0 que € sugestivo de que a presenca do alelo A é protetor frente a quadros de
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dislipidemia em pacientes que recebem sirolimo (SALGADO, 2012). Entretanto, ndo
foi observada associacdo dessa variante com nenhum desfecho clinico até o 3° més
(SALGADO et al., 2017).

Em outro estudo recente, foram avaliados 23 polimorfismos na via da CAN, em
381 receptores de transplante renal tratados com ciclosporina ou tacrolimo e
micofenolato de mofetila, mas nenhum dos polimorfismos foi associado com rejeicao
aguda ou eventos adversos. Os autores concluiram que esse grupo de
polimorfismos envolvidos na farmacodinamica de iCAN parece néao ter efeito sobre
os desfechos clinicos no transplante renal (POUCHE; KOITKA,; et al., 2016).

Em relagdo a via do mTOR, ndo ha relatos de estudos de associacdo de
polimorfismos MTOR ou em genes envolvidos na sinalizacdo de ISS com desfechos
de eficacia. Um estudo prévio investigou a influéncia de polimorfismos nos genes
MTOR, RPS6KB1 e RPTOR sobre o risco de eventos adversos associados ao
tratamento com sirolimo combinado ou ndo com ciclosporina. O haplétipo MTOR
rs1770345-rs2300095-rs2076655-rs1883965-rs12732063 foi associado com
diminuicdo das concentracdes de hemoglobina ao longo do periodo de 6 meses de
acompanhamento (WOILLARD et al., 2012).

Vérios estudos avaliaram a associacao de polimorfismos no gene FOXP3 com
doencas autoimunes, susceptibilidade a infec¢cdes e com transplante renal (FODOR
et al., 2011; ODA et al., 2013; KWON et al., 2017).

Um artigo de revisdo recente descreveu estudos de associacdo e estudos
funcionais de genes envolvidos na farmacodindmica de ISS (POUCHE;
STOJANOVA,; et al.,, 2016). A maioria dos estudos de associacdo ndo apresenta
uma abordagem farmacogenética, mas o0s autores sugeriram o0 estudo de
polimorfismos nos genes MTOR, PPP3CA, IL2 e CALM1, a qual codifica a
calmodulina, uma proteina de ligacdo a CAN.

Em relacdo a FOXP3, um estudo retrospectivo avaliou 166 receptores de
transplante renal tratados com ciclosporina ou tacrolimo combinado com
micofenolato de mofetila. Foi observada a associacdo do polimorfismo FOXP3
rs3761548 com risco maior de rejeicdo e com episodio de rejeicdo mais precoce em
receptores de transplante renal (QIU et al., 2012). Em outro estudo, foi observada
relacdo de um polimorfismo de repeticdo de nucleotideos GT, no promotor FOXP3,
com menor risco de rejeicdo aguda na analise de sobrevida do enxerto renal
(ENGELA et al., 2013).
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Devido a diversidade de fatores clinicos que afetam o receptor de transplante
renal, fatores genéticos e ndo genéticos interagem e contribuem na variabilidade da
resposta aos imunossupressores. Nos Ultimos anos, a abordagem farmacogenética
de imunossupressores tem sido focada em genes de proteinas envolvidas na
biodisponibilidade, como CYP3A5 e ABCBL1. Entretanto, poucos estudos exploraram
a influéncia de variantes em genes de envolvidos na farmacodinamica de inibidores

de calcineurina e mTOR, nos desfechos clinicos de pacientes com aloenxerto renal.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi investigar a influéncia de polimorfismos dos genes
MTOR, PPP3CA, FKBP1A, FKBP2 e FOXP3, envolvidos na farmacodinamica de
imunossupressores, sobre a resposta clinica a tacrolimo e everolimo, em receptores

de aloenxerto renal.

2.2. Objetivos especificos

» Estimar as frequéncias dos polimorfismos MTOR rs1057079, rs1135172,
rs1064261, PPP3CA rs3730251, FKBP1A rs6033557, FBKP2 rs2159370,
FOXP3 rs3761548 e rs2232365, no grupo de estudo.

= Avaliar a associagdo dos polimorfismos com variaveis clinicas de eficacia da
terapia imunossupressora (creatinina sérica, TFGe, episodios de rejeicdo
aguda).

» Avaliar a associacdo dos polimorfismos com variaveis clinicas de seguranca da

terapia imunossupressora (manifestacéo de reacdes adversas).
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1. Casuistica

O presente estudo € um subprojeto do ensaio clinico NCT01354301, denominado
‘Eficacia e seguranca de estratégias de inducdo combinadas com exposi¢ao
reduzida a tacrolimo em receptores de transplante renal em uso de everolimo ou
micofenolato de sodio” coordenado e realizado no Hospital do Rim e Hipertensao da
UNIFESP (HRH/UNIFESP).

No ensaio clinico, foram incluidos 288 individuos adultos com risco imunologico
baixo/moderado, que receberam transplante renal de novo procedente de doador
falecido ou vivo de tipo ABO compativel e terapia com imunossupressores, entre 0s
pacientes atendidos no HRH/UNIFESP. Pacientes com aloenxerto renal procedente
de doador HLA idéntico ou doador falecido de critério expandido, ou painel reativo
de anticorpos de tipo | ou Il = 50% foram os critérios de exclusdo mais importantes
(Tedesco-Silva et al., 2015). Além disso, uso de métodos anticoncepcionais durante
0 ensaio clinico foi solicitado para as mulheres em periodo fértil.

Neste estudo, foram analisados os dados de 269 pacientes. Pacientes sem
amostra de DNA disponivel ou adequada para andlise (n=16), ou com informacao
genética inconsistente (n=3, homens com polimorfismo em heterozigose no FOXP3
localizado no cromossomo X) foram excluidos.

Os dados biodemograficos (idade, género, cor da pele) e clinicos pré-transplante
(peso, circunferéncia abdominal, indice de massa corporal (IMC), causas da DRC,
tipo e duracdo de dialise, tempo de isquemia fria, tipo de doador) do receptor e
doador foram obtidos dos prontuarios dos pacientes, fornecidos pelo Hospital. A cor
da pele foi registrada por autodeclaracdo. Os pacientes foram acompanhados por 12

meses apos o transplante.

3.2. Protocolo de tratamento

Logo apdés a cirurgia de transplante renal, os pacientes foram divididos
randomicamente em trés grupos de tratamento imunossupressor (Figura 2). O
primeiro grupo recebeu 3 mg/kg de globulina antitimocitica (r-ATG) junto com doses
necessarias de hidrocortisona e dipirona como farmacos da segunda fase da terapia
de inducdo. A terapia de manutencao foi composta por 0,05 mg/kg/12h de tacrolimo
e 1,5 mg/12h de everolimo, e em consequéncia, o grupo foi denominado TAC5/EVR.

O segundo grupo recebeu 20 mg de basiliximabe (inibidor do receptor de
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interleucina-2) antes da cirurgia e 4 dias apés o transplante como terapia de
inducao; a terapia de manutencao foi composta por 0,1 mg/kg/12h de tacrolimo e 1,5
mg/12h de everolimo, e foi denominado grupo TAC10/EVR. O ultimo grupo recebeu
0 mesmo esquema terapéutico de inducdo de basiliximabe, e na terapia de
manutencao recebeu 0,1 mg/kg/12h de tacrolimo e 720 mg/12h de micofenolato de
sédio (MFS), e foi denominado TAC10/MFS.

A concentracdo sanguinea de tacrolimo para o grupo TAC5/EVR foi ajustada
para manter 3 a 5 ng/mL com base nos resultados do ensaio clinico Asset, no qual
foi observado que a funcéo renal era superior quando everolimo era introduzido
precocemente enquanto as concentra¢des de tacrolimo eram diminuidas para faixas
de 1,5 a 3,0 ng/ml (regime muito baixo) (LANGER et al.,, 2012). No grupo
TACI10/EVR, a faixa estabelecida de concentracdo de tacrolimo foi de 3 a 8 ng/mL
durante os trés primeiros meses, e depois também ajustado para 3 a 5 ng/mL
segundo os achados do ensaio clinico Asset. As concentracdes de tacrolimo no
grupo TAC10/MFS foram ajustadas para 6 a 8 ng/ml, com base nos achados do
ensaio clinico Symphony que demonstrou a utilidade deste regime baixo de
tacrolimo (EKBERG et al., 2007). Para ambos o0s grupos que receberam everolimo, a
faixa terapéutica recomendada foi de 4 a 8 ng/mL (KOVARIK et al., 2004; MABASA
e ENSOM, 2005). Como parte da primeira fase da terapia de inducdo, todos os
pacientes receberam 1 g de metilprednisolona antes do processo cirdrgico de
transplante renal.

A terapia corticosteroide teve a dose maxima de 0,5 mg/kg/dia no dia 1, 20
mg/dia no dia 7, 15 mg/dia no dia 14, 10 mg/dia no dia 21 e 5 mg/dia no dia 30 até o
final do estudo. As doses de corticosteroides foram aumentadas em caso de
tratamento de episodios de rejeicdo aguda confirmados por bidpsia.

Caso nao fosse observada eficacia da terapia de manutencdo ou incidéncia de
reacoes adversa ao medicamento, mudanca para outra terapia era autorizada.
Todos os pacientes receberam sulfametoxazol-trimetropina oral durante o periodo
do estudo como profilaxia de Pneumocystis jirovecii ou de infeccéo do trato urinario.
Nenhuma profilaxia contra citomegalovirus (CMV) foi utilizada. Abordagem e
tratamento preventivo foram utilizados para CMV com base na avaliagdo semanal de

antigenemia pp65 durante os trés primeiros meses de transplante.
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Receptores de transplante renal —L
de novo Critérios de incluso/excluséo

Amostras de DNA n&o disponiveis ou

Receptores de transplante renal inadequadas para analise
de novo

Terapia de indugao

Informagéao genética coerente

1~ Matilnradnicalana

Revascularizagdo do
enxerto

Randomizagéo

Grupo TAC5/EVR Grupo TAC10/EVR Grupo TAC10/MFS
iimab Terapia de
Hidrocortisona + Dipirona Basiliximabe Basiliximabe i 56 _ oda
Globulino antitimocitica 3mg/kg 20mg pré-cirurgia/4® d 20mg pré-cirurgia/a® d inducdo — 2™ fase
Tacrolimo 0,05mg/kg/12h Tacrolimo 0,1mg/kg/12h Tacrolimo 0,1mg/kg/12h Terapia de
Everolimo 1,5mg/12h Everolimo 1,5mg/12h MFS 725mg/12h manutengéo

Prednisona 0,5mg/kg/dia Terapia
Ajustado segundo necessidade clinica corticosteroide

CONCENTRACAO SANGUINEA ALVO

Acompanhamento: 12 meses

Grupo TAC5/EVR TACROLIMO = 3 — 5 ng/ml >

Grupo TAC10/EVR TACROLIMO =3 -8ng/ml ———— 3°Més

TACROLIMO =3 -5 ng/ml

Grupo TAC10/MFS TACROLIMO =6 — 8 ng/ml

EVEROLIMO=4-8ng/ml

Figura 2. Fluxograma do protocolo de estudo. TAC: Tacrolimo; EVR: Everolimo; MFS:

Micofenolato sédico.

3.3. Material biolégico

Foram colhidas amostras de sangue periférico e urina, antes do transplante, nos
dias 3, 7, 14, 21, 28 e depois mensalmente até 12 meses de acompanhamento do
estudo, ou em qualquer momento em que houve suspeita de rejeicao.

Amostras de sangue foram obtidas em tubos sem anticoagulante para determinar
0s parametros laboratoriais: glicose, colesterol total, HDL, LDL e VLDL colesterol,
triglicérides, sodio, potassio e aminotransferases hepaticas (ALT e AST). Amostras

de sangue foram obtidas em tubos com EDTA para determinagdo do hemograma
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completo, de presenca de CMV, concentracdo sanguinea de tacrolimo e everolimo e
para extracdo de DNA gendmico.

Amostras de urina foram colhidas para determinacdo de creatinina urindria,
proteinudria com a finalidade de monitorar a funcéo renal.

Amostras de biopsia do enxerto foram obtidas (i) sob consentimento do receptor,
prévio ao processo cirurgico, (ii) de forma protocolar no décimo segundo més pos-
transplante (incluindo a imuno-histoquimica para avaliar rejeicdo mediada por
anticorpos), e (iii) quando considerado clinicamente necessario durante o periodo de
acompanhamento. As amostras foram avaliadas por patologistas do HRH/UNIFESP
de acordo com o critério de Banff atualizado em 1997 e estratificado por severidade
(RACUSEN et al., 1999).

3.4. Parametros laboratoriais

Para a determinacéo da creatinina sérica, glicose, colesterol total, HDL colesterol,
triglicérides, sodio e potassio, hemograma e proteinuria foram utilizados métodos
automatizados no Laboratorio Central HRH/UNIFESP. LDL e VLDL colesterol foram
calculados utilizando a férmula de Friedewald. A TFGe foi estimada a partir dos
valores de creatinina sérica utilizando a férmula de Modification of Diet in Renal
Disease (MDRD) (VERVOORT et al., 2002). A determinacdo de CMV utiliza um
método semiquantitativo para deteccdo da fosfoproteina 65 (KOTTON, 2010)
baseado em imunofluorescéncia indireta, e foi realizada pelo servico do Centro de
Genomas por indicacdo do HRH/UNIFESP.

3.5. Determinacdo de imunossupressores no sangue

A concentragdo sanguinea de tacrolimo foi determinada, no Laboratério de
Imunossupressores do HRH/UNIFESP, utilizando imunoensaio quimioluminiscente,
Chemoluminescent Microparticle Immunoassay (CMIA) e o equipamento Architect
plus [4000SR (Abbott Laboratories, EUA). A concentracdo de everolimo foi
quantificada por cromatografia liquida de alta resolugdo acoplada a espectrometria
de massas. O monitoramento terapéutico dos ISS também considerou as doses e

Co/Do de tacrolimo e everolimo.
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3.6. Extracdo de DNA gendmico

O DNA genbmico foi extraido a partir das amostras de sangue periférico coletado
em tubos com EDTA utilizando-se o QlIAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen Inc.,
Valencia, EUA), conforme o protocolo fornecido pelo fabricante. Esse kit de extracéo
estad baseado no principio de fixacdo do DNA, em altas concentracdes de sais, a
uma membrana de silica e, posteriormente, as proteinas e contaminantes sao
removidos e, o DNA é eluido em concentragfes baixas de sais. O procedimento foi
realizado utilizando-se a plataforma automatizada QIAcube® (Qiagen Inc., Valencia,
EUA).

Para quantificacdo e avaliagdo da pureza do DNA gendmico foi utilizado o
espectrofotometro Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington,
EUA). Foram utilizadas amostras de DNA com uma razdo A260/A280 entre 1,8 e 2,0

e concentracao superior a 20 ng/uL.

3.7. Selecao de polimorfismos genéticos

Para a selec&o dos polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP, do termo em inglés
Single Nucleotide Polymorphism) dos genes candidatos foi utilizado um método
previamente descrito (KOOLOOS et al., 2009) com modificacbes que considera as
vias de sinalizacdo subjacentes nos processos farmacodinamicos de tacrolimo e
everolimo.

Inicialmente foram selecionados genes envolvidos nas vias de sinalizacdo da
calcineurina e do mTOR a partir de informacdes disponiveis nas bases de dados
publicas: Kyoto  Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG,

http://www.genome.jp/kega/), National Center for Biotechnology Information

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e OMIM (https://www.omim.org/). Genes que foram

estudados no contexto imunologico do linfécito T ou no contexto do transplante renal
receberam prioridade na selecgéo.

Posteriormente foram escolhidos os polimorfismos utilizando os critérios: (i) SNPs
localizados em éxons com frequéncia do alelo raro (MAF, do inglés minor allele
frequency) superior a 9,5%, e de 40 a 48% para SNPs localizados em regides
regulatorias, promotoras, 5’UTR, 3'UTR ou intronicas; (ii) identificagdo do SNP no
maior nimero possivel dos grandes projetos de sequenciamento, e.g. HapMap,
1000genomes; (iii) a funcionalidade do SNP quando disponivel. A funcionalidade se

refere a consequéncia funcional que ocasiona um determinado SNP na producéao
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dos aminoacidos, e por tanto, o efeito na capacidade funcional da proteina. Estes
dados séo fornecidos pelo SIFT (http:/sift.jcvi.org/) e o Polymorphism Phenotyping
Versao 2.0, Polyphen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) (NOCETI et al., 2014).

As informacGes gendmicas foram obtidas nos bancos de dados publicos: SNP
database (dbSNP) (NCBI, EUA) (http://www.ncbi.nlm.nih.qov/SNP/), Ensembl
Genome Browser, na interface grafica de  variantes  genéticas
(http://www.ensembl.org/index.html) (EMBL-EBI & WTSI, UK) e 1000genomes
browser (http://browser.1000genomes.org/index.html).

Os SNPs selecionados foram: MTOR rs1057079 (c.4731G>A), rs1135172
(c.1437T>C) e rs1064261 (c.2997C>T) e PPP3CA rs3730251 (c.249G>A), FKBP1A
rs6033557 (n.259+243936T>C), FBKP2 rs2159370 (c.-2110G>T), FOXP3
rs3761548 (c.-23+2882A>C) e rs2232365 (c.-22-902A>G). As informacdes mais

relevantes dos SNPs selecionados estdo sumarizadas no Anexo 1.

3.8. Analise de polimorfismos genéticos por PCR em tempo real

A discriminacdo alélica dos polimorfismos genéticos foi realizada por PCR em
tempo real com o sistema de sondas TagMan®. Na PCR, foram utilizados reagentes
TagMan® SNP Genotyping Assay e TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA), e 20-30 ng de DNA gendmico.

A PCR foi realizada utilizando-se a plataforma ABI 7500 FAST (Applied
Biosystems, Forest City, EUA), com a seguinte programacao: 1 ciclo de 2 min a
60°C; 1 ciclo de 15 min a 95°C; 50 ciclos de 1 min e 30 s a 95°C e 1 min a 60°C;
ciclo final de 1 min a 60°C.

O programa SDS 7500 software v.2.0.4 (Applied Biosystems, Forest City, EUA)
registrou os sinais de fluorescéncia emitidos pelos fluoréforos VIC e FAM. Com isso,
foram gerados os graficos de amplificacdo da PCR em tempo real e de
discriminagéao alélica (Figura 3).

O equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi calculado para avaliar se a distribui¢cao
dos gendtipos estava de acordo com uma populacdo em equilibrio e identificar erros
na selecdo dos participantes do estudo ou nas analises de genotipagem (SLATKIN,
2008). O calculo do EHW foi realizado por meio do teste qui-quadrado utilizando
uma planilha excel programada e de livre acesso (COURT, 2008). Para
polimorfismos em genes localizados no cromossomo X, como FOXP3, o EHW foi
calculado no grupo de mulheres porque os homens tem apenas um cromossomo X
(hemizigose) (GRAFFELMAN e WEIR, 2016).

-34-


http://sift.jcvi.org/
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/
http://www.ensembl.org/index.html
http://browser.1000genomes.org/index.html

(" Plot Settings "\

Allelic Discrimination Plot
1

SNP Assay. FKBP1Ars6033557 « Apply Call: Undet
PlotType: |Cartesian w
& la) s a kg
Allelic Discrimination Plot

&%

Figura 3. Grafico de discriminacao alélica do polimorfismo FKBP1A rs6033557.
O graéfico foi gerado pelo SDS 7500 software v.2.0.4 (Applied Biosystems, Forest City, EUA). Os

grupos azul (superior), verde (meio) e vermelho (inferior) indicam os genoétipos GG, AG e AA,

respectivamente.

Com o proposito de avaliar a qualidade dos resultados de genotipagem, foram
incluidos controles negativo (amostra sem DNA) e positivo dos genétipos (amostra
com gendtipo identificado). O controle negativo fornece o sinal base de fluorescéncia
na PCR e verifica a presenca de amplificacéo inespecifica. O controle positivo facilita

a formacéao dos grupos dos gendétipos no grafico de discriminacédo alélica (Figura 3).

Para avaliar a reprodutibilidade dos resultados de genotipagem, 30% das
amostras de DNA foram reanalisadas de forma aleatéria. A interpretacdo dos
genotipos e a transferéncia dos dados para planilhas de Excel foram feitas por 2

analistas independentes.

3.9. Resposta clinica aos imunossupressores

Com o propésito de avaliar a associacao entre fatores genéticos e a resposta
clinica da terapia imunossupressora pos-transplante, selecionou-se desfechos de
eficacia e seguranga. Os desfechos refletem direta ou indiretamente os fenétipos ou
estado clinicos que podem ser influenciados por polimorfismos genéticos.

-35-



Como desfechos de eficacia foram considerados: (i) TGFe, (ii) creatinina sérica e
(iii) episodios de rejeicdo aguda. Em relacdo aos episddios de rejeicao, foram
considerados apenas aqueles casos detectados por biopsia, e que receberam
tratamento, ndo contabilizando o niumero de episodios reincidentes.

Como desfechos de seguranca foram considerados o0s eventos adversos,
organizados segundo a classificagdo MedDRA, tais como: (i) infeccbes e
infestacbes, como incidéncia de infec¢cdo/doenca por CMV; (ii) distarbios
sanguineos, como anemia e leucopenia; (iii) distarbios gastrointestinais, como
constipacao, diarreia, epigastralgia, dispepsia, nauseas e/ou vomitos; (iv) distarbios
gerais e condicbes do local de administracdo, como edema; (v) distarbios
metabolicos, como dislipidemia, hiperglicemia e diabetes poés-transplante; (vi)
distarbios renais, como proteindria; No ensaio clinico, a incidéncia de CMV é
definida como infec¢do (viremia assintomatica) ou doenca (viremia com sintomas
clinicas) (KOTTON, 2013).

As variaveis pos-transplante como perda de aloenxerto e o6bito ndo foram
consideradas como desfechos de eficacia devido ao escasso numero de casos
reportados no estudo. Do ponto de vista clinico, a funcdo renal tardia (FRT) nédo é
considerada um desfecho de eficacia, porém, trata-se de uma variavel pos-
transplante. A FRT definida como a necessidade de dialise durante os sete primeiros
dias poés-transplante ou concentracdes superiores a 5,0 mg/dL de creatinina sérica
(KONING et al., 1997; OJO et al., 1997).

Os desfechos de eficacia, TFGe e creatinina sérica, foram avaliados no décimo
quarto dia e no terceiro més, periodo caracterizado por existir maior risco de
complicacBes imunolégicas (KIDNEY DISEASE: IMPROVING GLOBAL OUTCOMES
TRANSPLANT WORK, 2009), e no décimo segundo més por se tratar de uma
transicdo entre o periodo precoce e o tardio. Para os demais desfechos foi

considerado o numero de primeiros eventos relatados até o final do estudo.

3.10. Andlises estatisticas

O conjunto de dados clinicos e experimentais dos pacientes foi analisado
utilizando-se os programas Statistical Package for the Social Sciences v. 22.0 (SPSS
Inc., Chicago, EUA), GraphPad Prism v. 6.0 (GraphPad Software, Inc., California,
EUA), e Sigma Stat v. 3.5 (Sigma Chemical, Co., St Louis, MO, EUA). Valores de p

inferiores a 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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Varidveis categoricas sao apresentadas como porcentagem e numero de
individuos entre parénteses. Para comparacdo de propor¢cbes das variaveis
categoricas foram utilizados os testes de qui-quadrado, teste exato de Fischer ou
proporgéo de verossimilhanga (Likelihood ratio), quando necessario.

A distribuicdo das variaveis numéricas foi analisada pelo teste Kolmogorov-
Smirnov (K-S) ou pelo teste Shapiro-Wilk (S-W) para grupos com menos que 50
amostras. As variaveis numeéricas com distribuicdo normal sdo apresentadas como
media e desvio-padrdo e foram comparadas pelo teste t para dois grupos, e pelo
teste ANOVA para trés ou mais grupos, seguido pelo teste pos-hoc de Tukey para
comparagdes multiplas. As variaveis numéricas sem distribuicdo normal sao
apresentadas como mediana e intervalo interquartilico (IQT) e foram comparadas
pelo teste Mann-Whitney para dois grupos, e pelo teste Kruskal-Wallis para trés
grupos ou mais, seguido pelo teste pds-hoc de Bonferroni para comparacdes
multiplas.

Para andlise da influéncia dos polimorfismos genéticos sobre a resposta clinica
aos ISS foi utilizado o modelo de heranca dominante, no qual os portadores de
gendtipo homozigoto raro sdo agrupados com o0s heterozigotos e comparados com
os portadores de genétipo homozigoto comum.

Para analise da influéncia de polimorfismos genéticos sobre a incidéncia
acumulativa de rejeicdo aguda foi utilizado teste de sobrevida Kaplan-Meier e o valor
de p foi estimado usando o teste log-rank.

A analise de regressao logistica univariavel foi utilizada para identificar os fatores
genéticos e ndo genéticos associados com os desfechos de eficacia e seguranca.
Algumas varidveis numéricas foram transformadas em varidveis categoricas para
utilizar na analise de regressao logistica. Foram consideradas as seguintes
variaveis: polimorfismos genéticos, peso, género e idade do receptor, comorbidades
prévias, histérico de dislipidemia, tipo de doador, tempo de exposi¢cdo a FRT, tempo
de isquemia fria, variabilidade Co/Do e concentracdes de tacrolimo no 12° més,
terapia de manutencdo, terapia de inducdo, tempo de didlise. Um conjunto
determinado desses fatores foi usado dependendo do desfecho clinico analisado.
ApoGs anélise de regressao univariavel, as variaveis que apresentaram um valor de
p<0,2 foram analisadas por regressao logistica multivariavel.

Para avaliar correlagdo entre variaveis numéricas foi usado o diagnostico de
colinearidade através do fator de inflacdo da variancia (do termo em inglés, Variance

inflation factor), no qual valores menores do que 5 indicam baixa correlacdo, e
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adequacao dos fatores para serem analisados por regressao multivariavel. Para
diminuir o erro tipo | gerado pelas comparagfes multiplas na andlise multivariavel, os
valores de p para os fatores foram ajustados pela corre¢cdo sequencial de Holm-
Bonferroni (HOLM, 1979; AICKIN e GENSLER, 1996).

Na figura 4, esta representado o fluxograma das andlises estatisticas realizadas
para avaliar a associagéo das variaveis genéticas e ndo genéticas com os desfechos

clinicos, no presente trabalho.

Fatores H Polimorfismos genéticos ( Variaveis clinicas
I
Desfechos Eficacia Seguranca
Taxa de filtracBo —— Distdrbios sanguineos
glomerular estimada — Distdrbios gastrointestinais
Creatinina sérica | Distlrbios generais e condigcdes do
local de administracao
Episddios de — Disturbios metabdlicos
rejeicdo aguda
— Distarbios urinarias e renais
Comparac&o por testes L Infecgdes e infestactes
paramétricos ou ndo
paramétricos
_  Regressdologistica
l univariavel
Transformac&o em Variaveis com
variaveis categodricas associacdo

Regressao logistica
multivariavel

Figura 4. Fluxograma das analises estatisticas utilizadas no estudo.

3.11. Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UNIFESP (Anexo 2)
e pelo CEP da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP (Anexo 3), e desenvolvido de
acordo as regulacfes internacionais das boas praticas clinicas e dos principios éticos da
Declaracdo de Helsinski. Todos os pacientes que cumpriam os critérios de inclusdo foram
convidados e unicamente aqueles que aceitaram 0 termo de consentimento livre e

esclarecido (TCLE) foram considerados dentro do projeto.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas dos receptores de transplante renal

Na Tabela 1, sdo apresentadas as caracteristicas biodemograficas e clinicas dos
receptores de transplante renal. A mediana da idade dos receptores foi de 44 anos (IQT =
34,0 — 56,0), principalmente constituido pelo género masculino (66,2%) e de cor branca
(51,7%). Entre as causas de DRC conhecidas, a mais frequente foi a glomerulonefrite
(12,3%), seguida de hipertensédo (10,0%) e diabetes (10,0%). Por outro lado, a causa “n&o
determinada” foi a mais frequente (41,6%). Neste estudo, 251 individuos (93,3%) realizaram
hemodialise durante o periodo pré-transplante, com uma dura¢do mediana de 33,0 meses.
Ademais, a mediana de exposi¢ao a isquemia fria do enxerto foi de 20,3 horas (IQT = 17,6 —
23,0). Esses parametros nao diferiram entre os grupos terapéuticos (p>0,05), o que é
indicativo da adequada randomizacao dos pacientes nos grupos de estudo.

Na Tabela 2, sdo apresentadas as caracteristicas biodemogréficas dos doadores de rim
que nao diferiram entre os grupos de tratamento dos receptores (p>0,05). A mediana de
idade dos doadores foi de 42,0 anos (IQT = 32,0 — 50,0). O grupo foi formado
majoritariamente por homes (58,4%), e de cor branca (57,2%). E importante ressaltar que a
propor¢éo de doadores falecidos representou 69,1% (186 individuos) do total de doadores.

Os resultados dos parametros laboratoriais dos receptores de transplante renal séo
apresentados na Tabela 3. Os valores de perfil metabdlico, eletrélitos, enzimas hepéaticas
ALT e AST e perfil hematolégico nao diferiram entre os grupos de tratamento (p>0,05). Ao
analisar o perfil metabdlico, alguns pacientes tiveram resultados de glicemia (Med = 93,0;
IQT = 86,5 — 105,5 mg/dL) e de triglicérides (Med = 151; IQT = 106 — 229 mg/dL) acima dos
valores referéncia. Os resultados de enzimas hepéticas e do perfil hematoldgico estavam

dentro dos valores de referéncia.
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Tabela 1. Caracteristicas biodemograficas e clinicas dos receptores de transplante renal

Variaveis Total (269) TAC5/EVR (80) TAC10/EVR (96) TAC10/MFS (93) p
Idade, anos 44,0 (34,0 — 56,0) 43,5 (32,3 —55,8) 46,0 (33,5 -57,0) 43,0 (35,0 — 55,5) 0,725"
Género, % (n) 0,774
Homens 66,2% (178) 63,8% (51) 65,6% (63) 68,8% (64)
Mulheres 33,8% (91) 36,3% (29) 34,4% (33) 31,2% (29)
Cor de pele, % (n) 0,386
Branca 51,7% (139) 47,5% (38) 51,0% (49) 55,9% (52)
Negra 14,9% (40) 21,3% (17) 12,5% (12) 11,8% (11)
Parda 33,5% (90) 31,3% (25) 36,5% (35) 32,3% (30)
Causas de DRC, % (n) 0,260
Glomerulonefrite 12,3% (33) 13,8% (11) 14,6% (14) 8,6% (8)
Hipertenséo 10,0% (27) 10,0% (8) 7,3% (7) 12,9% (12)
Diabetes 10,0% (27) 8,8% (7) 5,2% (5) 16,1% (15)
N&o determinado 41,6% (112) 41,3% (33) 46,9% (45) 36,6% (34)
Outros 26,0% (70) 26,3% (21) 26,0% (25) 25,8% (24)
Peso, kg 68,3 (59,0 — 77,9) 68,8 (62,4 — 77,5) 67,5 (58,1 —76,9) 68,5 (57,3 -79,8) 0,652
CA, (cm)
Homens 91,0 (81,0 -101,3) 90,0 (81,0 —101,0) 91,0 (80,0 — 101,0) 92,5 (83,3 -103,8) 0,761
Mulheres 84,0 (75,0 — 97,0) 88,0 (74,0 — 97,0) 84,0 (78,0 — 96,5) 81,0 (75,0 — 97,0) 0,901
IMC, kg/m? 24,0 (21,0 - 27,0) 24,0 (22,0 - 27,0) 25,0 (21,0 - 27,0) 24,0 (21,0 - 27,0) 0,981
Dialise, % (n) 0,586
Dialise peritoneal 3,7% (10) 3,8% (3) 3,1% (3) 4,3% (4)
Hemodialise 93,3% (251) 91,3% (73) 95,8% (92) 92,5% (86)
Sem dialise 3,0% (8) 5,0% (4) 1,0% (1) 3,2% (3)
Duragédo de hemodidlise, meses 33,0 (16,0 — 54,0) 36,0 (16,0 — 48,0) 27,5 (16,3 — 49,8) 29,5 (16,0 — 61,5) 0,894
Isquemia fria, h 20,3 (17,6 — 23,0) 20,3 (17,6 — 23,7) 20,5 (17,8 - 23,0) 20,1 (17,2 - 23,0) 0,839

Nota: Variaveis numéricas sdo apresentadas como mediana e intervalo interquartilico, em parénteses, e foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis ou
ANOVA de um fator (1), quando necessario. Variaveis categoricas séo apresentadas como porcentagem e ndmero de individuos, em parénteses, e foram
comparadas pelo teste qui-quadrado. CA: Circunferéncia abdominal, DRC: Doenca renal crbénica, IMC: indice de massa corporal.
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Tabela 2. Caracteristicas biodemogréficas dos doadores

Variaveis Total (269) TACS5/EVR (80) TAC10/EVR (96) TAC10/MFS (93) p
Idade, anos 42,0 (32,0 -50,0) 42,0 (29,3 - 47,0) 43,0 (35,3-52,0) 42,0 (31,5-50,0) 0,314
Género, % (n) 0,708
Homens 58,4% (157) 61,3% (49) 55,2% (53) 59,1% (55)
Mulheres 41,6% (112) 38,8% (31) 44.,8% (43) 40,9% (38)
Cor de pele, % (n) 0,875
Cor branca 57,2% (154) 61,3% (49) 54,2% (52) 57,0% (53)
Cor negra 8,9% (24) 8,8% (7) 8,3% (8) 9,7% (9)
Cor parda 33,8% (91) 30,0% (24) 37,5% (36) 33,3% (31)
Tipo de doador, % (n) 0,148
Doador vivo 30,9% (83) 22,5% (18) 35,4% (34) 33,3% (31)
Doador falecido 69,1% (186) 77,5% (62) 64,6% (62) 66,7% (62)

Nota: Varidveis numéricas sdo apresentadas como mediana e intervalo interquartilico, em parénteses, e foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis.
Variaveis categoricas sdo apresentadas como porcentagem e nimero de individuos, em parénteses, e foram comparadas pelo teste qui-quadrado.
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Tabela 3. Parametros laboratoriais dos receptores de transplante renal

Variaveis Total (269) TACS5/EVR (80) TAC10/EVR (96) TAC10/MFS (93) p

Glicose, mg/dL 93,0 (86,5 — 105,5) 93,0 (87,0 — 100,8) 93,0 (85,0 — 102,8) 94,0 (87,5 — 115,0) 0,327
Colesterol total, mg/dL 161,0 (136,0 — 185,0) 170,0 (130,5 — 190,0) 155,5 (137,8 — 183,0) 165,5 (137,5-190,5) 0,785
HDL colesterol, mg/dL 38,0 (32,0 — 45,0) 37,0 (32,0 — 45,5) 39,0 (32,0 - 48,0) 38,0 (31,0 — 45,0) 0,721
LDL colesterol, mg/dL 82,0 (65,3 — 108,50) 83,0 (63,3 - 117,0) 82,0 (67,5 -101,5) 82,5 (64,8 — 107,5) 0,840
VLDL colesterol, mg/dL 26,0 (17,0 - 37,0) 29,0 (16,0 — 40,0) 24,5 (17,0 - 33,8) 27,0 (17,5-37,5) 0,527
Triglicérides, mg/dL 151,0 (106,0 — 229,0) 156,0 (93,0 — 227,5) 141,0 (103,8 — 210,0) 158,0 (110,5-249,8) 0,283
Saédio sérico, mmol/L 137,0 (135,0 — 139,0) 137,0 (135,0 — 139,8) 137,0 (135 -139,0) 137,0 (135,0 — 139,0) 0,964
Potassio sérico, mmol/L 4,9 (4,4-5,4) 49 (4,3-5,2) 49 (4,2-5,4) 4,9 (4,5-5,6) 0,342
ALT, U/L 12,0 (9,0 - 17,0) 13,0 (9,3 - 16,8) 12,0 (9,0 - 17,8) 12,0 (10,0 — 18,0) 0,814
AST, U/L 12,0 (10,0 - 17,0) 13,0 (10,0 - 17,8) 12,0 (9,0 - 16,0) 12,0 (10,0 - 17,0) 0,464
Hemoglobina, g/dL 12,5(11,3-13,6) 12,7 (11,9 — 13,6) 12,4 (10,9 — 13,9) 12,5(11,3-13,5) 0,494
Eritrécitos, mil. cel./cm® 4,1 (3,7-4,6) 4,1 (3,8-4,7) 4,1 (3,6 —4,7) 4,1 (3,7-4,4) 0,472
Leucdcitos, cel./cm® 7300 (5950 — 9000) 7250 (6100 — 8875) 7195 (5900 — 8975) 7400 (5800 — 9100) 0,727
Linfécitos, cel./cm® 1565 (1173 — 1968) 1593 (1274 — 1951) 1473 (1100 — 1909) 1568 (1165 — 2037) 0,570
Plaquetas, plaq./uL 202 (166 — 235) 212 (168 — 239) 198 (156 — 228) 200 (170 — 243) 0,212

Nota: Variaveis numéricas sdo apresentadas como mediana e intervalo interquartilico, em parénteses, e foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis. ALT:
Alanina aminotransferase; AST: Aspartato aminotransferase; HDL.: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade; VLDL: lipoproteina de

muito baixa densidade.
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4.2. Monitoramento terapéutico dos imunossupressores

Os dados de concentracdo sanguinea, dose e Co/Do de tacrolimo e everolimo,
nos trés grupos de terapia imunossupressora, sdo apresentados nas Figuras 5 e 6,
respectivamente. Os valores numéricos dos parametros de monitoramento de
tacrolimo e everolimo estéo descritos, nos Anexos 5 a 10.

Nos primeiros 30 dias poés-transplante, as concentracBes sanguineas de
tacrolimo dos grupos TAC10/EVR e TAC10/MFS foram maiores do que as do grupo
TAC5/EVR (p<0,0001). J& do 3° ao 12° més de tratamento, as concentracdes de
tacrolimo do grupo TAC10/MFS foram maiores do que as dos grupos TAC5/EVR e
TAC10/EVR (p<0,001). A partir do 6° més de acompanhamento, mais de 50% dos
pacientes apresentou concentracdes dentro da faixa terapéutica estabelecida pelo
protocolo de tratamento para os grupos TAC5/EVR e TAC10/EVR (3 a 8 ng/ml) e
TAC10/MFS (6 a 8 ng/ml) (Figura 5A).

As doses de tacrolimo de pacientes dos grupos TAC10/EVR e TAC10/MFS
mostraram-se mais elevadas desde o inicio até o 4° més quando comparadas com
TAC5/EVR (p<0,0001). Uma vez ajustado o esquema terapéutico de tacrolimo a
partir do 3° més no grupo TAC10/EVR segundo o protocolo de tratamento, os grupos
TAC5/EVR e TAC10/EVR mostraram doses de tacrolimo similares até o término do
estudo (p>0,05), enquanto que as doses de TAC10/MFS foram maiores quando
comparado com ambos os grupos (p<0,05) (Figura 5B).

Os valores de Co/Do de tacrolimo foram similares entre os trés grupos durante
0s 12 meses de tratamento (p>0,05) (Figura 5C).

Em relacdo as concentracfes de everolimo nos periodos de tempo estudados,
como esperado, ndo houve diferenca entre os grupos TAC5/EVR e TAC10/EVR
(p<0,05). A partir do 3° més, mais de 50% dos pacientes, representado pelo quartil
inferior até o quartil superior, apresentou concentracdes de everolimo dentro da faixa
terapéutica estabelecida pelo protocolo de tratamento (4 a 8 ng/ml) (Figura 6A).

As doses e as Co/Do de everolimo néo diferiram quando comparadas entre os

grupos, nos diferentes periodos de tempo (p>0,05) (Figura 6B e 6C).
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Figura 5. Monitoramento terapéutico de tacrolimo em receptores de transplante

renal. (A) Concentragdo (ng/mL); (B) dose (mg/dia/kg); (C) concentragdo corrigida pela dose

(Co/Do) [(ng/mL)(mg/kg)], nos grupos de terapia imunossupressora. Valores apresentados como

mediana e intervalo interquartil. *Teste Kruskal-Wallis para comparacdo de concentracdo e doses

de tacrolimo em cada tempo (p<0,05).
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[(ng/mL)(mg@)], nos grupos de terapia imunossupressora. Valores apresentados como mediana e
intervalo interquartil. *Teste Mann-Whitney para comparacdo de concentracdo de everolimo em

cada tempo, entre os dois grupos de tratamento com everolimo (p>0,05).
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4.3. Resultados de desfechos clinicos de eficicia e seguranca

Neste estudo, as variaveis TFGe, creatinina sérica e rejeicdo aguda foram
consideradas como desfechos de eficacia do tratamento imunossupressor.

Nas Figuras 7 e 8, sao representados os dados dos valores de TFGe e
creatinina sérica, respectivamente, no 1° ano de acompanhamento. Os valores
numéricos desses parametros sdo mostrados nos Anexos 11 e 12.

No grupo total, houve um aumento esperado e gradativo da TFGe desde o
periodo pré-transplante (Med = 7,0 ml/min; IQT = 5,0 — 8,0) até o 12°més (Med =
63,5 ml/min; 1IQT = 49,7 — 78,2) (Figura 7A). A partir do 1° més, a mediana dos
valores de TFGe se manteve acima do valor de 50 mL/min até o fim do
acompanhamento. Os valores de TFGe foram similares entre os grupos de
tratamento até o 1° més. A partir do 3° més, o grupo TAC10/MFS apresentou valores
discretamente superiores do que TAC10/EVR (p<0,05), porém similares aos do
grupo TAC5/EVR, com excecdo do 6° més, onde néo foram observadas diferencas
(p>0,05) (Figura 7B).

As concentracfes de creatinina sérica, no grupo total, diminuiram de forma
esperada a partir do pré-transplante (Med = 9,32 mg/dL; IQT = 7,47 — 11,27) até o
final do periodo de acompanhamento (12° més, Med = 1,33 mg/dL; IQT = 1,07 —
1,62) (Figura 8A). Dentro os grupos terapéuticos, as concentracfes de creatinina
sérica foram similares durante os primeiros 9 meses (p>0.05); porém, no 12° més,
as concentragbes do grupo TAC10/MFS foram ligeiramente menores (Med = 1,24
mg/dL; IQT = 0,99 — 1,53) em relacdo ao grupo TAC10/EVR (Med = 1,44 mg/dL; IQT
=1,10 - 1,81) (p<0,05), mas ndo com o TAC5/EVR (Med = 1,31 mg/dL; IQT =1,11 —
1,67) (p>0,05) (Figura 8B).
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Figura 7. TFGe de receptores de transplante renal, no 1° ano de

acompanhamento. (A) Grupo total, e nos (B) trés grupos de terapia imunossupressora. Valores
apresentados como mediana e intervalo interquartil. *Teste de Kruskal-Wallis para comparagéo da

TFGe em cada tempo (p<0,05). Pré-Tx = Pré-transplante.
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Figura 8. Creatinina sérica de receptores de transplante renal, no 1° ano de

acompanhamento. (A) Grupo total e nos (B) trés grupos de terapia imunossupressora. Valores
apresentados como mediana e intervalo interquartil. *Teste de Kruskal-Wallis para comparacéo da

creatinina sérica em cada tempo (p<0,05). Pré-Tx = Pré-transplante

Na Tabela 4, sdo mostrados resultados de desfechos clinicos de eficacia.
Foram relatados 40 (14,9%) casos de rejeicdo aguda, no primeiro ano de
acompanhamento, dentre os quais 36 (13,4%) foram mediados por células T
(celular) e 4 (1,5%) foram mediados por anticorpos (humoral). Utilizando a
classificagcdo Banff dos casos de rejeicdo celular, observou-se predominancia das
classes 2A (38,9%) e 1B (33,3%). Nao foram encontradas diferencas nas
proporcdes de rejeicao aguda entre os grupos de tratamento, independentemente do
tipo de rejeicdo ou da classe Banff de rejeicdo celular, entre os trés grupos de

tratamento imunossupressor (p>0,05).
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A perda de aloenxerto no primeiro ano de acompanhamento ocorreu em 3,3%
dos casos. Observou-se maior percentual de perda no grupo TAC10/MFS (7,5%)
guando comparado aos grupos TAC5/EVR (1,3%) e TAC10/EVR (1,0%) (p=0,026),
no primeiro ano de acompanhamento. A taxa de obitos foi de 3,3%, mas nao diferiu
entre os grupos de tratamento (p=0,825).

A FRT ocorreu em 33,8% dos casos e a duragdo de FRT foi de 10,0 (6,0-
15,0) dias. Esses parametros nao diferiram entre os grupos de tratamento (p>0,05).

Neste estudo, foram considerados desfechos de seguranca os eventos
adversos identificados pela classificacdo MedDRA. Devido ao interesse principal do
trabalho original em esquemas terapéuticos para reduzir a incidéncia de CMV,
dentro da categoria MedDRA de infec¢Oes e infestagcOes, foram considerados todos
os casos de infec¢do e doencga, tempo de terapia e recorréncia de eventos por CMV.

Na Tabela 5, sdo apresentados os resultados de eventos ocasionados por
CMV. No grupo total foram reportados 49 (18,2%) casos de primeiros eventos por
CMV, que consistiu em 29 (10,8%) casos de infeccdo e 20 (7,4%) de doenca.
Ocorreram mais casos de eventos por CMV no grupo TAC10/MFS (37,6%) em
relacdo aos grupos TAC5/EVR (5,0%) e TAC10/EVR (10,4%) (p<0,0001). O tempo
para surgimento do primeiro evento por CMV foi de 57 dias (IQT = 38,5 - 78,5), e a
duragao do tratamento antiviral foi de 23 dias (IQT = 18,0 — 27,5). Esses parametros
nao diferiram entre os grupos de tratamento (p>0,05).

A primeira recorréncia por CMV foi relatada em 7,1% (19) receptores, com
maior proporc¢do no grupo TAC10/MFS (15,1%) em relacdo aos outros dois grupos
(p<0,0001). Enquanto que a segunda recorréncia ocorreu em 1,9% (5) casos, sem
diferenca entre os grupos de tratamento (p=0,088) (Tabela 5).

Na tabela 6, sdo apresentados os resultados de eventos adversos dos
receptores de transplante renal, no 1° ano pés-transplante. No grupo total, foram
relatados 12,3% (33) disturbios sanguineos e linfaticos, sendo que 8,2% e 5,2%
corresponderam a anemia e leucopenia, respectivamente. A leucopenia foi mais
frequente no grupo TAC10/MFS (9,7%) que nos grupos TACS5/EVR (5,0%) e
TAC10/EVR (1,0%) (p=0,018). Enquanto que o percentual de anemia foi similar
entre os grupos de tratamento (p=0,470).

Em relacdo aos disturbios gastrointestinais, foram reportados 141 casos
(52,4%), no grupo total, sendo os casos de diarreia os mais frequentes (25,7%),

seguido de constipacdo (13,0%), epigastralgia (12,3%), nauseas e/ou vOmitos
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(9,7%) e dispepsia (8,6%). As frequéncias desses eventos ndo diferiram entre os
grupos de tratamento (p>0,05) (Tabela 6).

Dentre os distUrbios gerais e condi¢cdes do local de administracdo, o edema
localizado foi 0o mais reportado (41,3%), sendo observado maior percentual nos
grupos TACS5/EVR (45,0%) e TACL10/EVR (47,9%) que no grupo TAC10/MFS
(31,2%, p=0,047).

Distirbios de metabolismo e de nutricdo foram relatados em 41,3% (111)
casos, ho grupo total. O mais comum foi dislipidemia (27,5%), seguido de
hiperglicemia (17,8%) e diabetes poés-transplante (10,4%). O percentual de
dislipidemia foi maior nos grupos tratados com everolimo, TAC5/EVR (30,0%) e
TAC10/EVR (37,5%), quando comparado com o grupo TAC10/MFS (15,1%)
(p=0,002). Os percentuais de hiperglicemia e diabetes foram similares entre o0s
grupos de tratamento (p>0,05).

Dentre os distlrbios renais e urinarios, a proteinaria foi reportada em 8,9%

(24) no grupo total, sem diferencas entre os grupos terapéuticos (p=0,835).
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Tabela 4. Desfechos de eficacia de receptores de transplante renal, no 1° ano pdés-transplante

Variaveis

Total (269)

TAC5/EVR (80)

TACI10/EVR (96)

TAC10/MFS (93)

p

Rejeicdo aguda, % (n)

Celular

Humoral

Classificacdo Banff de rejeicéo
celular, % (n)

1A
2A
1B
2B

Perda de aloenxerto, % (n)

Obito, % (n)
FRT, % (n)

Duragéo de FRT, dias

14,9% (40)
13,4% (36)
1,5% (4)

25,0% (9)
38,9% (14)
33,3% (12)
2,8% (1)

3,3% (9)

3,3% (9)

33,8% (91)

10,0 (6,0 — 15,0)

10,0% (8)
7,5% (6)
2,5% (2)

16,7% (1)
83,3% (5)

0% (0)

0% (0)

1,3% (1)

2,0% (2)

37,5% (30)

12,0 (6,8 — 16,0)

17,7% (17)
17,7% (17)
0,0% (0)

23,5% (4)
41,2% (7)
35,3% (6)

0% (0)

1,0% (1)

4,2% (4)

34,4% (33)

11,0 (6,0 — 14,0)

16,2% (15)
14,0% (13)
2,2% (2)

30,8% (4)
15,4% (2)
46,2% (6)
7,7% (1)

7,5% (7)

3,2% (3)
30,1% (28)

9,0 (5,3-13,5)

0,329

0,069*

0,026*
0,825*
0,586
0,396

Nota: Variaveis numéricas sdo apresentadas como mediana e intervalo interquartilico, em parénteses, e foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis.
Variaveis categoricas sao apresentadas como porcentagem e nimero de individuos, em parénteses, e foram comparadas pelo teste qui-quadrado e teste de

proporcéo de verossimilhanca (*). FRT: Fun¢éo renal tardia
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Tabela 5. Eventos causados por CMV, em receptores de transplante renal, no 1° ano pds-transplante

Variaveis

Total (269) TACS5/EVR (80) TAC10/EVR (96) TACIOIMFS (93)  p
1° evento de CMV 18,2% (49) 5,0% (4) 10,4% (10) 37,6% (35) <0,0001
Infeccio 10,8% (29) 25,0% (1) 40,0% (4) 68,6 (24) 0,094*
Doenca 7,4% (20) 75,0% (3) 60,0% (6) 31,4% (11)

Tempo até 1° evento de CMV, dias 57,0 (38,5 —-78,5)

23,0 (18,0 — 27,5)

71,0 (43,8 — 81,8)
20,5 (15,5 — 24,8)

475 (39,0 — 119,0)
20,5 (17,3 — 24,3)

59,0 (38,0 — 72,0) 0,762

Duracéo de tratamento antiviral, dias 25,0 (20,0 — 29,0) 0,142

1° recorréncia de evento de CMV 7,1% (19) 0,0%(0) 5,2% (5) 15,1% (14) <0,0001
Infeccéo 3,3% (9) 0,0% (0) 40,0% (2) 50,0% (7) 1,000"
Doenca 3,7% (10) 0,0% (0) 60,0% (3) 50,0% (7)

2° recorréncia de evento de CMV 1,9% (5) 0,0%(0) 2,1% (2) 3,2% (3) 0,149*
Infecgdo 1,1% (3) 0,0% (0) 100% (2) 33,3% (1) 0,088"
Doenca 0,7% (2) 0,0% (0) 0,0% (0) 66,7% (2)

Nota: Variaveis numéricas sdo apresentadas como mediana e intervalo interquartilico, em parénteses, e foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis.
Variaveis categoricas sdo apresentadas como porcentagem e numero de individuos, em parénteses, e foram comparadas pelo teste qui-quadrado, teste de
proporcéo de verossimilhanca (*) e teste exato de Fisher (T). CMV: citomegalovirus.
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Tabela 6. Eventos adversos ocorridos, em receptores de transplante renal, no 1°

ano pos-transplante

Variaveis Total TAC5/EVR TAC10/EVR TAC10/MFS p
(269) (80) (96) (93)
Disturbios sanguineos e
linfaticos 12,3% (33) 12,5% (10) 10,4% (10) 14,0% (13)
Anemia 8,2% (22) 10,0% (8) 9,4% (9) 5,4% (5) 0,470
Leucopenia 5,2% (14) 5,0% (4) 1,0% (1) 9,7% (9) 0,018*
Disturbios
gastrointestinais 52,4% (141) 46,3% (37) 47,9% (46) 62,4% (58)
Dispepsia 8,6% (23) 3,8% (3) 9,4% (9) 11,8% (11) 0,156
Epigastralgia 12,3% (33) 11,3% (9) 9,4% (9) 16,1% (15) 0,348
Nauseas e/ou vémitos  9,7% (26) 8,8% (7) 10,4% (10) 9,7% (9) 0,933
Diarreia 25,7% (69) 25,0% (20) 22,9% (22) 29,0% (27) 0,621
Constipacao 13,0% (35) 11,3% (9) 11,5% (11) 16,1% (15) 0,543
Distlrbios gerais e
condicdes do local de
administragéo
Edema localizado 41,3% (111) 45,0% (36) 47,9% (46) 31,2% (29) 0,047
Distarbios de
metabolismo e de 41,3% (111) 47,5% (38) 47,9% (46) 29,0% (27)
nutricao
Hiperglicemia 17,8% (48) 25,0% (20) 15,6% (15) 14,0% (13) 0,131
Diabetes p0s- 10,4% (28) 13,8% (11) 11,5% (11) 6,5% (6) 0,268
transplante
Dislipidemia 27,5% (74) 30,0% (24) 37,5% (36) 15,1% (14) 0,002
Distdrbios renais e
urinérios
Proteindria 8,9% (24) 10,0% (8) 9,4% (9) 7.5% (7) 0,835

Nota: Variaveis categéricas sdo apresentadas como porcentagem e numero de individuos, em
parénteses, e foram comparadas pelo teste qui-quadrado e teste de propor¢cdo de verossimilhanca

)
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4.4. Frequéncias dos polimorfismos genéticos

Nas Tabelas 7 e 8, sdo apresentadas as frequéncias dos genotipos e alelos
raros dos polimorfismos genéticos estudados. As frequéncias genotipicas e alélicas
dos polimorfismos estudados foram similares entre os trés grupos de tratamento, o
que é sugestivo de adequada randomizacao dos pacientes, nos trés grupos.

A distribuicio de gendtipos dos polimorfismos analisados mostrou-se
consistente com o EHW, no grupo total (p>0,05) e nos grupos terapéuticos (p>0,05)
(dados ndo apresentados). Isto assegura que a selecdo dos individuos para o
estudo foi aleatéria e adequada. No caso dos polimorfismos do FOXP3, localizado
no cromossomo X, a estimativa do EHW foi realizada somente no grupo de
mulheres, porque 0os homens apresentam um unico cromossomo X (hemizigotos).
Para as demais andlises de polimorfismos neste gene foram incluidos os individuos
do sexo masculino.

Na Tabela 9, sdo apresentadas as comparacdes das frequéncias alélicas dos
participantes de nosso estudo com as reportadas pelo projeto 1000genomes, e com
as reportadas por um estudo prévio do nosso laboratério (SALGADO, 2012). Para
todos os polimorfismos, ndo houve diferenca entre as frequéncias alélicas do nosso
estudo e do projeto 1000genomes (p>0,05). As frequéncias alélicas nos
polimorfismos MTOR e PPP3CA estimadas em um estudo prévio do nosso

laboratorio ndo diferiram com as frequéncias descritas neste estudo (p>0,05).

-54 -



Tabela 7. Frequéncias de polimorfismos MTOR e PPP3CA

Polimorfismos Total TAC5/EVR TAC10/EVR TAC10/MFS p
(269) (80) (96) (93)
MTOR rs1057079
C.4731G>A
AA 33,1% (89) 30,0% (24) 40,6% (39) 28,0% (26) 0,138
AG 43,9% (118) 40,0% (32) 39,6% (38) 51,6% (48)
GG 23,0% (62) 30,0% (24) 19,8% (19) 20,4% (19)
MAF [G] 45,0% 50,0% 39,6% 46,2% 0,135
MTOR rs1135172
€.14377>C
CcC 33,5% (90) 32,5% (26) 39,6% (38) 28,0% (26) 0,534
CT 47,2% (127) 46,3% (37) 43,8% (42) 51,6% (48)
TT 19,3% (52) 21,3% (17) 16,7% (16) 20,4% (19)
MAF [T] 42,9% 44,4% 38,5% 46,2% 0,290
MTOR rs1064261
€.2997C>T
TT 42,4% (114) 35,0% (28) 46,9% (45) 44,1% (41) 0,530
TC 45,7% (123) 50,0% (40) 43,8% (42) 44,1% (41)
CcC 11,9% (32) 15,0% (12) 9,4% (9) 11,8% (11)
MAF [C] 34,8% 40,0% 31,3% 33,9% 0,218
PPP3CA rs3730251
C.249G>A
GG 85,5% (230) 86,3% (69) 87,5% (84) 82,8% (77) 0,481*
GA 14,1% (38) 12,5% (10) 12,5% (12) 17,2% (16)
AA 0,4% (1) 1,3% (1) 0,0% () 0,0% (0)
MAF [A] 7,4% 7,5% 6,3% 8,6% 0,684

Nota: As frequéncias dos genétipos e alelos sdo apresentadas como porcentagem, e o nimero de
individuos em parénteses, e foram compara dos por teste qui-quadrado e teste de proporgdo de
verossimilhanca (*). MAF: frequéncia de alelo raro, do inglés Minor allele frequency.
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Tabela 8. Frequéncias de polimorfismos FKBP1A, FKBP2 e FOXP3

Polimorfismos Total TAC5/EVR TAC10/EVR TAC10/MFS p
(269) (80) (96) (93)
FKBP1A rs6033557
Nn.259+243936T>C
TT 43,9% (118) 37,5% (30) 46,9% (45) 46,2% (43) 0,209
TC 44,6% (120) 48,8% (39) 46,9% (45) 38,7% (36)
CcC 11,5% (31) 13,8% (11) 6,3% (6) 15,1% (14)
MAF [C] 33,8% 38,1% 29,7% 34,4% 0,244
FKBP2 rs2159370 c.-
2110G>T
GG 33,5% (90) 32,5% (26) 34,4% (33) 33,3% (31) 0,997
GT 52,0% (140) 53,8% (43) 51,0% (49) 51,6% (48)
TT 14,5% (39) 13,8% (11) 14,6% (14) 15,1% (14)
MAF [T] 40,5% 40,6% 40,1% 40,9% 0,988
FOXP3 rs2232365 c.-
22-9022>G
GG 52,8% (142) 51,3% (41) 55,2% (53) 51,6% (48) 0,721
GA 18,2% (49) 16,3% (13) 20,8% (20) 17,2% (16)
AA 29,0% (78) 32,5% (26) 24,0% (23) 31,2% (29)
MAF [A] 38,1% 40,6% 34,4% 39,8% 0,426
FOXP3rs3761548 c.-
23+28822>C
CC 65,1% (175) 67,5% (54) 63,5% (61) 64,5% (60) 0,666
CA 13,0% (35) 15,0% (12) 10,4% (10) 14,0% (13)
AA 21,9% (59) 17,5% (14) 26,0% (25) 21,5% (20)
MAF [A] 28,4% 25,0% 26,0% 28,5% 0,433

Nota: As frequéncias dos genétipos e alelos sdo apresentadas como porcentagem, € 0 nhumero de
individuos em parénteses, e foram comparados por teste qui-quadrado e teste de proporcdo de
verossimilhanca (*). MAF: frequéncia de alelo raro, do inglés Minor allele frequency.
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Tabela 9. Frequéncias alélicas dos polimorfismos genéticos, neste e em outros estudos

Populagéo MTOR PPP3CA FKBP1A FKBP2 FOXP3
rs1057079  rs1135172  rs1064261  rs3730251 rs6033557 rs2159370 rs2232365 rs3761548
G A C T T C A G C T T G A G A C
Esteestudo  45% 55% 57% 43% 66% 35% 7%  93% 34%  66%  41%  59%  38%  62%  28%  72%
1000genomes  45% 55% 64% 36% 70% 30% 7%  93% 43%  57% = 45%  55%  41%  59% = 24%  76%
v?=0,02 (1gl, %%=0,75 (1gl, %°=0,31 (1gl, %°=0,08 (1gl,  %°=1,35 (g, v?=0,18 (1gl, +?=0,08 (1gl, v?=0,23 (14,
p=0,887) p=0,385) p=0,579) p=0,782) p=0,245) p=0,668) p=0,772) p=0,629)
Salgado, 2012 41% 59% 62% 38% 69% 31% 6% = 94%
v°=0,18 (1gl, °=0,33 (1gl, %°=0,16 (1gl, %°<0,01(1g|,
p=0,668) p=0,564) p=0,688) p=1,000)

Nota: As frequéncias alélicas sédo apresentadas como porcentagem e foram comparadas por teste qui-quadrado. gl, grau de liberdade.
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As analises conduzidas para avaliar a associacdo de polimorfismos localizados no
MTOR com desfechos de eficacia e seguranca consideraram unicamente os dois
grupos tratados com everolimo (TAC5/EVR e TAC10/EVR), para avaliar o efeito de

polimorfismos no gene proteina alvo deste inibidor de mTOR.

4.5. Polimorfismos genéticos e desfechos de eficacia

Polimorfismos e fungao renal do enxerto

A influéncia dos polimorfismos genéticos sobre a funcao renal do enxerto (TFGe
e creatinina sérica) foi avaliada aos 14 dias, 3 meses e 12 meses pos-transplante
renal. Os polimorfismos MTOR ¢.1437T>C e FOXP3 c¢.-23+2882A>C influenciaram
nas concentracdes de creatinina sérica (Figura 9), mas ndo foram associados com
TFGe (dados nao mostrados).

Os portadores do gendtipo CC do MTOR ¢.1437T>C apresentaram creatinina
sérica maior no 12° més (Med = 1,44; 1QT = 1,19 — 1,76) que os portadores do alelo
T (gendtipos CT+TT) (p=0,047) (Figura 9C). Para o polimorfismo FOXP3 c.-
23+2882A>C, os portadores do gendtipo CC também tiveram creatinina sérica maior
no 3° (Med = 1,36; 1QT = 1,13 - 1,70; p = 0,005) e no 12° més (Med=1,36, I1QT =
1,14-1,65; p=0,017) que os portadores do alelo A (gendtipos CA+AA) (Figuras 9E e

9F, respectivamente).
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MTOR ¢.1437T>C FOXP3 c.-23+2882A>C
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Figura 9. Influéncia de polimorfismos de MTOR e FOXP3 sobre a creatinina

sérica de receptores de transplante renal. 14° dia (A e D); 3° més (B e E); 12° més (C e

F). Para o estudo do MTOR foram incluidos apenas os pacientes tratados com everolimo (n=176).
Os dados sdo mostrados em Box plot, no qual mediana é representada pela linha na caixa
retangular, e os quartis 25° e 75° sdo representados pelas bases inferior e superior da caixa,

respectivamente. Os dados foram comparados por teste Mann-Whitney.

A associacdo dos polimorfismos genéticos com creatinina sérica foi também
avaliada por analise de regressao logistica. Para esta finalidade, as concentracdes
de creatinina sérica do 12° més foram divididas em tercis baixo, médio e alto. Os
resultados completos destas analises sdo apresentados, no Anexo 13.

Na Tabela 10, s&o apresentados os resultados da associacdo dos polimorfismos
MTOR ¢.1437T>C e FOXP3 c.-23+2882A>C e variaveis clinicas com creatinina
sérica elevada utilizando a andlise de regresséo logistica univariavel. Quanto ao
polimorfismo FOXP3 c.-23+2882A>C, os portadores do genotipo CC tiveram 1,8
vezes maior probabilidade de creatinina sérica elevada do que os portadores de
alelo A (OR=1,75; 1C95%=1,07-2,86; p=0,025). O polimorfismo MTOR ¢.1437T>C

mostrou uma tendéncia de associacdo com creatinina sérica alta (p=0,067).
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Foi também avaliada a associacdo de outras variaveis clinicas com a creatinina
sérica elevada por analise regressao logistica univaridvel. O risco do receptor de
transplante renal ter creatinina sérica elevada aumentou em 3% a cada quilo de
peso corporal (OR=1,03; 1C95%=1,01-1,05; p=0,002) (Tabela 10). Enquanto que o
tratamento TAC10/EVR (TAC:0,1mg/kg/12h e EVR:1,5mg/dia) aumentou o risco de
creatinina sérica elevada em até 2 vezes (OR=1,99; IC95%=1,1-3,47; p=0,015).

Na tabela 11, sdo apresentados os resultados da andlise de regressao logistica
multivariavel para avaliar fatores associados com creatinina sérica elevada, como o
peso, idade e etnia do receptor, o grupo de tratamento e a presenca de proteinuria.
Foram utilizados dois modelos, um para o polimorfismo FOXP3 e outro para o
polimorfismo MTOR. Em ambos os modelos, apenas o ganho de peso do receptor

se manteve associado com creatinina elevada, mesmo apds o ajuste do valor de p.

Tabela 10. Associacao de variaveis genéticas e clinicas com creatinina sérica, no 1°

ano poés-transplante renal: Regresséao logistica univariavel

Variavel independente Fator de risco OR (1C95%) p
MTOR ¢.1437T>C cc 1,74 (0,96 — 3,15) 0,067
CT+TT Referencia
FOXP3 c.-23+2882A>C CcC 1,75 (1,07 - 2,86) 0,025
CA+AA Referéncia
Idade do receptor Por cada 1 ano 0,99 (0,97 — 1,00) 0,121
Peso do receptor Por cada 1 quilo 1,03 (1,01 - 1,05) 0,002
Etnia do receptor Branco Referéncia
Negro 1,01 (0,51 - 1,99) 0,974
Pardo 1,47 (0,88 — 2,44) 0,138
Tipo de doador Falecido 0,81 (0,50 - 1,31) 0,381
Tempo de dialise Por cada 1 més 1,00 (0,99 — 1,01) 0,843
Tempo de FRT Por cada 1 dia 1,02 (0,99 — 1,06) 0,206
Tempo de IF Por cada 1 hora 0,99 (0,97 — 1,02) 0,612
Grupo terapéutico TAC10+MFS Referéncia
TAC10/EVR 1,99 (1,14 - 3,47) 0,015
TAC5/EVR 1,28 (0,72 — 2,25) 0,402
Co/Do de tacrolimo no 12° més Por cada 1 0,96 (0,81 —1,14) 0,657
ng*kg*h/mL*mg
Proteindria Presenca de EA 1,88 (0,86 —4,12) 0,112

Nota: OR: Odds ratio; IC: intervalo de confianca. Co/Do: concentracdo corrigida pela dose; FRT:
funcéo renal tardia; IF: isquemia fria; EA: evento adverso.
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Tabela 11. Fatores associados com creatinina sérica elevada, no 1° ano pos-

transplante renal: Regressao logistica multivariavel

Variavel independente Fator de risco OR (IC95%) p p ajustado*
Modelo 1
FOXP3 c.-23+2882A>C Alelo CC 1,62 (0,97 — 2,69) 0,065 0,390
Peso do receptor Por cada 1 quilo 1,03 (1,02 - 1,05) <0,0001 0,008
Idade do receptor Por cada 1 ano 0,99 (0,97 — 1,01) 0,157 0,512
Etnia Branca Referéncia

Negro 0,87 (0,43 —1,78) 0,707 1,000

Pardo 1,64 (0,97 — 2,80) 0,067 0,390
Grupo terapéutico TAC10/MFS Referéncia

TAC10/EVR 2,15 (1,22 - 3,81) 0,008 0,056

TAC5/EVR 1,22 (0,68 — 2,19) 0,503 1,000
Proteinuria Presenca de EA 1,89 (0,83 — 4,30) 0,128 0,512
Modelo 2
MTOR ¢.1437T>C Alelo CC 1,67 (0,91 - 3,08) 0,101 0,500
Peso do receptor Por cada 1 quilo 1,04 (1,01 - 1,06) 0,002 0,014
Idade do receptor Por cada 1 ano 1,00 (0,97 - 1,02) 0,635 1,000
Etnia Branca Referéncia

Negro 1,13 (0,50 - 2,57) 0,776 1,000

Pardo 2,17 (1,11 - 4,23) 0,023 0,138
Grupo terapéutico TACS5/EVR Referéncia

TAC10/EVR 1,63 (0,91 - 2,93) 0,100 0,500
Proteindria Presenca de EA 1,82 (0,70 — 4,68) 0,217 0,651

Nota: *Valor p ajustado pelo teste de Holm-Bonferroni. OR: Odds ratio; IC: intervalo de confianca; EA:
evento adverso.

Polimorfismos e rejeicdo aguda

Na Tabela 12, sdo apresentados os resultados de associacdo entre o0s
polimorfismos genéticos e os episodios de rejeicdo aguda, no 1° ano pos-transplante
renal, utilizando a analise de regressdo logistica univariavel. Observa-se que 0s
pacientes portadores do alelo G do MTOR ¢.4731A>G (genotipos AG+GG) tém risco
de rejeicdo trés vezes maior (OR=3,37, 1C95%=1,0-10,30, p=0,033) que os
portadores do gendtipo AA. Os demais polimorfismos ndo foram associados com

rejeicao aguda (p>0,05).
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Tabela 12. Associacédo de polimorfismos genéticos com rejeicdo aguda, no 1° ano

pés-transplante renal: Regressao logistica univariavel

Polimorfismo Gendtipo Rejeicao aguda OR (IC95%) p
Auséncia Presenca

MTOR ¢.4731G>A AA 93,7% (59) 6,3% (4) Referéncia 0,033
AG+GG 81,4% (92) 18,6% (21) 3,37 (1,10 - 10,30)

MTOR ¢.1437T>C CcC 87,5% (56) 12,5% (8) Referéncia 0,625
CT+TT 84,8% (95) 15,2% (17) 1,25 (0,51 - 3,09)

MTOR ¢.2997C>T TT 86,3% (63) 13,7% (10) Referéncia 0,871
TC+CC 85,4% (88) 14,6% (15) 1,07 (0,45 - 2,55)

PPP3CA c.249G>A GG 84,8% (195) 15,2% (35) Referéncia 0,698
GA+AA 87,2% (34) 12,8% (5) 0,82 (0,30 — 2,24)

FKBP1A n.259+24936T>C TT 84,7% (100) 15,3% (18) Referéncia 0,876
TC+CC 85,4% (129) 14,6% (22) 0,95 (0,48 —1,86)

FKBP2 n.259+24936T>C GG 87,8% (79) 12,2% (11) Referéncia 0,388
GT+TT 83,8% (150) 16,2% (29) 1,39 (0,66 — 2,93)

FOXP3 c.-22-902A>G GG 85,9% (122) 14,1% (20) Referéncia 0,702
GA+AA 84,3% (107) 15,7% (20) 1,14 (0,58 — 2,23)

FOXP3 c.-22-902A>G CcC 84,6% (148) 15,4% (27) Referéncia 0,725
CA+AA 86,2% (81) 13,8% (13) 0,88 (0,43 — 1,80)

Nota: As frequéncias sdo apresentadas em percentagem e o niumero de individuos em parénteses.
OR: Odds ratio; IC95: intervalo de confianca.

Na figura 10, sdo apresentados resultados de influéncia do polimorfismo MTOR

c.4731G>A sobre a incidéncia cumulativa de rejeicdo aguda, utilizando a analise de

sobrevida Kaplan-Meier. No 1° ano pés-transplante, os individuos portadores do

alelo G (AG+GG) tiveram mais episédios de rejeicdo aguda (18,6%, n=21) que o0s
portadores do gendtipo AA (6,3%, n=4) (log-rank p=0,027).
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Figura 10. Associacdo do polimorfismo MTOR c¢.4731G>A com incidéncia

cumulativa rejeicdo aguda, no 1° ano pdés-transplante renal. Linha sélida representa o

gendtipo AA. Linha tracejada representa o alelo G (genétipo AG+GG). O valor de Log-rank p foi

estimado utilizando analise de sobrevida Kaplan-Meier.

Para avaliar a associacdo entre o polimorfismo MTOR c.4731G>A e a rejeicéo
aguda no contexto clinico, foram consideradas covariaveis clinicas relevantes. Foi
observado que o tempo de FRT e a Co/Do de tacrolimo foram associados com a
rejeicdo aguda (Tabela 13). Por cada dia adicional que o paciente foi exposto a FRT,
as chances de desenvolver um episddio de rejeicdo aguda, no primeiro ano pos-
transplante aumentam em 8% (OR=1,08; IC95% = 1,03-1,14; p=0,002). Enquanto
gue o aumento em uma unidade de Co/Do de tacrolimo diminui em 50% o risco de
apresentar rejeicdo aguda (OR=0,43; IC95%=0,23- 0,81; p=0,009).

Os fatores associados com rejeicdo aguda foram avaliados por analise de
regressao logistica multivariavel e sdo apresentados na Tabela 14. O tempo de
exposicdo a FRT se manteve como Unico fator de risco para episodios de rejeicéo,
em ambos 0s modelos de analise (p ajustado < 0,05). O aumento da Co/Do de
tacrolimo diminuiu em 50% a probabilidade de rejeicdo aguda, mas somente no
modelo 2.
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Tabela 13. Associacdo de variaveis clinicas com rejeicdo aguda, no 1° ano pos-

transplante renal: Regressao logistica univariavel

Variavel independente Fator de risco OR (IC95%) p
Idade do receptor Por cada 1 ano 0,98 (0,95 -1,01) 0,146
Peso do receptor Por cada 1 quilo 1,03 (0,99 - 1,06) 0,097
Etnia do receptor Branca Referéncia

Pardo 1,95 (0,75 - 5,03) 0,170

Negro 1,81 (0,55 -5,91) 0,328
Tipo de doador Falecido 0,71 (0,29 -1,72) 0,447
Tempo de didlise Por cada 1 més 1,00 (0,99 - 1,02) 0,509
Tempo de funcgéo renal tardia Por cada 1 dia 1,08 (1,03 - 1,14) 0,002
Tempo de isquemia fria Por cada 1 hora 1,00 (0,96 — 1,04) 0,880
Co/Do de tacrolimo no 12° més Por cada 1 0,43 (0,23 -0,81) 0,009

ng*kg*h/mL*mg

Nota: OR: Odds ratio; IC: intervalo de confianga.

Tabela 14. Fatores associados com rejei¢cdo aguda, no 1° ano pos-transplante renal:

Regressao logistica multivariavel

Variavel independente Fator de risco OR (IC95%) p p ajustado*
Modelo 1
MTOR c.4731G>A Alelo G 3,73 (0,93-14,89) 0,063 0,252
Idade Por cada 1 ano 1,01 (0,97 — 1,05) 0,722 1,000
Peso Por cada 1 quilo 1,04 (1,00 — 1,08) 0,037 0,185
Etnia Branca Referéncia
Pardo 1,21 (0,37 — 3,88) 0,754 1,000
Negro 0,66 (0,15 — 2,85) 0,579 1,000
Tempo de fungédo renal tardia Por cada 1 dia 1,09 (1,03 - 1,16) 0,005 0,035
Co/Do de tacrolimo no 12° Porcadal 0,42 (0,21 - 0,83) 0,013 0,078
més ng*kg*h/mL*mg
Modelo 2
MTOR c.4731G>A Alelo G 3,56 (0,90 — 14,02) 0,069 0,104
Peso Por cada 1 quilo 1,04 (1,00 — 1,07) 0,052 0,104
Tempo de fungéo renal tardia Por cada 1 dia 1,09 (1,03 - 1,16) 0,005 0,020
Co/Do de tacrolimo no 12° Porcadal 0,43 (0,22 - 0,82) 0,010 0,030
més ng*kg*h/mL*mg

Nota: O modelo 1 foi gerado com todos os preditores que apresentaram valor p<0,2 no modelo
univariavel. O modelo multivaridvel 2 foi gerado a partir da selecdo dos preditores do modelo
multivariavel 1, excluindo-se variaveis com valor p>0.1. *Valor de p foi ajustado pelo teste de Holm-

Bonferroni. OR: Odds ratio; IC: intervalo de confian¢a; Co/Do: concentracéo corrigida pela dose.
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4.6. Polimorfismos genéticos e desfechos de seguranca

Infeccbes e infestacdes — citomegalovirus

No Anexo 14, sdo apresentados os resultados de associacado dos polimorfismos
genéticos com os eventos por CMV. Nenhum dos polimorfismos genéticos foi

relacionado com esta variavel, no 1° ano pos-transplante (p>0,05).

Distdrbios sanguineos e linfaticos — anemia e leucopenia

Os resultados da associacdo entre polimorfismos genéticos e leucopenia, no 1°
ano pos-transplante, estdo descritos na Tabela 15. Os portadores do alelo G do
FKBP2 c¢.-2110G>T (genoétipo GG) tiveram maior probabilidade de apresentar
leucopenia quando comparado com os portadores do genétipo GT+TT (OR=3,87,
IC95%=1,26-11,91; p=0,018). Os demais polimorfismos ndo foram associados com
leucopenia (p>0,05). Nenhum polimorfismo foi associado com eventos de anemia
(p>0,05) (Anexo 15).

Ao analisar as variaveis clinicas observou-se que o tratamento TAC/MFS
aumentou em 3 vezes o0 risco de leucopenia (OR=3,66; 1C95%=1,19-11,28;
p=0,024). Além disso, a cada 1 ng/mL adicional de tacrolimo, o risco de apresentar
leucopenia aumentou em 23% (OR=1,23; 1C95%=1,03-1,46; p=0,022) (Tabela 16).

Pela andlise de regressédo logistica multivariavel, o genétipo GG do FKBP2 c.-
2110G>T permaneceu como Uunico fator associado com risco de leucopenia
(OR=7,10; 1C95%=1,81-27,87; p ajustado=0,025) (Tabela 17). O peso do receptor e
o tratamento TAC/MFS também foram associados com leucopenia, mas esta relacéo

ndo foi mantida apds o ajuste do valor de p para comparac¢des multiplas.
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Tabela 15. Associacao de polimorfismos genéticos com leucopenia, no 1° ano pos-

transplante renal: Regressao logistica univariavel

Polimorfismo Geno6tipo  Leucopenia Leucopenia OR (IC95%) p
(N&o) (Sim)

MTOR c.4731G>A AA 94,4% (84) 5,6% (5) 1,13 (0,37 — 3,48) 0,830
AG+GG 95,0% (171) 5,0% (9) Referéncia

MTOR ¢.1437T>C CcC 94,4% (85) 5,6% (5) 1,11 (0,36 — 3,42) 0,854
CT+TT 95,0% (170)  5,0% (9) Referéncia

MTOR ¢.1437T>C TT 94,7% (108)  5,3% (6) 1,02 (0,34 - 3,03) 0,970
TC+CC 94,8% (147) 5,2% (8) Referéncia

PPP3CA c.249G>A GG 94,8% (218) 5,2% (12) 1,02 (0,22 — 4,74) 0,982
GA+AA 94,9% (37) 5,1% (2) Referéncia

FKBP1A TT 93,2% (110)  6,8% (8) 1,76 (0,59 - 5,21) 0,309

n.259+24936T>C TC+CC 96,0% (145) 4,0% (6) Referéncia

FKBP2 c.-2110G>T GG 90,0% (81) 10,0% (9) 3,87 (1,26 -11,91) 0,018
GT+TT 97,2% (174) 2,8% (5) Referéncia

FOXP3 c.-22-902A>G GG 95,1% (135) 4,9% (7) 0,89 (0,30 - 2,61) 0,830
GA+AA 94,5% (120) 5,5% (7) Referéncia

FOXP3 c.-23+2882A>C CC 95,4% (167)  4,6% (8) 0,70 (0,24 — 2,09) 0,525
CA+AA 93,6% (88) 6,4% (6) Referéncia

Nota: As frequéncias sdo apresentadas como porcentagem e o nimero de individuos, em parénteses.
OR: Odds ratio; IC: intervalo de confianca.

Tabela 16. Associacdo de varidveis clinicas com leucopenia, no 1° ano pos-

transplante renal: Regresséo logistica univariavel

Variavel Fator de risco OR (IC95%) p
Idade do receptor Por cada 1 ano 0,97 (0,93 -1,01) 0,113
Peso do receptor Por cada 1 quilo 1,03 (0,99 - 1,07) 0,122
Grupo terapéutico Uso de TAC+EVR Referéncia

Uso de TAC+MFS 3,66 (1,19 —11,28) 0,024
Concentracéo de tacrolimo no 12° més Por cada 1 ng/mL 1,23 (1,03 - 1,46) 0,022

Nota: OR: Odds ratio; IC95: intervalo de confianca.
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Tabela 17. Fatores associados com leucopenia, no 1° ano pos-transplante renal:

Regressao logistica multivariavel

Variavel independente Fator de risco OR (IC95%) p p ajustado*
FKBP2 c.-2110G>T Genétipo GG 7,10(1,81-27,87) 0,005 0,025
Idade do receptor Por cada 1 ano 0,97 (0,92 — 1,02) 0,190 0,260
Peso do receptor Por cada 1 quilo 1,06 (1,01 -1,12) 0,014 0,056
Grupo terapéutico Uso de TAC+EVR Referéncia

Uso de TAC+tMFS 5,48 (1,39-21,64) 0,015 0,056
Concentracdo de tacrolimo no Por cada 1 ng/mL 1,21 (0,95 - 1,54) 0,130 0,260
12° més

Nota: *Valor p ajustado pelo teste de Holm-Bonferroni. OR: Odds ratio; IC95: intervalo de confianca.

Disturbios gastrointestinais — constipacao, epigastralgia, nauseas e/ou vomitos

Em relacdo aos distlrbios gastrointestinais, o0s resultados completos da
associacdo entre polimorfismos genéticos e os eventos de diarreia e dispepsia sao
apresentados nos Anexos 16 e 17, respectivamente.

Na Tabela 18, sdo apresentados os resultados da analise de associacdo entre 0s
polimorfismos genéticos e os eventos de constipacao. Individuos portadores do alelo
C de FKBP1lA n.259+24936C (gendtipo TC+CC) tiveram duas vezes maior
probabilidade de apresentar constipagdo (OR=2,52; IC95%=1,13-5,61; p=0,024) que
os portadores do genoétipo TT. A constipacdo ndo foi associada com variaveis
clinicas no modelo de anélise de regresséao logistica univariavel (Tabela 19).

Pela andlise de regressdo multivaridvel, o polimorfismo FKBP1A
n.259+24936T>C foi associado com constipacdo, mas esta relacdo néo foi mantida
apos ajuste do valor de p para comparacdes multiplas (Tabela 20).

O polimorfismo FOXP3 c.-22-902A>G foi associado com eventos de
epigastralgia, tendo o portador de alelo A de (gendtipo GA+AA) o dobro de risco em
comparacao com o portador do gendtipo GG (OR=2,15; 1C95%=1,01-4,56; p=0,047)
(Tabela 21). Os demais polimorfismos (Tabela 21) e as variaveis clinicas (Tabela
22) nao foram relacionados com epigastralgia. Pela analise de regresséo logistica
multivariavel o polimorfismo FOXP3 c.-22-902A>G se manteve associado com este

evento adverso gastrointestinal mesmo apos o ajuste do valor de p (Tabela 23).
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Tabela 18. Associacao de polimorfismos genéticos com constipacdo, no 1° ano pos-

transplante renal: Regressao logistica univariavel

Constipacédo

Constipacédo

Polimorfismo Gendtipo . . OR (IC95%) p
(Nao) (Sim)
MTOR c.4731G>A AA 87,3% (55) 12,7% (8) Referéncia 0,677
AG+GG 89,4% (101) 10,6% (12) 0,82 (0,32 -2,12)
MTOR ¢.1437T>C CC 87,5% (56) 12,5% (8) Referéncia 0,720
CT+TT 89,3% (100)  10,7% (12) 0,84 (0,32 — 2,18)
MTOR ¢.2997C>T TT 86,3% (63) 13,7% (10) Referéncia 0,413
TC+CC 90,3% (93) 9,7% (10) 0,68 (0,27 — 1,72)
PPP3CA c.249G>A GG 87,4% (201) 12,6% (29) Referéncia 0,634
GA+AA 84,6% (33) 15,4% (6) 1,26 (0,49 - 3,27)
FKBP1A TT 92,4% (109)  7,6% (9) Referéncia 0,024
n.259+24936T>C TC+CC 82,8% (125) 17,2% (26) 2,52 (1,13 -5,61)
GG 87,8% (79) 12,2% (11) Referéncia 0,785
FKBP2 c.-2110G>T
GT+TT 86,6% (155) 13,4% (24) 1,11 (0,52 — 2,39)
GG 85,2% (121) 14,8% (21) Referéncia 0,361
FOXP3 c.-22-902A>G
GA+AA 89,0% (113)  11,0% (14) 0,71 (0,35 -1,47)
CcC 85,7% (150)  14,3% (25) Referéncia 0,398
FOXP3 c.-23+2882A>C
CA+AA 89,4% (84) 10,6% (10) 0,71 (0,33 - 1,56)

Nota: As frequéncias sdo apresentadas como porcentagem e o nimero de individuos em parénteses.
OR: Odds ratio; IC95: intervalo de confianca.

Tabela 19. Associacdo de variaveis clinicas com constipacdo, no 1° ano poés-

transplante renal: Regressao logistica univariavel

Variavel Fator de risco OR (IC95%) p
Idade do receptor Por cada 1 ano 1,00 (0,98 — 1,03) 0,768
Peso do receptor Por cada 1 quilo 1,01 (0,99 — 1,04) 0,290
Grupo terapéutico Uso de TAC+EVR Referéncia

Uso de TAC+MFS 1,50 (0,73 — 3,09) 0,271
Concentracéo de tacrolimo no 12° més Por cada 1 ng/mL 0,90 (0,73 - 1,10) 0,293

Nota: OR: Odds ratio; IC95: intervalo de confianca.
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Tabela 20. Fatores associados com constipacdo, no 1° ano poés-transplante renal:

Regressao logistica multivariavel

Variavel independente

Fator de risco

OR (1C95%)

p

p ajustado*

FKBP1A n.259+24936T>C

Idade do receptor
Peso do receptor

Grupo terapéutico

Genotipo TC+CC
Por cada 1 ano
Por cada 1 quilo
Uso de TAC+EVR
Uso de TAC+MFS

Concentracdo de tacrolimo no Por cada 1 ng/mL

12° més

2,74 (1,16 — 6,45)
0,99 (0,97 —1,03)
1,00 (0,98 — 1,04)
Referéncia

1,93 (0,86 — 4,33)
0,86 (0,69 —1,08)

0,021
0,951
0,566

0,112
0,189

0,105
1,000
1,000

0,448
0,567

Nota: *Valor p ajustado pelo teste de Holm-Bonferroni. OR: Odds ratio; IC95: intervalo de confianca.

Tabela 21. Associagdo de polimorfismos genéticos com epigastralgia, no 1° ano

pés-transplante renal: Regressao logistica univariavel

Polimorfismo Genotipo Epigastralgia OR (1C95%) p
Ausente Presente

MTOR ¢.4731G>A AA 87,3% (55) 12,7% (8) Referéncia 0,421
AG+GG 91,2% (103)  8,8% (10) 0,67 (0,25 -1,79)

MTOR ¢.1437T>C cC 87,5% (56) 12,5% (8) Referéncia 0,454
CT+TT 91,1% (102)  8,9% (10) 0,69 (0,26 —1,84)

MTOR ¢.2997C>T TT 87,7% (64) 12,3% (9) Referéncia 0,441
TC+CC 91,3% (94) 8,7% (9) 0,68 (0,26 — 1,81)

PPP3CA c.249G>A GG 87,8% (202) 12,2% (28) Referéncia 0,909
GA+AA 87,2% (34) 12,8% (5) 1,06 (0,38 — 2,94)

FKBP1A TT 87,3% (103) 12,7% (15) Referéncia 0,929

n.259+24936T>C TC+CC 88,1% (133)  11,9% (18) 0,93 (0,45 -1,93)

FKBP2 c.249G>A GG 87,8% (79) 12,2% (11) Referéncia 0,987
GT+TT 87,7% (157)  12,3% (22) 1,00 (0,47 — 2,18)

FOXP3 c.-22-902A>G GG 91,5% (130) 8,5% (12) Referéncia 0,047
GA+AA 83,5% (106)  16,5% (21) 2,15 (1,01 - 4,56)

FOXP3 c.-23+2882A>C CC 85,1% (149)  14,9% (26) Referéncia 0,083
CA+AA 92,6% (87) 7,4% (7) 0,46 (0,19 — 1,11)

Nota: As frequéncias sao apresentadas como porcentagem e o nimero de individuos em parénteses.
OR: Odds ratio; IC95: intervalo de confianca.
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Tabela 22. Associacdo de variaveis clinicas com epigastralgia, no 1° ano pos-

transplante renal: Regressao logistica univariavel

Variavel Fator de risco OR (IC95%) P
Idade do receptor Por cada 1 ano 1,01 (0,98 — 1,04) 0,468
Peso do receptor Por cada 1 quilo 1,01 (0,98 — 1,04) 0,428

Uso de TAC+EVR

Referéncia

Grupo terapéutico
Uso de TAC+MFS
Por cada 1 ng/mL

1,69 (0,81 - 3,53) 0,164

Concentracéo de tacrolimo no 12° més 0,93 (0,77 - 1,13) 0,463

Nota: OR: Odds ratio; IC95: intervalo de confianca.

Tabela 23. Fatores associados com epigastralgia, no 1° ano poés-transplante:

Regresséo logistica multivariavel

Variavel independente Fator de risco OR (1C95%) P P

ajustado*

FOXP3 c.-22-902A>G Genotipo GA+AA 3,39 (1,43-8,05) 0,006 0,030

Idade do receptor Por cada 1 ano 1,01 (0,98-1,04) 0,693 1,000
Peso do receptor Por cada 1 quilo 1,01 (0,98 — 1,04) 0,538 1,000
Grupo terapéutico Uso de TAC+EVR Referéncia

Uso de TAC+MFS 1,87 (0,82-4,24) 0,136 0,544

Concentracdo de tacrolimo no Por cada 1 ng/mL 0,83 (0,65 -1,07) 0,149 0,544
12° més

Nota: *Valor p ajustado pelo teste de Holm-Bonferroni. OR: Odds ratio; IC:, intervalo de confianca.

Na andlise de regressao univariavel, a variante FOXP3 c.-23+2882A>C foi
associada com nauseas e vomitos, no primeiro ano pés-transplante renal, sendo que
os portadores do alelo A (gendtipos CA+AA) tiveram o dobro de probabilidade de
apresentar nauseas e/ou vomitos (OR=2,38; 1C95%=1,05-5,38; p=0,038) (Tabela
24). A analise das variaveis clinicas mostrou que o ganho de peso do receptor de
transplante renal aumenta o risco deste evento adverso (Tabela 25).

Pela analise de regressao logistica multivariavel, os polimorfismos genéticos e as
variaveis clinicas ndo foram associados com a manifestacdo de nausea/vomito
(Tabela 26).
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Tabela 24. Associacéo de polimorfismos genéticos com nauseas e/ou vomitos, no 1°

ano pos-transplante renal: Regresséao logistica univariavel

Polimorfismo Gendtipo Nauseas e/ou vbmitos OR (IC95%) P
Ausente Presente

MTOR ¢.4731G>A AA 92,1% (58) 7,9% (5) Referéncia 0,565
AG+GG 89,4% (101) 10,6% (12) 1,38 (0,46 — 4,11)

MTOR ¢.1437T>C CcC 90,6% (58) 9,4% (6) Referéncia 0,923
CT+TT 90,2% (101)  9,8% (11) 1,05 (0,37 — 3,00)

MTOR ¢.2997C>T TT 90,4% (66) 9,6% (7) Referéncia 0,979
TC+CC 90,3% (93) 9,7% (10) 1,01 (0,37 — 2,80)

PPP3CA c.249G>A GG 90,9% (209)  9,1% (21) Referéncia 0,473
GA+AA 87,2% (34) 12,8% (5) 1,46 (0,52 — 4,14)

FKBP1A TT 89,8% (106)  10,2% (12) Referéncia 0,805

n.259+24936T>C TC+CC 90,7% (137)  9,3% (14) 0,90 (0,40 —2,03)

FKBP2 c.-2110G>T GG 90,0% (81) 10,0% (9) Referéncia 0,895
GT+TT 90,5% (162)  9,5% (17) 0,94 (0,40 —2,21)

FOXP3 c.-22-902A>G GG 88,0% (125) 12,0% (17) Referéncia 0,180
GA+AA 92,9% (118) 7,1% (9) 0,56 (0,24 — 1,31)

FOXP3 c.-23+2882A>C CC 93,1% (163) 6,9% (12) Referéncia 0,038
CA+AA 85,1% (80) 14,9% (14) 2,38 (1,05 -5,38)

Nota: As frequéncias sdo apresentadas como porcentagem e o numero de individuos em parénteses.
OR: Odds ratio; IC95: intervalo de confianca.

Tabela 25. Associacdo de variaveis clinicas com nausea e/ou vémitos, no 1° ano

pés-transplante renal: Regressao logistica univariavel

Variavel Fator de risco OR (IC95%) P
Idade do receptor Por cada 1 ano 1,01 (0,98 — 1,04) 0,587
Peso do receptor Por cada 1 quilo 1,03 (1,00 — 1,06) 0,038
Grupo terapéutico Uso de TAC+EVR Referéncia

Uso de TAC+MFS 1,00 (0,43 — 2,35) 0,996
Concentracao de tacrolimo no 12° més Por cada 1 ng/mL 0,98 (0,80 — 1,19) 0,811

Nota: OR: Odds ratio; IC95: intervalo de confianca.
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Tabela 26. Fatores associados com nauseas e/ou vOmitos, no 1° ano pos-

transplante renal: Regressao logistica multivariavel

Variavel independente Fator de risco OR (IC95%) P

FOXP3 c.-23+2882A>C Gendtipo CA+AA 2,03 (0,79 - 5,18) 0,139
Idade do receptor Por cada 1 ano 1,01 (0,98 — 1,04) 0,598
Peso do receptor Por cada 1 quilo 1,03 (0,99 - 1,07) 0,089

Grupo terapéutico

Uso de TAC+EVR

Referéncia

Uso de TAC+MFS

Concentracéo de tacrolimo no 12° més Por cada 1 ng/mL

0,76 (0,27 — 2,13) 0,605
0,99 (0,81 — 1,22) 0,939

Nota: OR: Odds ratio; IC95: intervalo de confian¢a.

Disturbios gerais e condi¢des do local de administracao - edema

Em relacdo aos disturbios gerais e condi¢cbes do local de administracdo, os
resultados da associacdo entre os polimorfismos genéticos e edema localizado séo
apresentados no Anexo 18. Nao se evidenciou relacdo entre os polimorfismos e
este desfecho (p>0.05).

Disturbios metabdlicos - hiperglicemia, diabetes, dislipidemia

Em relacdo aos disturbios metabdlicos, no Anexo 19 e 20, sdo apresentados 0s
resultados da associacdo entre os polimorfismos genéticos e o0s episddios de
hiperglicemia e diabetes pos-transplante. Nenhum dos polimorfismos foi associado
com estes distirbios metabolicos.

A dislipidemia foi identificada utilizando os critérios da V Diretriz Brasileira de
Dislipidemias e Prevencao de Aterosclerose (XAVIER et al., 2013), que classifica a
dislipidemia em 4 tipos. Neste estudo, foi considerado qualquer tipo de dislipidemia.

Na Tabela 27, encontram-se os resultados da associagdo de polimorfismos
genéticos com dislipidemia, no primeiro ano pés-transplante renal. Observa-se que
0s pacientes portadores do alelo G de FKBP2 c.-2110G>T (genotipo GG) tiveram
mais de 1,9 vezes maiores chances de apresentar dislipidemia (OR=1,92;
IC95%=1,01-3,69; p=0,049). De forma similar, os portadores do alelo G do FOXP3
c.-22-902 (gendétipo GG) tiveram mais do dobro de probabilidades de apresentar
este evento adverso. Os demais polimorfismos (Tabela 27) e as variaveis clinicas

(Tabela 28) ndo foram associados com dislipidemia pds-transplante.
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Na andlise de regressao multivariavel, os genétipos FKBP2c.-2110GG e FOXP3

€.-22-902GG foram associados com dislipidemia (p<0,05), mas as relagbes nao

permaneceram apoés o ajuste do valor de p para comparac¢des multiplas (Tabela 29).

Tabela 27. Associacdo de polimorfismos genéticos com dislipidemia, no 1° ano pos-

transplante renal: Regressao logistica univariavel

Polimorfismo Genotipo Dislipidemia OR (IC95%) p
Ausente Presente

MTOR c.4731G>A AA 71,4% (45) 28,6% (18) 0,68 (0,35-1,32) 0,250
AG+GG 62,8% (71) 37,2% (42) Referéncia

MTOR ¢.1437T>C CcC 70,3% (45) 29,7% (19) 0,73(0,38-1,41) 0,352
CT+TT 63,4% (71) 36,6% (41) Referéncia

MTOR ¢.2997C>T TT 68,5% (50) 31,5% (23) 0,82 (0,43 -1,55) 0,543
TC+CC 64,1% (66) 35,9% (37) Referéncia

PPP3CA c.249G>A GG 67,3% (103)  32,7% (50) 0,63 (0,26 —1,54) 0,311
GA+AA 56,5% (13) 43,5% (10) Referéncia

FKBP1A TT 64,0% (48) 36,0% (27) 1,16 (0,62 - 2,17) 0,645

n.259+24936T>C TC+CC 67,3% (68) 32,7% (33) Referéncia

FKBP2 c.-2110G>T GG 55,9% (33) 44,1% (26) 1,92(1,01-3,69) 0,049
GT+TT 70,9% (83) 29,1% (34) Referéncia

FOXP3 c.-22-902A>G GG 58,5% (55) 41,5% (39) 2,06 (1,08 -3,92) 0,028
GA+AA 74,4% (61) 25,6% (21) Referéncia

FOXP3 c.-23+2882A>C CC 67,8% (78) 32,2% (37) 0,78 (0,41 -1,50) 0,462
CA+AA 62,3% (38) 37, 7% (23) Referéncia

Nota: As frequéncias sdo apresentadas como porcentagem e o0 numero de individuos em parénteses.
OR: Odds ratio; IC95: intervalo de confianca.

Tabela 28. Associacdo de variaveis clinicas com dislipidemia, no 1° ano pos-

transplante renal: Regresséo logistica univariavel

Variavel Fator de risco OR (IC95%) p

Idade do receptor Por cada 1 ano 1,00 (0,98 — 1,02) 0,876

Peso do receptor Por cada 1 quilo 0,99 (0,96 — 1,01) 0,238

Histdrico de dislipidemia Algum tipo de 0,67 (0,26 — 1,69) 0,392
dislipidemia

Nota: OR: Odds ratio; IC95: intervalo de confianca.
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Tabela 29. Fatores associados com dislipidemia, no 1° ano pdés-transplante renal:

Regressao logistica multivariavel

Variavel independente Fator de risco OR (IC95%) p p ajustado*

Modelo 1

FKBP2 c.-2110G>T Genotipo GG 1,97 (1,01 - 3,84) 0,048 0,192

Idade do receptor Por cada 1 ano 1,00 (0,98 — 1,03) 0,863 1,000

Peso do receptor Por cada 1 quilo 0,99 (0,96 — 1,01) 0,305 0,915

Historico de dislipidemia Algum tipo de 0,74 (0,28 — 2,01) 0,559 1,000
dislipidemia

Modelo 2

FOXP3 c.-22-902A>G Genotipo GG 2,16 (1,10 — 4,23) 0,025 0,100

Idade do receptor Por cada 1 ano 1,00 (0,98 — 1,03) 0,948 0,546

Peso do receptor Por cada 1 quilo 0,98 (0,96 — 1,01) 0,182 1,000

Historico de dislipidemia Algum tipo de 0,87 (0,32 —2,35) 0,776 1,000
dislipidemia

Nota: *Valor p ajustado pelo teste de Holm-Bonferroni. OR: Odds ratio; IC95: intervalo de confianga.

Distdrbios urinarios e renais - proteinaria

Dentre os disturbios renais, no Anexo 21 sdo apresentados os resultados da
associacdo entre o0s polimorfismos genéticos e proteindria. Nenhum dos
polimorfismos foi associado com este desfecho no primeiro ano pés-transplante
(p>0,05).
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5. DISCUSSAO

Neste estudo, foi observada maior proporcdo de receptores do género
masculino. A prevaléncia do género masculino em receptores de transplante renal
foi observada em um estudo na cidade de Sao Paulo (CORDEIRO et al., 2013) e em
regides como do Centro-Oeste e Sudeste do Brasil (BRAGA et al., 2016; KROTH et
al., 2016). Também foi descrito em outras popula¢cdes mundiais, em um estudo de
meta-analise (SANTIAGO et al., 2015).

Dentre as etiologias de DRC identificadas, neste estudo, a glomerulonefrite foi a
mais frequente, seguido de hipertensdo e diabetes. No estudo de Cordeiro e
colaboradores, diabetes representou a primeira causa de DRC no grupo de
pacientes atendidos na cidade de S&o Paulo (CORDEIRO et al., 2013).

Dentre as terapias de substituicdo renal, a hemodidlise foi a mais utilizada. O
altimo inquérito brasileiro de didlise crbnica relatou que 90,3% dos quase 112 000
pacientes com DRC utiliza hemodiélise (SESSO et al., 2016). Um estudo realizado
por lvani e colaboradores compilou 10 estudos conduzidos no HRH/UNIFESP e
relatou que 92,7% dos receptores de transplante renal fizeram uso de hemodiélise
(IVANI DE PAULA et al., 2015).

Em relacdo aos doadores, o nosso estudo registra uma maior frequéncia de
doadores falecidos, o que € condizente com o reportado nos diferentes sistemas de
saude da América Latina (CUSUMANO et al., 2016), e dos Estados unidos, onde
menos de um ter¢o corresponde a proporcdo dos doadores vivos (UNITED STATES
RENAL DATA SYSTEM, 2017). No estudo de lvani e colaboradores foi observada
menor propor¢do de doadores falecidos (6,7%), mas, como indicado pelos autores,
foi devido aos critérios de inclusdo pré-definidos dos ensaios clinicos realizados
frequentemente no centro hospitalar e que ocasiona este viés na selecdo (IVANI DE
PAULA et al., 2015).

Em relacdo ao monitoramento terapéutico, as concentracdes de tacrolimo do
grupo TAC10/MFS foram maiores em relagédo ao grupo TAC10/EVR a partir do 2°
até o 12° més. Ja o grupo TAC5/EVR teve concentracdes de tacrolimo similares ao
grupo TAC10/EVR a partir do 5° més em diante.

Segundo um achado de Pascual e colaboradores, apds administracdo de
everolimo, a redugcdo das concentracbes de tacrolimo pode ser devido ao
metabolismo de CYP3A4/CYP3A5 induzido dependente das doses deste iIMTOR
(PASCUAL et al., 2010). Assim, a pesar dos grupos TAC10/EVR e TAC10/MFS

receberem doses de 0,1 mg/kg/12h, isto explicaria porque as concentragdes no
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grupo TAC10/EVR foram menores no 3° més poés-transplante, inclusive antes de
serem ajustadas para 3 a 5 ng/ml.

Neste estudo, o grupo TAC10/MFS teve TFGe maior e creatinina sérica menor,
no 3°, 9° e 12° més comparado ao grupo TACL1lO0/EVR, entretanto, ndo foram
observadas diferencas em relacéo ao grupo TAC5/EVR.

Um estudo prospectivo comparou um esqguema imunossupressor com
ciclosporina com a conversao para everolimo (concentracdes de 6 a 10 ng/mL), a
partir do 4° més pdés-transplante, sendo que o grupo everolimo teve valores TFGe
maiores que o0 grupo ciclosporina, até o 5° ano pds-transplante. Os autores
concluiram que a conversao para everolimo contribui para a melhora da funcao renal
do enxerto que é sustentada até o 5° ano pos-transplante (BUDDE et al., 2015).

Na revisdo de Zsom e colaboradores, pesquisas reportaram que a introducao
precoce de everolimo em regimes terapéuticos baseados em iCAN, favorece a
preservacao da TFGe e diminui a incidéncia de infeccdes e malignidades, e a
nefrotoxicidade associada a iCAN (ZSOM et al., 2015). Entretanto, a introducéo de
everolimo pode estar associada com aumento de proteinUria e aparecimento de
anticorpos especificos contra o aloenxerto renal (LIEFELDT et al., 2012) que, em
longo prazo, aumentam o risco de perda de enxerto (BUDDE et al., 2011).

Uma meta-andlise avaliou desfechos de eficacia e seguranca em transplante
renal, em 11 ensaios clinicos, que analisaram esquemas com ICAN combinados
com iIMTOR (everolimo ou sirolimo) ou MPA. Em relacédo a funcéo renal, para doses
iguais de ICAN, o grupo MPA apresentou valores superiores de TFGe e
concentracbes menores de creatinina sérica, o que ndo foi observado no grupo
tratado com iIMTOR com doses reduzidas de iCAN (XIE et al., 2015).

No estudo de Ivani de Paula e colaboradores, foi comparada a eficacia e
seguranca em longo prazo do uso de novo de IMTOR e antimetabdlitos, em
combinagao com iCAN, em receptores de transplante renal de novo. Os valores de
mediana de TFGe foram similares entre os grupos, porém, 0s autores propuseram
que este resultado pode ter sido influenciado pela maior propor¢édo de doadores
vivos que tinham uma funcéo renal residual maior pré-transplante (IVANI DE PAULA
et al., 2015).

Além da terapia imunossupressora de manutencdo, € necessario também
ressaltar o papel da terapia de inducdo na funcdo renal. Timoglobulina é um
anticorpo policlonal de atividade bioldgica prolongada que induz citotoxicidade nas

subpopulacdes celulares de linfécitos T por meio da unido com multiplos receptores
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de superficie, diminuindo indiretamente a liberacdo de citocinas e a atividade pro-
inflamatoria no enxerto (ARIAS et al., 2009).

Neste estudo, os valores de TFGe e concentragBes de creatinina sérica foram
similares ao longo do periodo de acompanhamento entre os grupos TAC5/EVR e
TAC10/MFS. E importante ressaltar que os receptores dos grupos TAC10/EVR e
TAC10/MFS receberam inducdo por basiliximabe, inibidor do receptor de IL-2,
enquanto o grupo TAC5/EVR foi tratado com timoglobulina.

Um estudo comparou a eficacia em longo prazo de terapia de inducdo com
inibidores do receptor de IL-2 (basiliximabe ou daclizumabe) ou timogloblulina versus
sem terapia de inducdo, sem diferengca na creatinina sérica, no 3° ano poés-
transplante. Os autores concluiram que o uso de timoglobulina favorece a sobrevida
do enxerto, comparavel ao grupo com inibidores do receptor de IL-2 (TABER et al.,
2008).

Uma meta-analise avaliou o beneficio da induc&o com inibidores do receptor de
IL-2 (basiliximabe ou daclizumabe), em esquemas imunossupressores vigentes,
frente a terapias sem inducdo ou induzidas com timoglobulina. Os grupos tratados
com inibidores do receptor de IL-2 tiveram creatinina sérica mais baixa e menor taxa
de eventos de malignidades e CMV que os grupos tratados com timoglobulina, no 6°
més poés-transplante (WEBSTER et al., 2010).

Em um estudo realizado no HRH/UNIFESP, foi comparado o uso de
timoglobulina em receptores de transplante renal de alto risco imunoldgico frente a
trés grupos de baixo risco imunoldgico tratados independentemente com
timoglobulina, basiliximabe ou sem terapia de inducdo. Em relacao a funcéo renal, a
TFGe média dos grupos foi de 55,4 ml/min, no 1° ano pdés-transplante, e sem
diferencas entre os grupos (RIBEIRO et al., 2016).

N&o ha consenso no efeito da terapia de inducdo sobre a funcdo renal,
entretanto, o uso precoce de everolimo no comeco da terapia imunossupressora
pode ser favoravel na preservacdo da funcdo renal, desde que as doses de
tacrolimo sejam as adequadas para evitar nefrotoxicidade. A preservacéo da funcéo
renal nos pacientes do grupo TACS5/EVR (recebendo everolimo e concentracbes
reduzidas de tacrolimo) em relacdo ao grupo TAC10/MFS (concentracao padrao de
tacrolimo), neste estudo, é condizente com os relatos na literatura; enquanto que o
grupo TAC10/EVR, a pesar do ajuste no 3° més para um regime de minimizacao de
tacrolimo, mostrou uma funcao renal menor, onde outros fatores, como episodios de

rejeicdo aguda, subjazem.
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Neste estudo, os episodios de rejeicdo aguda, perda de aloenxerto e de Obito
foram similares entre os grupos de tratamento imunossupressor. Resultado similar
foi observado em outro estudo, cujo numero de casos de perda de aloenxerto e Obito
nao diferiu entre o tratamento precoce com everolimo, a partir do 4° més, e o
tratamento com ciclosporina. No entanto, o nimero de episddios de rejeicdo aguda e
0os casos de rejeicado identificados por bidpsia foram maiores no 1° ano pés-
transplante no grupo com tratamento precoce com everolimo (BUDDE et al., 2015).

Uma pesquisa realizada, no HRH/UNIFESP, comparou os desfechos clinicos em
longo prazo do tratamento com IMTOR (sirolimo ou everolimo) e antimetabdlitos
(azatioprina ou &cido micofendlico) com um esquema padrédo com iCAN (ciclosporina
ou tacrolimo). Os percentuais foram similares entre os dois grupos de tratamento
para perda de enxerto (18% e 23%) e episédios de rejeicdo aguda confirmada por
bidpsia (64,4% e 73,7%) (IVANI DE PAULA et al., 2015).

Na meta-analise de Xie e colaboradores, a frequéncia dos episddios de rejeicdo
aguda confirmada por bidpsia ndo diferiu entre os grupos estudados (iCAN e IMTOR
VS IiCAN e MPA). Por outro lado, foi relatado maior risco de perda de aloenxerto,
incluindo 6bito com enxerto funcional, no grupo IMTOR comparado ao grupo MPA
(XIE et al., 2015).

Com relacéo a terapia de indugdo, um estudo brasileiro mostrou que o grupo
que recebeu timoglobulina apresentou uma frequéncia menor de episodios de
rejeicdo aguda celular (22%) quando comparada com 0 grupo que ndo recebeu
inducao (48%) (CASTRO et al., 2004). Em um estudo de meta-analise realizado pelo
mesmo grupo brasileiro, foi relatada a associacdo do uso de timoglobulina com
menos episodios de rejeicdo, no entanto, o beneficio deste anticorpo pode depender
do risco imunolégico do receptor (DE CASTRO et al., 2015).

A revisdo de Lim e colaboradores relatou um risco maior de episodios de
rejeicdo aguda associado ao uso de inibidores do receptor IL-2 quando comparado a
timoglobulina. Os autores também ressaltaram o maior beneficio dos anticorpos de
deplecdo de linfécitos como timoglobulina  nos pacientes de elevado risco
imunoldgico, como a KDIGO recomenda (LIM et al., 2017).

No nosso estudo, ndo foram observadas diferencas nos percentuais dos
episédios de rejeicdo aguda entre os grupos terapéuticos que tiveram diferentes
terapias de indugéo, incluindo timoglobulina. Esse resultado esta em concordancia
com o citado previamente em outros estudos clinicos sobre o uso de timoglobulina.

E importante ressaltar que, em relacédo aos desfechos discutidos, o ensaio clinico
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gue deu origem a este estudo, nédo foi desenhado para detectar diferencas na funcao
renal ou falha do tratamento (TEDESCO-SILVA et al., 2015).

Neste trabalho, a taxa e a duragéo de FRT (mediana 10 dias) foi similar entre os
grupos de tratamento, 0 que sugestivo de que a classe de ISS néo influenciou neste
parametro.

A FRT tem sido associada com fatores de risco como doador falecido, maior
tempo de isquemia fria e baixa creatinina sérica do enxerto doador (OJO et al., 1997;
PRETAGOSTINI et al., 2009). Um estudo brasileiro relatou que a idade e creatinina
sérica final de doador falecido sdo fatores de risco para desenvolver FRT, em
receptores de transplante renal (HELFER et al.,, 2014). Embora, o nimero de
doadores falecidos foi alto (68,2%), neste estudo, a incidéncia de FRT foi menor
(33,8%) que a observada em estudos brasileiros prévios (42,4%-81,5%) (AZEVEDO
et al., 2005; BRONZATTO et al., 2009).

A FRT é um fator de risco no desenvolvimento de uma resposta clinica
desfavoravel. Pacientes expostos aos tempos prolongados de FRT (superior a 15
dias) apresentaram valores de TFGe no 1° més menores quando comparado com o
grupo sem FRT (DE SANDES-FREITAS et al., 2015). A FRT também aumenta o
risco de surgimento de episédios rejeicdo aguda, e consequente diminuicdo da
sobrevida do enxerto renal em longo prazo (DE CASTRO, 2013). Componentes do
sistema imune inato e adaptativo do receptor, assim como processos inflamatérios e
producao de citocinas e moléculas de adeséo, estdo também associados com a FRT
(ARIAS et al., 2009); (DABROWSKA-ZAMOJCIN et al., 2015). Neste trabalho, a FRT
também foi investigada como um fator de risco para os desfechos clinicos de
eficacia.

Neste estudo, as frequéncias genotipicas foram consistentes com o EHW. O
EHW é um principio de genética de populacbes que determina a constancia da
frequéncia das variacdes genética ao longo de geragbes em uma populacao, quando
ndo ha outros fatores de interferéncia. Erros na estratégia de selecdo de voluntarios
e erros nos ensaios de genotipagem tém sido associados com desvio de EHW
(HOSKING et al., 2004).

As frequéncias alélicas dos polimorfismos MTOR, PPP3CA, FKBP1A, FKBP2 e
FOXP3 do grupo estudado foram similares as descritas pelo projeto de
1000genomes (p>0,05). As frequéncias de MTOR e PPP3CA foram também
similares as de um estudo prévio que investigou a influéncia de polimorfismos sobre

0 monitoramento terapéutico de receptores de transplante renal brasileiros, tratados
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com tacrolimo ou convertidos para sirolimo (SALGADO, 2012). Interessantemente,
este é o primeiro estudo a relatar frequéncias de polimorfismos MTOR ¢.4731G>A,
€.1437T>C e ¢.2997C>T e PPP3CA c.249G>A em receptores de transplante renal.

Neste estudo, os portadores do genoétipo CC do MTOR c¢.1437T>C
apresentaram maior concentracdo de creatinina sérica, no primeiro ano pos-
transplante. Além disso, na andlise de regressao logistica esse gendtipo mostrou
uma tendéncia a ser associado com risco de creatinina sérica aumentada. Esses
resultados sdo sugestivos da influéncia do polimorfismo do MTOR sobre a fungao
renal do aloenxerto.

O Unico estudo que avaliou a associacao do polimorfismo MTOR ¢.1437T>C com
uma doenca foi publicado na area de oncohematologia (WESOLOWSKA-
ANDERSEN et al.,, 2015). Foi investigada a associacdo de milhares de
polimorfismos genéticos com o risco de desenvolvimento de episodios de relapso de
leucemia aguda linfoblastica, sendo que o polimorfismo MTOR ¢.1437T>C mostrou
associacdo com maior risco de relapso de leucemia em apenas uma das coortes.
Dessa forma, mais pesquisas serdo necessarias para entender o efeito desta
variante no contexto da funcéo do aloenxerto renal.

Neste trabalho, o genétipo CC do polimorfismo FOXP3 c¢.23+2882A>C foi
associado com creatinina sérica maior, no 1° ano pos-transplante renal. Esse
resultado foi confirmado pela andlise de regressdo logistica univariavel. Esse
resultado é sugestivo de que o polimorfismo FOXP3 ¢.23+2882A>C estd associado
com pior fungdo renal do enxerto. Ao utilizar o modelo de regressdo multivariavel, a
associacdo do polimorfismo FOXP3 com creatinina sérica ndo foi mantida, o que
indica que o efeito desse polimorfismo na funcéo renal do enxerto é dependente de
outras variaveis, como o peso do receptor, o qual esta intimamente relacionado com
a creatinina sérica.

Um Unico estudo avaliou a relacdo entre polimorfismos FOXP3, farmacocinética
de tacrolimo e funcdo renal, em receptores de transplante renal. No 7° dia pos-
transplante, os portadores do genoétipo CC de FOXP3 ¢.-23+2882A>C apresentaram
maiores valores de TFGe e menores de ureia sérica quando comparados aos
portadores de gendtipo AA e AC. Também foi observada uma correlagédo positiva
entre as concentragdes sanguineas de tacrolimo e valores TFGe unicamente nos
portadores do gendtipo CC (GE et al., 2016).

Atualmente existe uma iniciativa para ampliar os tipos de desfechos clinicos a

serem abordados nos estudos clinicos de transplante renal, tais como funcao renal
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do enxerto (creatinina sérica e TFGe) e eventos adversos (MALONE e BRENNAN,
2017). Dessa forma, estudos futuros que considerem parametros como TFGe e
creatinina sérica poderdo confirmar a relacdo de polimorfismos do FOXP3 com
variabilidade na funcéo do aloenxerto renal.

Recentemente, um grupo francés realizou uma extensa revisdo dos desafios e
oportunidades do estudo de variantes envolvidas na farmacodinamica dos ISS, na
area de transplante de 6rgaos sélidos. Os autores indicaram que né&o foi publicado
nenhum estudo de associacdo entre polimorfismos MTOR e desfechos clinicos de
eficacia, em transplante renal. Também ressaltaram o histérico de associacao de
polimorfismos deste gene com doengas como cancer, e sugeriram que as variantes
de MTOR poderiam estar relacionadas com resposta a imunossupressores. No
estudo, os autores utilizaram um sistema de classificacdo com base na qualidade e
guantidade das pesquisas prévias para recomendar o estudo de polimorfismos, onde
o nivel 1 representava aqueles altamente recomendados a serem inclusos em
futuros estudos, e o nivel 4 representa a exclusdo da variante genética. O
polimorfismo MTOR ¢.4731G>A, pela escassez de estudos clinicos e in vitro na area
de transplante renal, foi considerado apenas um “candidato” para ser incluso nos
estudos farmacogenéticos com um nivel de recomendagdo de 3 (POUCHE;
STOJANOVA; et al., 2016).

Neste trabalho, o polimorfismo MTOR c.4731G>A (alelo G) foi associado com
risco maior de desenvolver rejeicdo aguda, no 1° ano poés-transplante renal. A
andlise de incidéncia cumulativa afirma a maior predisposicdo dos portadores do
alelo G (gendtipo GG+GA) de apresentar episédios de rejeicdo. Na analise
multivariavel, apenas o tempo de funcao renal tardia e a variabilidade de Co/Do de
tacrolimo se mantiveram associadas. A pesar disso, este resultado é sugestivo de
que este grupo de individuos pode ser mais susceptivel e requer de um
acompanhamento cauteloso durante o 1° ano pos-transplante.

Estudos prévios do gene MTOR relataram que o alelo G do MTOR ¢.4731G>A
esta associado com maior risco de desenvolver cancer de colon (SLATTERY et al.,
2010) ou renal (ZHU et al.,, 2015). No estudo de Slattery e colaboradores, foi
observado que o alelo G da variante MTOR ¢.4731G>A esta em desequilibrio de
ligacdo com o alelo A da variante intronica MTOR ¢.1767-116A>G (SLATTERY et
al., 2010), a qual foi associada com menor nivel de expressao génica em tecidos de

célon sadios (SLATTERY et al., 2014). No estudo, ndo foram relatados os provaveis
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mecanismos moleculares que influenciariam a maior susceptibilidade de cancer
gastrico, devido a presenca do polimorfismo MTOR ¢.4731G>A.
O projeto GTEX (http://www.gtexportal.org/home/documentationPage)

disponibiliza uma base de dados online que fornece informagdes de associacéo
entre variantes genéticas e a expressao ¢énica, a partir de dados de
sequenciamento, em diversos tecidos de individuos sadios (CARITHERS e MOORE,
2015). Nesta base de dados, consta que o gendtipo GG do polimorfismo MTOR
c.4731G>A esta associado com expressado génica mais baixa, em sangue periférico.

Em relagdo ao polimorfismo MTOR ¢.2997C>T, n&o observamos associagéo
desta variante com rejeicdo aguda. Entretanto, existem relatos na literatura da
relevancia do seu estudo. A transicio MTOR ¢.2997C>T é um polimorfismo
sindnimo localizado no sitio de splicing (processamento de RNA) entre o éxon 18 e 0
intron 19, e tem um efeito, predito computacionalmente, no processamento. Estd em
desequilibrio de ligacdo com a variante T de c.-15+346T>C (ZHU et al., 2013), o
qual oi associado com céancer gastrico mas ndo com alteracdo da expressao da
proteina mTOR, em amostras de tecido de cancer gastrico (PIAO et al., 2015).

Na base de dados GTEX, consta que o gendtipo CC do polimorfismo MTOR
€.2997C>T estd associado com expressdo mais baixa em sangue periférico
(CARITHERS e MOORE, 2015). Além disso, 0 MTOR ¢.2997C>T estd em
desequilibrio de ligacdo com o c.4731G>A (D’ = 0,90; r’ = 0,42) (MACHIELA e
CHANOCK, 2015).

Com base nas informacfes prévias de expressdo génica, o desequilibrio de
ligacdo reportado entre ambos os SNPs € indicativo que o alelo G MTOR ¢.4731G>A
esta associado a niveis baixos de expressdo génica de MTOR, em linfGcitos
periféricos.

Em varios estudos in vitro em linhagens celulares ou tecidos carcinogénicos, a
expressdo aumentada da proteina mTOR, ou de alguma proteina efetora (Akt,
tuberina, quinase 6 ribosomal) é caracteristica do desenvolvimento de carcinomas
(POPULO et al.,, 2012; RIQUELME et al., 2016), inclusive de carcinoma renal
(PANTUCK et al., 2007). Sendo assim, parece que a maior expressao génica ou
proteica de mTOR pode ocasionar um aumento da proliferacédo celular, em modelos
de cancer.

A rejeicdo mediada por células pode ser descrita como a consequéncia de uma
proliferacdo exacerbada de células T ativadas e que lesionam o enxerto. Nesse

sentido, é esperado que os portadores de gendtipos com maior expressao de mTOR
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nos linfécitos apresentem resposta farmacodinamica menor ao everolimo, permitindo
o linfécito T continuar com os processos de proliferacdo, e em consequéncia,
ocasionar maior susceptibilidade a rejeicdo. Portanto, nos linfécitos T, as
concentracdes intracelulares de everolimo seriam insuficientes para inibir a atividade
exacerbada de mTOR, nos individuos portadores de gendtipo AA, o qual esta
associado com expressao génica maior.

Pelos resultados do nosso estudo os portadores do alelo G (AG+GG) de MTOR
c.4731G>A, que foi associado com expressdo génica menor, em linfécitos T, tem
maior risco de rejeicdo do aloenxerto renal. Na nossa analise multivariavel, foi
observado que o polimorfismo ndo se manteve associado, enquanto o tempo de
funcdo renal tardia e a variabilidade de tacrolimo foram significativos. Isto sugere
gue ha outros mecanismos que regulam a proliferacdo celular, além do aumento da
expressao da proteina MTOR. A associacdo de variabilidade de tacrolimo descrita
na analise de regressdo com maior risco de rejeicdo é sugestiva de que aspectos
farmacocinéticos de ICAN, polimorfismos em genes da via da calcineurina ou em
genes envolvidos na farmacocinética podem influenciar neste resultado.

A regulacdo do mTOR e de sua via de sinalizacdo depende do tipo de sinais
extracelulares, tais como nutrientes, fatores energéticos, fatores de crescimento e
aloantigenos, e pode desencadear efeitos diferenciados, em linfocitos T efetores e
Treg (ZENG, 2017). Além disso, foram observados efeitos opostos de iCAN e
IMTOR, na proliferacdo de linfécitos Treg, isolados de receptores de transplante
renal (LATORRE et al., 2016).

Nosso estudo é o primeiro a descrever a associacdo do polimorfismo MTOR
c.4731G>A com rejeicdo aguda. Por tanto, para entender a influéncia dos
polimorfismos MTOR serdo necessarios mais estudos que avaliem de forma
holistica a associacdo genética e a influéncia da expressdo génica na rejeicao
aguda, além de estudos funcionais realizados em linfécitos T e modelos apropriados
para transplante renal.

Neste estudo, o SNP exdnico PPP3CA ¢.249G>A nao foi associado com 0s
desfechos de eficacia, como funcéo renal e rejeicdo do aloenxerto renal, no primeiro
ano pos-transplante.

Na pesquisa clinica de Pouche e colaboradores foram analisados 23
polimorfismos envolvidos na via da calcineurina, em receptores de aloenxerto renal
sob terapia com MFS combinada com CsA ou tacrolimo. Os resultados revelaram

falta de associacao dos polimorfismos com rejeicdo aguda, risco de infec¢des graves
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ou diferenca nas concentracdes de creatinina sérica, ao longo do primeiro ano
(POUCHE; KOITKA; et al., 2016). Os polimorfismos foram selecionados com base
em resultados de 34 pesquisas clinicas que relataram associacdo de genes
candidatos com diversas doencas, incluindo 4 estudos sobre transplante renal, sem
impacto na farmacogenética da resposta imunossupressora.

Nosso grupo de pesquisa avaliou a associacdo do polimorfismo PPP3CA
€.249G>A e desfechos clinicos de receptores de transplante renal, nos primeiros trés
meses de tratamento de com esquema imunossupressor a base de tacrolimo. A
variante nao influenciou parametros farmacocinéticos de tacrolimo ou outros
parametros laboratoriais, e nédo foi associada com funcao renal, rejeicdo aguda e
incidéncia de citomegalovirus. O estudo conseguiu detectar a associacao univariavel
com disturbios hematoldgicos, no entanto, a associacdo nao foi mantida apos ajuste
com covariaveis (SALGADO et al., 2017).

Neste trabalho, os polimorfismos FOXP3 c.-22-902A>G e c.-23+2882A>C néo
foram associados com rejeicdo aguda. No entanto, o nUmero de casos de rejeicdo
aguda identificados no nosso estudo (n=40) pode ser insuficiente para detectar a
associacdo de ambos os polimorfismos.

Cinco estudos investigaram a associacado entre os polimorfismos FOXP3 c.-22-
902A>G e ¢.-23+2882A>C com rejeicdo aguda em receptores de transplante renal,
principalmente em populacdes do leste da Asia. Em um estudo que avaliou uma
populacdo chinesa Han por mais de 10 anos, foi observada associacdo entre o
genotipo AA de FOXP3 c.-23+2882A>C com maior risco de desenvolver um primeiro
episédio de rejeicdo quando comparado com o gendtipo CC (Hazard ratio=2,37;
IC95%= 1,17-4,80; p nédo ajustado=0,017), enquanto que o polimorfismo FOXP3 c.-
22-902A>G ndo mostrou estar associado (QIU et al., 2012).

O estudo conduzido por Misra e colaboradores investigou a associacdo de
polimorfismos nos genes FOXP3 e NF-kB7 na rejeicdo aguda em receptores de
transplante renal em uma populacdo do norte da india. O alelo A do FOXP3 c.-
23+2882A>C (genotipo CA+AA) e o0 alelo G FOXP3 c.-22-902A>G (genotipo
AG+GG) foram associados com alto risco de desenvolver um episodio de rejeicao
aguda (MISRA et al., 2016).

O estudo de Wu e colaboradores, que teve por objetivo replicar o estudo de Qiu
e colaboradores, ndo encontrou associacado do polimorfismo FOXP3 c.-23+2882A>C
com rejeicdo aguda. Entretanto, os individuos portadores do alelo A (gendtipo

CA+AA) estavam expostos a um risco 10 vezes maior de desenvolver
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nefrotoxicidade aguda induzida por tacrolimo quando comparado aos portadores do
genadtipo CC (Hazard ratio=10,71; 1C95%=2,22-51,72; p ajustado= 0,003) (WU et al.,
2017). Em ambos os estudos os pacientes receberam tacrolimo ou MFS como
terapia de manutencdo, a administracdo de terapia de inducdo foi opcional, e a
frequéncia de doadores falecidos foi alta, como no nosso estudo.

Em 2017, um estudo conduzido em uma populacdo coreana analisou a
associacdo de varios polimorfismos FOXP3 com desfechos clinicos do enxerto. O
estudo mostrou que polimorfismos FOXP3 c.-23+2882A>C e c.-22-902A>G néo
foram associados com episédios de rejeicdo aguda. Entretanto, a anélise de
sobrevida por Kaplan-Meier revelou que o gendtipo CC FOXP3 c¢.-23+2882A>C foi
associado com uma melhor sobrevida de enxerto (p=0,03) e menor probabilidade de
recorréncia de doencga glomerular (p=0,01) (PARK et al., 2017).

Um estudo retrospectivo recente, em populacées europeias e norte-americanas,
nao encontrou associacao do polimorfismo FOXP3 c.-23+2882A>C com falha renal
(ADAMEK et al., 2017). Os autores ressaltaram a importancia de estudar
polimorfismos localizados em genes do cromossomo X, e como as analises devem
considerar o género do paciente. A analise deste polimorfismo em homens e
mulheres pode superestimar o efeito real do alelo nos pacientes masculinos. Os
autores discutiram o fato de que todas as pesquisas anteriores realizadas com
polimorfismos FOXP3 incluiram homens e mulheres na andlise, o0 que poderia ter
ocasionado um viés na interpretacéo dos resultados. E importante mencionar que no
estudo de Adamek e colaboradores, pela natureza retrospectiva e multicéntrica da
pesquisa, os autores nao indicaram como foi definida a falha renal, e argumentaram
gue esta informacdao é prépria de cada centro.

Vérios dos trabalhos que reportaram associacao entre o polimorfismo FOXP3 c.-
23+2882A>C e desfechos desfavoraveis, em receptores de transplante renal, se
basearam no estudo funcional in vitro que Shen e colaboradores desenvolveram
para explicar o impacto funcional do SNP. Foi observado no experimento uma
reducdo drastica da expressao de luciferase na presenca do promotor FOXP3 com o
alelo A c.-23+2882A>C, no entanto, os resultados da pesquisa foram removidos do
banco de dados PubMed (SHEN et al., 2010). Isto questiona a influéncia da variante
c.-23+2882A na rejeicdo aguda, e os achados dos trabalhos prévios que basearam
sua hipétese naquele estudo funcional.

As analises de predicdo computacional, entretanto, revelaram que o0s
polimorfismos FOXP3 c.-23+2882A>C e c.-22-902A>G, localizados na regiao
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promotora, alteram a interacdo com o fator de transcricdo proteina 3 de unido a
GATA (do termo em inglés, GATA-binding protein 3) e proteina 1 de especificidade
(do termo em inglés, specificity protein-1), respectivamente, e por tanto, modificam a
regulacéo transcricional (SAXENA et al., 2015). O impacto do SNP FOXP3 c.-
23+2882A>C na interacdo com seu fator de transcricdo pode ser um mecanismo que
altere a diferenciacado dos linfocitos Treg (WANG et al., 2010).

Os resultados deste trabalho indicaram falta de associagédo do polimorfismo
FOXP3 ¢.-23+2882A>C com rejeicdo aguda, enquanto que os estudos previamente
citados relataram risco de rejeicdo aguda maior, nos portadores de alelo A (gendtipo
CA+AA). Nao ha evidéncia experimental sobre a regulacdo do polimorfismo FOXP3
c.-23+2882A>C na expressdo génica, mas as predicdes em computador sugerem
que a presenca do polimorfismo pode alterar a expressdao de FOXP3. Em
consequéncia, para verificar a influéncia dos polimorfismos FOXP3 s&o necessarios
mais estudos em linfécitos dos receptores.

Em relacdo aos disturbios sanguineos e linfaticos, neste estudo, o polimorfismo
FKBP2 c¢.-2110G>T foi associado com leucopenia no 1° ano pés-transplante,
inclusive apds ajuste com covaridveis. Além disso, o0 uso combinado de
tacrolimo/micofenolato de so6dio e as concentracdes de tacrolimo, no décimo
segundo més, foram associados com leucopenia, o que nao foi mantido no modelo
multivariavel.

O efeito do micofenolato de sédio sobre a medula 6ssea foi reportado, e estima-
se que 13 a 35% de pacientes em terapia com micofenolato desenvolvem episddios
de leucopenia (YANG et al.,, 2015). Uso de inibidores de calcineurina ou mTOR
também foi associado com aumento de episédios de leucopenia (DE RYCKE et al.,
2011).

Outro fator de risco identificado € o uso de antivirais para CMV como
valganciclovir ou ganciclovir (BRUM et al., 2008). Devido a que o grupo que recebeu
terapia combinada de tacrolimo/micofenolato (TAC10/MFS) apresentou o maior
namero de episédios de CMV, é esperado que a exposicdo de micofenolato e
antivirais aumentasse o risco de desenvolver leucopenia neste grupo.

A contribuicdo de polimorfismos nos genes de imunofilinas pode se encontrar
em processos de regulacdo transcricional. O polimorfismo FKBP2 c¢.-2110G>T,
segundo as bases de dados de genes, esta localizada em regifes superpostas com
genes que codificam RNAs longos néo codificadores (IncRNA). Estas moléculas tém

despertado interesse no estudo de mecanismos fisiopatologicos associados a
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doencas. Um estudo tem reportado recentemente o perfil de expressao diferencial
de 5 IncRNAs candidatos validados por PCR em tempo real em bidpsias de enxertos
renais com rejeicdo aguda apos transplante (CHEN et al., 2014).

Nosso estudou ndo antecipou a inclusdo de uso de medicamentos antivirais
como covariavel no modelo multivariavel, mesmo assim, o efeito da terapia com
tacrolimo e micofenolato de sodio confirma o relatado na literatura. Nesse sentido,
pacientes portadores do polimorfismo FKBP2 ¢.-2110G>T expostos a terapia com
micofenolato teriam maior susceptibilidade de leucopenia, no periodo pos-
transplante, e o tratamento de episédios de CMV com antivirais poderia se
comportar como um fator de risco adicional.

Na nossa pesquisa, a variante MTOR ¢.2997C>T néo foi associada com eventos
de anemia. O tamanho da nossa amostra pode ter sido um fator limitante para
identificar a associacdo entre polimorfismos do MTOR e anemia. Outro aspecto que
poderia ser observado € a variabilidade nas concentragcbes sanguineas de
hemoglobina durante o0 acompanhamento dos receptores de transplante renal, como
observado em outros estudos.

Woillard e colaboradores relataram que um haplétipo MTOR, contendo o
polimorfismo c¢.-15+346T>C, foi associado com a diminuicdo em 1 unidade g/dL de
hemoglobina, em pacientes tratados com sirolimo por 6 meses e depois mantido ou
convertido para outra terapia, e com esguemas imunossupressores mais tradicionais
contendo ciclosporina, micofenolato de mofetila e/ou sirolimo (WOILLARD et al.,
2012). O desequilibrio de ligacdo entres polimorfismos MTOR c.-15+346T>C e
€.2997C>T encontrado em pacientes com cancer de coélon e relatado previamente
(SLATTERY et al., 2010), € sugestivo de que MTOR ¢.2997C>T pode também estar
associado com altera¢gbes na hemoglobina.

No que concerne aos distarbios gastrointestinais, a variante FKBP1A
n.259+24936T>C foi associada com maior risco de constipacdo. Ademais, 0s
polimorfismos FOXP3 c.-22-902A>G e c.-23+2882A>C foram associados com
epigastralgia e nauseas e/ou vémitos, respectivamente.

Cabe ressaltar que até o momento nenhuma pesquisa avaliou a influéncia de
polimorfismos nos genes da via de sinalizacdo do mTOR com distdrbios
gastrointestinais no transplante renal.

A andlise dos disturbios metabdlicos revelou associacdo dos polimorfismos
FKBP2 ¢.-2110G>T e FOXP3 c.-22-902A>G com dislipidemia, no 1° ano pés-

transplante. No entanto, esta associacdo ndo se manteve no modelo de analise
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multivariavel. Também foi observada falta de associacdo dos polimorfismos MTOR
ou em genes da via de sinalizacdo mTOR, como FKBP2 e FOXP3, com eventos de
dislipidemia, no modelo multivariavel.

De forma similar, Woillard e colaboradores, utilizando um modelo misto de
regressao linear, ndo encontraram associacdo de polimorfismos nos genes do
complexo MTOR com variabilidade nas concentracdes colesterol total, LDL
colesterol e triglicerideos em receptores de transplante renal tratados com sirolimo.
Entretanto, 0 aumento da concentracdo sanguinea de sirolimo foi o Unico preditor
associado com piora do perfil lipidico (WOILLARD et al., 2012).

Apesar da diferenga inicial na frequéncia de casos de dislipidemia entre os
grupos terapéuticos deste trabalho, o uso de IMTOR n&o foi incluido como
covariavel. Contudo, analisar as variagcdes dos valores de colesterol e outros
parametros do perfil lipidico pré- e pds-transplante resultaria em uma vantagem para
observar a influéncia dos polimorfismos nestas variaveis.

Futuros estudos gendmicos e/ou epigendmicos, no contexto do transplante
renal, poderiam incluir outras variaveis além de desfechos clinicos e laboratoriais.
Para o estudo de polimorfismos no MTOR, por exemplo, a quantificagdo da atividade
quinase do complexo mTOR (DEKTER et al., 2010; FIORINI et al., 2014) e da
expressdo de mMRNA e expressdo proteica, em células do sangue periférico,
poderiam auxiliar no entendimento dos mecanismos fisiopatologicos relacionados
com aspectos genémicos.

Finalmente, nosso estudo é pioneiro na descricdo da influéncia de polimorfismos
nos genes MTOR, FKBP1A, FKBP2 e FOXP3, envolvidos na farmacodinamica e
vias de sinalizacdo de iCAN e IMTOR, na resposta clinica de receptores brasileiros

de transplante renal.
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6. CONCLUSOES

As frequéncias dos polimorfismos de MTOR, PPP3CA, FKBP1lA, FKBP2 e
FOXP3 de receptores de transplante renal sdo similares as de amostra da
populacdo global analisada pelo projeto 1000genomes que inclui individuos de
diferentes grupos étnicos.

O dobro da dose de tacrolimo no esquema imunossupressor com everolimo esta
associada pior fungéo renal do aloenxerto, enquanto que a combinacao de tacrolimo
com micofenolato de sédio predispde ao risco de infec¢ao por citomegalovirus, no 1°
ano pos-transplante.

Em relac@o aos desfechos de eficacia, polimorfismo FOXP3 c-23+2882A>C esta
associado com creatinina sérica aumentada, no 1° ano pdés-transplante renal, o que
€ sugestivo de piora da funcéo renal, em portadores de genétipo CC. Além disso, o
polimorfismo MTOR c¢.4731G>A (alelo G) predispde a rejeicdo aguda e esta
associado com maior incidéncia cumulativa de rejeicdo aguda, no 1° ano pos-
transplante. Este resultado é sugestivo de que os portadores do alelo G apresentam
uma resposta farmacodinamica diferente ao everolimo.

Em relacdo aos desfechos de seguranca, o polimorfismo FKBP2 c.-2110G>T
(gendtipo GG) foi associado com maior risco de leucopenia, no 1° ano pés-
transplante renal. Ademais, os polimorfismos FKBP1A n.259+24936T>C (alelo C),
FOXP3 c.-22-902A>G (alelo A) e FOXP3 c.-23+2882A>C (alelo A) foram associados
com maior risco de constipacdo, epigastralgia e nauseas e/ou vOmitos,
respectivamente, no 1° ano pés-transplante renal. Por fim, os polimorfismos FKBP2
€.-2110G>T (gendtipo GG) e FOXP3 c.-22-902A>G (gendtipo GG) foram associados
com maior risco de dislipidemia, no 1° ano poés-transplante renal. Estes resultados
revelam que o0s portadores de polimorfismos em genes envolvidos na
farmacodinamica de tacrolimo e everolimo podem ter maior predisposicdo a
desenvolver eventos adversos, no 1° ano pos-transplante, o que exige um
monitoramento constante dos pacientes.

Em conclusédo, os polimorfismos de genes MTOR, FKBP1A, FKBP2 e FOXP3
influenciam na funcéo renal do enxerto e estdo associados com risco de rejeicao

aguda e de eventos adversos, em receptores de transplante renal.
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8. ANEXOS

ANEXO 1

Informacdes relevantes dos polimorfismos genéticos em estudo

Applied

Classificacao

] dbSNP_ID Gene SNP Troca de alelo .
Biosystems_ID funcional
Variante
C 8862305 1 rs1057079 MTOR c.4731G>A GCG > GCA o a
Sinbnima
Variante
C 8862346 _10 rs1135172 MTOR c.1437T>C GAC > GAT .
sinébnima
Variante
C_28027381_10 rs1064261 MTOR c.2997C>T AAT > AAC o a
sinbnima
Variante
C_25618069_10 rs3730251 PPP3CA ¢.249G>A GCG > GCA . a
sinébnima
GGA A AAG Variante
C_ 30149598 20 rs6033557 FKBP1A n.259+24936T>C b
GGA G AAG downstream
CTTG C GATT Variante
C__ 2981262 20 rs2159370 FKBP2 c.-2110G>T b
CTTG AGATT downstream
AACTG C AGGC  Variante
C_ 27476877_10 rs3761548 FOXP3  c.-23+2882A>C
AACTG A AGGC intrbnica®
CCCCATCTC Variante
C_ 15942641 10 rs2232365 FOXP3  c¢.-22-902A>G _ .
CCCC G TCTC intrénica

Nota: ®Variante sindnima considera todo aquele SNP que altera um nucleotideo de um cédon dentro

de um éxon, mas que ndo altera o aminoacido correspondente. ®Variante downstream se refere a

aqueles SNPs encontrados fora do transcrito, a uma distancia ndo maior a 5kb. “Variante intrdnica se

refere a todo SNP que altere a sequéncia nucleotidica numa regido nao codificadora (intron).
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ANEXO 2

Notificacdo do parecer do Comité de Etica da UNIFESP

Urnveisidede Federal de o
43 175

2 Jladinima

Séo Paulo, 6 de maio de 2011.
CEP 0339/11

limo(a). Sr(a).

Pesquisador(a) HELIO TEDESCO SILVA JUNIOR

Co-Investigadores:

Disciplina/Departamento: Nefrologia/Medicina da Universidade Federal de S&o Paulo/Hospital Sdo Paulo
Patrocinador: Novartis Biociéncias S.A.

PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “Eficacia e seguranca de estratégias de indugdo combinadas com
exposicao reduzida a tacrolimo em receptores de transplante renal em uso de everolimo ou micofenolato de

sodio”.

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: Intervencéo terapéutica.

RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: Risco minimo, desconforto leve, envolvendo coleta de sangue.
OBJETIVOS: Verificar incidéncia de doenga ou infecgdo por CMV durante o primeiro ano de transplante.

RESUMO: Estudo prospectivo, randomizado, de centro dnico. Os pacientes serdo captados a partir do atendimento
no Hospital do Rim e Hipertensdo, sendo selecionados pacientes candidatos a transplante renal em
acompanhamento no ambulatério pré-transplante da Instituigdo, ou que estiverem inscritos na lista (nica de
receptores da Central de transplante. O protocolo foi desenhado para comparar a seguranca e eficicia de 3 regimes
imunossupressores: 1- Unica dose de globulina antitimécita, exposicio reduzida a tacrolimo , everolimo comecando
no dia 2 apés o transplante e prednisona; 2- basiliximab, exposicio reduzida a tacrolimo, everolimo comegando no
dia 2 apés o transplante e predinisona; 3- (grupo controle)- basiliximab, exposicéo reduzida a tacrolimo, micofenolato
e prednisona. Todos os pacientes receberdo 1g de metilprednisolona antes da revascularizacdo do enxerto.
Pacientes randomizados para o grupo 1 receberdo uma dose (nica de 3 mg/kg de peso corporal de globulina
antitimdcita administrada via intravenosa comegando nas primeiras 24 horas apds revascularizagdo do enxerto. O
pré-tratamento inclui hidrocortisona e dipirona antes da infuséo da globulina antitimécita, que serd reconstituida de
acordo com a bula. Pacientes dos grupos 2 e 3 recebero basiliximabe nos dias 0 e 4 de acordo com as instrugdes
da bula. Nenhuma profilaxia contra CMV sera usada. Abordagem preventiva serd usada baseada na avaliagio
semanal de antigenemia para CMV. Pacientes sero acompanhados por 12 meses ou até serem descontinuados do
estudo ou por perda de seguimento com extenso plan ejada para 5 anos, dependendo da analoise dos objetivos no
primeiro ano. Serdo realizados estudos exploratérios: investigar os polimorfismos genéticos de transportadores de
droga e de enzimas metabolizadoras de tacrolimo, everolimo e dcido micofendélico; investigar a expressao de enzimas
alvo em ceélulas do sangue periférico; investigar a proporgdo de células T regulatdrias (Treg) em sangue periférico
usando FACS; investigar nas células Treg, genes associados com estado tolerogénico. O estudo espera incluir 300

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - Sdo Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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pacientes em 12 meses. Apenas candidatos adultos de baixo risco para primeiro transplante renal de doadores vivos
ou falecidos ser&o considerados para incluséo..

FUNDAMENTOS E RACIONAL: Apesar da melhora dos resultados de eficacia com os esquemas imunossupressores
atuais, a seguranca dos regimes utilizados ndo demonstra os mesmos resultados. O regime mais utilizado
mundialmente consiste em tacrolimo, micofenolato e prednisona. Apesar dos resultados de eficacia favoraveis, em
nossa populagdo, o uso dessa combinagdo estd associado a elevada incidéncia de infecgbes virais, como
citomegalovirus e eventos gastrintestinais, duas causas comuns de re-hospitalizacdes apds o transplante renal.

A hipétese do estudo é que uma unica dose de globulina antitimécita na terapia de inducdo ou basiliximab em
combinag@o com baixas doses de tacrolimo, everolimo e prednisona pode resultar em eficacia comparavel observada
em pacientes recebendo tacrolimo/ micofenolato/ prednisona, mas com um melhor perfil de seguranca..

MATERIAL E METODO: Estio descritos os procedimentos do estudo..

TCLE: Apresentado adequadamente, de acordo com a Res 196/96.

DETALHAMENTO FINANCEIRO: Laborat6rio Novartis Biociéncias S A.

CRONOGRAMA: 24 meses.

OBJETIVO ACADEMICO: N3o envolve obtencéo de titulo.

ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AO CEP PREVISTOS PARA: 30/4/2012 e 30/4/2013.

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sdo Paulo/Hospital Sdo Paulo ANALISOU e APROVOU
- o projeto de pesquisa referenciado.

1. Comunicar toda e qualquer alteragdo do projeto e termo de consentimento livre e esclarecido. Nestas
circunstancias a inclusdo de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité, ap6s
analise das mudancas propostas..

2. Comunicar imediatamente ao éomité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todasna‘”s etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para
possivel auditoria dos 6rgéos combetentes.

Atenciosamente, A

Prof. Dr{José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de S3o Paulo/ Hospital Sdo Paulo 0339/11

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - Sao Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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ANEXO 3
Notificacdo DO Comité de Etica da FCF/USP

Sao Paulo, 19 de Margo de 2015.

IImo. Sr.

Prof. Dr. MauricioYonamine
Coordenador

CEP-FCF/USP

Ref.: Notificagdo de participagao em projeto de Pesquisa
Hospital do Rim e Hipertensdo/UNIFESP

Prezado Professor,

Venho comunicar a inclusdo de membros do grupo de pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de S3do Paulo (FCF/USP), como colaboradores do subprojeto
“Estudos farmacogendmicos e biomarcadores de rejei¢do aguda” (Protocolo CEP-UNIFESP
0339/11) incluido no projeto principal “Eficacia e seguran¢a de estratégias de indugdo
combinadas com exposicdo reduzida a tacrolimo em receptores de transplante renal em uso
de everolimo ou micofenolato de sddio”. Em anexo, se encontra a notificacdo do
pesquisador principal, Dr. Helio Tedesco Silva Jr do Hospital do Rim e Hipertensao, ao CEP da
UNIFESP e copias do projeto de pesquisa, parecer do CEP-UNIFESP e trés emendas ao
protocolo. .

Colaboradores que foram incluidos:

Profa. Rosario D. C. Hirata

Prof. Mario H. Hirata

Alvaro Cerda (pos-doutorando)

Fabiana Dalla Vecchia Gengivir (pos-doutoranda)

Vivian Bonezi (aluna de mestrado)

Gabriela Vieira Monteiro (aluna de Iniciacdo cientifica)

Antony Brayan Campos Salazar (aluno de mestrado — situagcdo em margo/2015)
Cristina Fajardo (técnica de laboratdrio)

Sem mais para o momento, estou a disposicdo para dar esclarecimentos que se fizerem

necessarios.

Atenciosamente,
Profa. Dra. Rosario D. C. Hirata
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ANEXO 4
Ficha de Aluno atualizada

,}'anus - Sistema Administrativo da Pés-Graduagao

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9136 - 8873670/1 - Antony Brayan Campos Salazar

Email: antonybcampos@usp.br
Data de Nascimento: 11/02/1993
Cédula de Identidade: RNE - V998544-0 - SP

Local de Nascimento: Peru

Nacionalidade: Peruana

Graduacéo: Bachiller en Farmacia y Bioguimica - Facultad de Farmacia y
Bioquimica - Universidad Nacional Mayor de San Marcos -
Peru - 2015

Curso: Mestrado

Programa: Farméacia (Fisiopatologia e Toxicologia)

Area; Andlises Clinicas

Data de Matricula: 12/03/2015
Inicio da Contagem de Prazo: 12/03/2015
Data Limite para o Depdsito: 12/09/2017

Orientador:

Proficiéncia em Linguas:

Data de Aprovacdo no Exame de
Qualificacéo:

Data do Depdsito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovacédo da
Banca:

Data de Aprovacéo da Banca:

Data Maxima para Defesa:
Data da Defesa:
Resultado da Defesa:

Histérico de Ocorréncias:

Prof(a). Dr(a). Rosario Dominguez Crespo Hirata -
12/03/2015 até o presente. Email:
rosariohirata@usp.br

Inglés, Aprovado em 12/03/2015
Portugués, Aprovado em 12/05/2016

Aprovado em 12/05/2016

Primeira Matricula em 12/03/2015

Aluno matriculado no Regimento da Pés-Graduagdo USP (Resolugéo n® 6542 em vigor a

partir de 20/04/2013).

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 17/07/2017

Impresso em: 12/09/2017 10:02:52
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ANEXO 5

Monitoramento terapéutico dos imunossupressores

Concentra¢fes de tacrolimo nos grupos terapéuticos no 1° ano pés-transplante

Dias pos-transplante  n Total TAC5-EVR TAC10-EVR TAC10-MPS p

3 266 80[50-115] 79 58[36-87" 96 8,7[55-12,3" 91 88[62-131] <0,0001
7 265 82[62-11,00 79 60[44-81]" 96 90[66-115" 90 9,5[7,6-11,9" <0,0001
14 260 6,8 [5,3-9,1] 78 52[3,9-6,5" 95 7,2[59-9,2 87 8,2[6,7-10,8" <0,0001
30 261 6,4 [4,8 — 8,6] 79 47[41-6,3" 94 7,3[54-9,0 88 7,5[6,0-9,3]" <0,0001
60 258 52[4,1-7,4] 78 4,2[33-56]" 93 51[4,2-7,6]" 87 6,5[4,7-8,6] <0,0001
90 259 541[4,2-7,0] 79 4,4[34-56" 92 51[43-63] 88 6,9[58-8,7 <0,0001
120 258 52[4,1-6,8] 78 42[33-54]" 92 52[4,0-638] 88 6,3[52-7,8 <0,0001
150 256 5,3[3,9-6,8] 77 43[3,3-57° 92 52[3,7-6,5" 87 6,4[50-7,9]° <0,0001
180 257 5,2[3,9-6,8] 79 45[35-56]° 92 49[3,6-6,5" 86 6,3[52-7,5]" <0,0001
270 254  4,8[3,8-6,3] 78 42[34-49° 91 44[36-6,1] 85 59[48-7,9 <0,0001
365 248  4,8[3,9-6,4] 77 45[3,7-58° 88 4,7[3,4-64]" 83 59[44-71] <0,0001

Nota: As concentracdes de tacrolimo sdo apresentadas como mediana e intervalo interquartilico entre parénteses. Letras diferentes na

mesma linha representam valores estatisticamente diferentes, indicados por teste de Dunn’s (p<0,05). n, nimero de individuos.
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ANEXO 6

Doses de tacrolimo nos grupos terapéuticos no 1° ano pés-transplante

Dias pos-transplante  n Total n TAC5-EVR n TAC10-EVR n TAC10-MPS p

3 266 12,0[10,0-14,00 79 8,0[6,0—-10,0" 96 14,0[12,0-14,0° 91 14,0[12,0-16,0° <0,0001
7 265 10,0 [7,0 - 12,0] 79 8,0[6,0-10,0" 96 10,0[8,0-14,0]° 90 10,5[8,0-14,0]" <0,0001
14 262 8,0[6,0 —10,0] 78 6,0[4,0-8,0" 95 8,0[6,0-10,0]° 89 10,0[6,0-12,0]" <0,0001
30 263 6,0 [4,0 —10,0] 79 4,0[4,0-6,0]" 95 6,0[4,0-10,0° 89 6,0[4,0-10,0" <0,0001
60 258  4,0[3,0-6,0] 78 4,0[2,0-5,0]" 93 4,0[3,0-8,0] 87 6,0[4,0-8,0" <0,0001
90 258  4,0[3,0-6,0] 79 3,0[2,0-4,0" 91 4,0[3,0-6,0 88 6,0[4,0-6,0]" <0,0001
120 258 4,0[2,0-6,0] 78 3,0[2,0-4,0" 92 4,0[2,3-6,0 88 6,0[3,0-6,0]" <0,0001
150 256  4,0[2,0-6,0] 77 3,0[2,0-4,0" 92 3,55[2,0-6,0" 87 4,0[3,0-6,0]° <0,0001
180 257  4,0[2,0-6,0] 79 3,0[2,0-4,0" 92 3,0[2,0-5,8" 86 4,0[3,0-6,0" 0,001
270 254 3,0[2,0-6,0] 78 3,0[2,0-4,0" 91 3,0[2,0-6,0" 85 4,0[3,0-6,0 0,001
365 248  4,0[2,0-6,0] 77 3,0[2,0-4,0" 88 3,0[2,0-6,0" 83 4,0[2,0-6,0 0,013

Nota: As doses de tacrolimo sédo apresentadas como mediana e intervalo interquartilico entre parénteses. Letras diferentes na mesma

linha representam valores estatisticamente diferentes, indicados por teste de Dunn’s (p<0,05). n, nimero de individuos.
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ANEXO 7

Concentracgdes corrigidas pelas doses de tacrolimo nos grupos terapéuticos no 1° ano poés-transplante

Dias pos-transplante  n Total n TAC5-EVR n TAC10-EVR n TAC10-MPS p

3 266 0,66[0,44-0,99] 79 0,74[0,44-0,97] 96 0,65[0,44—1,00] 91 0,65]0,46 - 0,99] 0,913
7 265 0,85[0,59-1,25] 79 0,85[0,60-1,25] 96 0,87[0,57—-1,25] 90 0,86[0,59-1,25] 0,920
14 259 0,88[0,59-1,37] 78 0,81[052-1,23] 95 0,89[0,62—1,21] 86 0,89[0,62—-1,53] 0,349
30 261 1,05[069-160] 79 1,05[0,61-158] 94 1,08[0,69-1,77] 88 0,99[0,75-1,59] 0,592
60 258 1,13[0,76 —1,95] 78 1,22[0,74-2,01] 93 1,08[0,70-1,82] 87 1,13[0,78 —1,80] 0,626
90 258 1,36[0,856-190] 79 1,35[0,85-1,95] 91 1,28[0,77-1,75] 88 1,38[1,01-1,99] 0,368
120 258 1,37[0,87-2,07] 78 1,49[0,89-2,10] 92 1,34[0,87-1,99] 88 1,37[0,86-2,19] 0,799
150 256 1,39[0,87-2,19] 77 1,38[0,89-2,15] 92 1,41[0,85-2,29] 87 1,35[0,95-2,23] 0,965
180 257 153[0,93-2,40] 79 1,47[0,93-2,43] 92 1,40[0,88-2,29] 86 1,62[0,97 —2,45] 0,537
270 254 145[0,95-2,40] 78 1,58[1,03-2,26] 91 1,50[0,90-2,40] 85 1,40[0,90 - 2,53] 0,870
365 248 1,49[0,98-2,33] 77 1,53[0,94-2,36] 88 1,53[1,00-2,35] 83 1,40[0,98 —2,15] 0,969

Nota: As concentracdes corrigidas pelas doses de tacrolimo sdo apresentadas como mediana e intervalo interquartilico entre

parénteses. Letras diferentes na mesma linha representam valores estatisticamente diferentes, indicados por teste de Dunn’s (p<0,05).

n, nidmero de individuos.
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ANEXO 8

Concentra¢des de everolimo nos grupos terapéuticos no 1° ano pés-transplante

Dias pos-transplante n Total n TAC5-EVR n TAC10-EVR p

3 165 3,3[2,7-4,3] 77 3,1[26-4,1 88 3,3[2,8-4,4] 0,229
7 172 3,8[3,1-4,8] 78 4,1[3,4-5,0] 96 3,8[3,2-5,0] 0,452
14 174  4,0[3,3-5,0] 78 4,1[3,4-5,0] 96 3,8[3,2-5,0] 0,404
30 169 4,8[3,6-6,2] 79 49[3,6-6,2] 90 4,7[3,6-6,2] 0,510
60 167 5,4[4,2-6,8] 77 55[41-7,2] 90 52[4,3-6,4] 0,603
90 166 5,4[4,4-6,6] 78 56[45-6,6] 88 53[4,4-6,5] 0,483
120 170 5,6[4,4-6,7] 78 56[45-6,7 87 55[4,2-6,6] 0,363
150 168 5,8[4,8-7,0] 76 59[48-75] 87 58[4,8-7,0] 0,838
180 172  5,8[4,8-7,6] 78 57[49-78] 86 58[4,4-7,2] 0,394
270 160 6,1[4,9-7,1] 73 63[51-7,2] 78 58[4,6-6,9] 0,102
365 158 5,8[4,7-7,0] 72 6,2[51-7,4 77 5,6[4,6-6,8] 0,064

Nota: As concentragdes de everolimo sdo apresentadas como mediana e intervalo interquartilico entre parénteses. n, nimero de individuos.

- 113 -



ANEXO 9

Doses de everolimo nos grupos terapéuticos no 1° ano pés-transplante

Dias pos-transplante n Total n TAC5-EVR n TAC10-EVR p

3 175 3,0[3,0-3,0] 79 3,0[3,0-3,0] 95 3,0[3,0-3,0] 0,034
7 175 3,0[3,0-3,0] 79 3,0[3,0-3,5] 96 3,0[3,0-3,0] 0,319
14 174  3,0[3,0-4,0] 78 3,0[3,0-4,0] 96 3,0[3,0-4,0] 0,834
30 168  4,0[3,0-—4,0] 79 4,0[3,0-4,0] 89 4,0[3,0-4,0] 0,419
60 167 4,0[3,0-4,0] 78 4,0[3,0-4,0] 89 4,0[3,0-4,0] 0,809
90 166  4,0[3,0-4,0] 78 4,0[3,0-4,0] 88 4,0[3,0-4,0] 0,292
120 169  4,0[3,0-4,0] 77 4,0[3,0-4,0] 87 4,0[3,0-4,0] 0,796
150 169  4,0[3,0-4,0] 75 4,0[3,0-4,0] 87 4,0[3,0-4,0] 0,637
180 171  4,0[3,0-4,0] 77 4,0[3,0-4,0] 86 4,0[3,0-4,0] 0,859
270 163  4,0[3,0-—4,0] 74 4,0[3,0-4,0] 80 4,0[3,0-4,0] 0,674
365 161 4,0[3,0-4,0] 73 3,0[3,0-4,0] 79 3,0[3,0-4,1] 0,419

Nota: As doses de everolimo sdo apresentadas como mediana e intervalo interquartilico entre parénteses. n, nimero de individuos.
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ANEXO 10
Concentracg@es corrigidas pelas doses de everolimo nos grupos terapéuticos no 1° ano pds-transplante

Dias pos-transplante  n Total n TAC5-EVR n TAC10-EVR p

3 165 1,10[0,90-1,43] 77 1,03[0,87-1,37] 88 1,10[0,93-1,53] 0,160
7 172 1,22[0,95-1,60] 79 1,25[0,95-1,57] 93 1,17[0,96-1,62] 0,849
14 173 1,17[0,91-153] 78 1,17[1,00-154] 95 1,17[0,87—1,50] 0,551
30 168 1,30[1,03-12,78] 79 1,30[1,02-1,83] 89 1,30[1,05-1,77] 0,764
60 166 1,43[1,07-2,01] 77 1,43[1,07-1,98] 89 1,43[1,08-2,08] 0,939
90 166  1,43[1,14-2,12] 78 1,45[1,13-2,13] 88 1,41[1,14-2,08] 0,952
120 169 157[1,17-194] 77 153[1,21-2,17] 87 1,58[1,13-1,87] 0,587
150 167 160[1,23-2,15] 75 1,62[1,23-2,23] 87 1,58[1,23-2,07] 0,649
180 171 1,63[1,23-2,23] 77 1,73[1,23-2,38] 86 1,57[1,16-2,16] 0,476
270 160 1,67[1,23-2,33] 73 1,73[1,30-2,40] 78 1,59[1,10-2,23] 0,099
365 158 1,73[1,29-2,54] 72 180[1,39-2,65] 77 1,53[1,14-2,37] 0,114

Nota: As concentragdes corrigidas pelas doses de everolimo séo apresentadas como mediana e intervalo interquartilico entre parénteses. n, nimero de individuos.
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Avaliacdo dos desfechos clinicos de eficacia e seguranca

Taxa de filtrag&o glomerular estimada

Taxa de filtragdo glomerular estimada dos receptores no 1° ano poés-transplante renal

ANEXO 11

Dias pos-transplante  n Total n TAC5-EVR n TAC10-EVR n TAC10-MPS p

Pre-Tx 269 7,0(5,0-28,0) 80 6,5(6,0-8,0) 96 6,0 (5,0-8,0) 93 7,0(5,0-9,0) 0,925
D7 267 20,2(7,6-54,0) 80 11,1(7,4-49,8) 96 24,8 (8,2-57,0) 91 26,3(8,6—57,6) 0,357
D14 264 39,4 (14,9-604) 78 33,6(12,1-57,2) 96 41,8(145-658) 90 41,3(17,7-61,7) 0,357
M1 265 57,1(39,5-73,4) 79 59,1(438-720) 96 56,1(36,4-753) 90 57,2(42,2-735) 0,918
M2 262 63,8(49,4-77,7) 78 64,3(52,1-80,8) 94 605(434-724) 90 66,7(50,9-79,1) 0,192
M3 260 62,9(50,7-79,1) 79 652 (53,8-76,2% 93 59,0(485-74,0°% 88 67,6(53,4—846)° 0044
M4 259 64,5(50,7-81,1) 78 64,0(546-83,2) 93 592(46,4-740) 88 688(51,8-825) 0,050
M5 257 63,2(49,7-795) 77 63,1 (50,5-78,8)%" 93 60,1(46,0-72,6)% 87 681 (531-86,1)" 0029
M6 260 62,8(49,2-796) 79 629(51,5-81,6) 93 57,4(458-71,3) 88 66,6(51,5-850) 0,053
M9 257 61,9 (47,4-773) 78 64,0(500-78,7 92 56,2(459-73,6) 87 652(52,0-831) 0,050
M12 250 63,5(49,7-782) 77 64,6(489-79,1)% 90 578(446-707)% 83 67,3(557-815" 0014

Nota: Os valores de TFGe sdo apresentados como mediana e intervalo interquartilico entre parénteses. n, nimero de individuos.
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Creatinina sérica

ANEXO 12

Concentracfes de creatinina sérica dos receptores no 1° ano pos-transplante renal

Dias pos-transplante  n Total n TAC5-EVR n TAC10-EVR n TAC10-MPS p

Pre-Tx 268 9,32(7,47-11,27) 80 9,15 (7,69 —11,45) 96 9,42 (7,33-11,79) 93 9,32(7,38-10,81) 0,981
D7 267 3,44 (1,50 — 7,99) 80 5,67 (1,58 -8,19) 96 2,68(1,44-792) 91 2,77(1,45-7,98) 0,328
D14 264 1,94 (1,33 -4,23) 78 2,08 (1,42 -5,33) 96 1,82(1,26-4,31) 90 1,92(1,32-3,99) 0,354
M1 265 1,41(1,14-1,89) 79 1,34(1,16 —1,87) 96 1,47(1,10-2,03) 90 1,43(1,13-1,77) 0,964
M2 262 1,30(1,06 —1,71) 78 1,28(1,08 —1,61) 94 1,41(1,11-1,92) 90 1,28(1,02-1,72) 0,291
M3 260 1,33(1,07 -1,62) 79 1,32(1,07 - 1,53) 93 1,36(1,14-1,78) 88 1,02(1,23-1,50) 0,153
M4 259 1,31(1,04 -1,63) 78 1,34 (1,04 —1,58) 93 1,40(1,11-1,68) 88 1,20(1,00-1,60) 0,189
M5 257 1,30(1,07 - 1,67) 77 1,30(1,06 —1,61) 93 1,39(1,11-1,70) 87 1,24(1,03-1,63) 0,137
M6 260 1,32(1,08 —1,65) 79 1,31(1,09 —1,63) 93 1,40(1,12-1,74) 88 1,28(1,00-1,63) 0,145
M9 257 1,33(1,08 —1,68) 78 1,31(1,08 —1,65) 92 1,43(1,14-190) 87 1,31(1,05-1,59) 0,142
M12 250 1,33(1,07-1,62) 77 131(1,11-1,67)* 90 144(1,10-1,81)% 83 124(0,99-1,53)° 0,034

Nota: As concentragcBes de creatinina sérica sdo apresentados como mediana e intervalo interquartilico entre parénteses. n, numero de individuos.
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ANEXO 13

Polimorfismos genéticos e funcéo renal do enxerto

Creatinina sérica

Associacdo de polimorfismos genéticos com creatinina sérica, no 1° ano pds-transplante renal: Regressao logistica univariavel

Dia pés-

Polimorfismo transplante Genétipo  Tercil baixo  Tercilmédio  Tercilalto  OR (IC95%) p
MTOR ¢.4731G>A 14 AA 29,0% (18) 38,7% (24) 32,3% (20) 1,03(0,58-1,80) 0,929
AG+GG  36,6% (41) 25,0% (28) 38,4% (43) Reference
90 AA 29,5% (18) 31,1% (19) 39,3% (24) 1,10(0,61-1,96) 0,758
AG+GG  27,9% (31) 37,8% (42) 34,2% (38) Reference
365 AA 33,9% (20) 28,8% (17) 37,3% (22) 0,90 (0,50-1,62) 0,726
AG+GG  27,8% (30) 36,1% (39) 36,1% (39) Reference
MTOR ¢.1437T>C 14 CC 30,2% (19) 39,7% (25) 30,2% (19) 0,92 (0,53-1,61) 0,772
CT+TT 36,0% (40) 24,3% (27) 39,6% (44) Reference
90 CC 26,2% (16) 32,8% (20) 41,0% (25) 1,30(0,73-2,32) 0,372
CT+TT 29,7% (33) 36,9% (41) 33,3% (37) Reference
365 CC 23,7% (14) 30,5% (18) 45,8% (27) 1,74 (0,96 —3,15) 0,067
CT+TT 33,3% (36) 35,2% (38) 31,5% (34) Reference
MTOR ¢.2997C>T 14 TT 31,9% (23) 38,9% (28) 29,2% (21) 0,82 (0,48-1,43) 0,492
TC+CC 35,3% (36) 23,5% (24) 41,2% (42) Reference
90 TT 29,0% (20) 33,3% (23) 37,7% (26) 1,05(0,60-1,84) 0,866
TC+CC 28,2% (29) 36,9% (38) 35,0% (36) Reference
365 TT 26,9% (18) 32,8% (22) 40,3% (27) 1,30(0,73-2,30) 0,371
TC+CC 32,0% (32) 34,0% (34) 34,0% (34) Reference
PPP3CA c.249G>A 14 GG 35,6% (80) 32,5% (72) 32,4% (73) 0,64 (0,34-1,17) 0,147
GA+AA 20,5% (8) 41,1% (16) 38,5% (15) Reference
90 GG 35,6% (79) 31,1% (69) 33,3% (74) 0,77 (0,42-1,41) 0,390
GA+AA 21,1% (8) 47,4% (18) 31,6% (12) Reference
365 GG 35,0% (75) 31,3% (67) 33,6% (72) 0,86 (0,46 -1,62) 0,646
GA+AA 25,0% (9) 44,4% (16) 30,6% (11) Reference

Nota: Os dados de frequéncia relativa em cada tercil de TFGe é apresentado como porcentagem, e nimero de individuos entre parénteses. OR, Odds ratio; IC95%,

intervalo de confianca ao 95%.
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(CONT.) Associacao de polimorfismos genéticos com creatinina sérica, no 1° ano pos-transplante renal: Regresséo logistica univariavel

Polimorfismo

Dia pOs-
transplante

Gendtipo

Tercil baixo

Tercil médio

Tercil alto

OR (IC95%)

p

FKBP1A n.259+24936T>C

FKBP2 2110G>T

FOXP3 c.-22-902A>G

FOXP3 23+2882A>C

14

90

365

14

90

365

90

365

14

90

365

TT
TC+CC
TT
TC+CC
TT
TC+CC
GG
GT+TT
GG
GT+TT
GG
GT+TT
GG
GA+AA
GG
GA+AA
GG
GA+AA
CcC
CA+AA
CcC
CA+AA
CcC
CA+AA

32,5% (38)
34,0% (50)
31,9% (37)
34,7% (50)
37,2% (42)
30,7% (42)
36,4% (32)
31,8% (56)
29,5% (26)
35,5% (61)
32,5% (27)
34,1% (57)
25,9% (36)
41,6% (52)
30,7% (42)
36,6% (45)
31,3% (41)
36,1% (43)
32,6% (56)
34,8% (32)
28,1% (48)
43,8% (39)
28,0% (46)
44,2% (38)

35,0% (41)
32,0% (47)
31,0% (36)
35,4% (51)
27,4% (31)
38,0% (52)
27,3% (24)
36,4% (64)
31,8% (28)
34,3% (59)
30,1% (25)
34,7% (58)
36,0% (50)
30,4% (38)
32,1% (44)
35,0% (43)
30,5% (40)
36,1% (43)
34,9% (600
30,4% (28)
35,1% (60)
30,3% (27)
36,0% (59)
27,9% (24)

32,5% (38)
34,0% (50)
37,1% (43)
29,9% (43)
35,4% (40)
31,4% (43)
36,4% (32)
31,8% (56)
38,6% (34)
30,2% (52)
37,3% (31)
31,1% (52)
38,1% (53)
28,0% (35)
37,2% (51)
28,5% (35)
38,2% (50)
27,7% (33)
32,6% (56)
34,8% (32)
36,8% (63)
25,8% (23)
36,0% (59)
27,9% (24)

1,00 (0,64 — 1,56)
Reference
1,26 (0,80 — 1,97)
Reference
0,94 (0,60 — 1,50)
Reference
1,00 (0,63 — 1,60)
Reference
1,38 (0,86 — 2,23)
Reference
1,19 (0,73 — 1,94)
Reference
1,80 (1,15 -2,82)
Reference
1,39 (0,89 — 2,18)
Reference
1,41 (0,89 — 2,23)
Reference
1,00 (0,63 — 1,59)
Reference
1,85 (1,15 -2,99)
Reference
1,75 (1,07 — 2,86)
Reference

1,000
0,324
0,807
1,000
0,180
0,475
0,010
0,147
0,141
1,000
0,012

0,025

Nota: Os dados de frequéncia relativa em cada tercil de TFGe é apresentado como porcentagem, e nimero de individuos entre parénteses. OR, Odds ratio; IC95%,

intervalo de confianca ao 95%.
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InfeccBes e infestacdes

ANEXO 14

Polimorfismos genéticos e eventos adversos

Associacdo de polimorfismos genéticos com eventos por CMV, no 1° ano pés-
transplante renal: Regressao logistica univariavel

Citomegalovirus Citomegalovirus

Polimorfismo Genotipo . ) OR (IC95%) p
(Nao) (Sim)
MTOR ¢.4731G>A AA 93,7% (59) 6,3% (4) Referéncia 0,558
AG+GG 91,2% (103) 8,8% (10) 1,43 (0,43 -4,77)
MTOR ¢.1437T>C CcC 93,8% (60) 6,3% (4) Referéncia 0,530
CT+TT 91,1% (102) 8,9% (10) 1,47 (0,44 — 4,90)
MTOR ¢.2997C>T TT 94,5% (69) 5,5% (4) Referéncia 0,313
TC+CC 90,3% (93) 9,7%(10) 1,86 (0,56 — 6,16)
PPP3CA c.249G>A GG 82,2% (189) 17,8% (41) Referéncia 0,688
GA+AA 79,5% (31) 20,5% (8) 1,19 (0,51 - 2,78)
FKBP1A TT 81,4% (96) 18,6% (22) Referéncia 0,872
n.259+24936T>C TC+CC 82,1% (124) 17,9% (27) 0,95 (0,51 —1,77)
GG 78,9% (71) 21,1% (19) Referéncia 0,384
FKBP2 c.-2110G>T
GT+TT 83,2% (149) 16,8% (30) 0,76 (0,40 —1,43)
GG 81,7% (116) 18,3% (26) Referéncia 0,966
FOXP3 c.-22-902A>G
GA+AA 81,9% (104) 18,1% (23) 0,99 (0,53 -1,84)
CcC 81,7% (143) 18,3% (32) Referéncia 0,968
FOXP3 c.-22-902A>G
CA+AA 81,9% (77) 18,1% (17) 0,99 (0,52 - 1,89)

Nota: Os dados de frequéncia de eventos por citomegalovirus sdo apresentados como porcentagem,

e nimero de individuos entre parénteses. CMV: Citomegalovirus; OR, Odds ratio; IC95%, intervalo de

confianca ao 95%.
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Disturbios sanguineos e linfaticos

Associacdo de polimorfismos genéticos com anemia, no

ANEXO 15

renal: Regressao logistica univariavel

1° ano pos-transplante

] . . Anemia Anemia
Polimorfismo Gendtipo . ) OR (IC95%) p
(Nao) (Sim)
MTOR ¢.4731G>A AA 91,0% (81) 9,0% (8) Referéncia 0,733
AG+GG 92,2% (166)  7,8% (14) 0,85 (0,34 - 2,12)
MTOR ¢.1437T>C CcC 91,1% (82) 8,9% (8) Referéncia 0,763
CT+TT 92,2% (165)  7,8% (14) 0,87 (0,35 - 2,16)
MTOR ¢.2997C>T TT 91,2% (104)  8,8% (10) Referéncia 0,761
TC+CC 92,3% (143)  7,7% (12) 0,87 (0,36 — 2,10)
PPP3CA c.249G>A GG 92,2% (212)  7,8% (18) Referéncia 0,610
GA+AA 89,7% (35) 10,3% (4) 1,35 (0,43 - 4,21)
TT 89,8% (106) 10,2% (12) Referéncia 0,296
FKBP1A n.259+24936T>C
TC+CC 93,4% (141) 6,6% (10) 0,63 (0,26 — 1,51)
GG 88,9% (80) 11,1% (10) Referéncia 0,218
FKBP2 c.-2110G>T
GT+TT 93,3% (167) 6,7% (12) 0,58 (0,24 — 1,39)
GG 93,0% (132)  7,0% (10) Referéncia 0,474
FOXP3 c.-22-902A>G
GA+AA 90,6% (115)  9,4% (12) 1,38 (0,57 - 3,31)
CcC 93,7% (164)  6,3% (11) Referéncia 0,128
FOXP3 c.-22-902A>G
CA+AA 88,3% (83) 11,7% (11) 1,98 (0,82 — 4,75)

Nota: Os dados de frequéncia de anemia sdo apresentados como porcentagem, e numero de

individuos entre parénteses. OR, Odds ratio; IC95%, intervalo de confianga ao 95%.
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Disturbios gastrointestinais

ANEXO 16

Associacdo de polimorfismos genéticos com diarreia, no 1° ano poés-transplante
renal: Regressao logistica univariavel

] . . Diarreia Diarreia
Polimorfismo Gendtipo ~ . OR (IC95%) p
(N&o) (Sim)
MTOR ¢.4731G>A AA 76,2% (48) 23,8% (15) Referéncia 0,990
AG+GG 76,1% (86) 23,9% (27) 1,01 (0,49 - 2,07)
MTOR ¢.1437T>C CC 76,6% (49) 23,4% (15) Referéncia 0,920
CT+TT 75,9% (85) 24,1% (27) 1,04 (0,50 — 2,14)
MTOR ¢.2997C>T TT 78,1% (57) 21,9% (16) Referéncia 0,610
TC+CC 74,8% (77) 25,2% (26) 1,20 (0,59 - 2,45)
PPP3CA c.249G>A GG 73,5% (169)  26,5% (61) Referéncia 0,428
GA+AA 79,5% (31) 20,5% (8) 0,72 (0,31 -1,64)
FKBP1A TT 72,0% (85) 28,0% (33) Referéncia 0,442
n.259+24936T>C TC+CC 76,2% (115)  23,8% (36) 0,81 (0,47 — 1,40)
GG 74,4% (67) 25,6% (23) Referéncia 0,980
FKBP2 c.-2110G>T
GT+TT 74,3% (133)  25,7% (46) 1,01 (0,56 — 1,80)
GG 75,4% (107)  24,6% (35) Referéncia 0,691
FOXP3 c.-22-902A>G
GA+AA 73,2% (93) 26,8% (34) 1,12 (0,65 - 1,93)
CcC 74,3% (130)  25,7% (45) Referéncia 0,974
FOXP3 c.-22-902A>G
CA+AA 74,5% (70) 25,5% (24) 0,99 (0,56 — 1,76)

Nota: Os dados de frequéncia de constipacdo sao apresentados como porcentagem, e nimero de

individuos entre parénteses. OR, Odds ratio; IC95%, intervalo de confianga ao 95%.
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Disturbios gastrointestinais

ANEXO 17

Associacdo de polimorfismos genéticos com dispepsia, no 1° ano poés-transplante
renal: Regressao logistica univariavel

] . N Dispepsia Dispepsia
Polimorfismo Gendtipo . ) OR (IC95%) p
(Nao) (Sim)
MTOR ¢.4731G>A AA 88,9% (56) 11,1% (7) Referéncia 0,102
AG+GG 95,6% (108)  4,4% (5) 0,37 (0,11 - 1,22)
MTOR ¢.1437T>C CC 89,1% (57) 10,9% (7) Referéncia 0,112
CT+TT 95,5% (107)  4,5% (5) 0,38 (0,12 — 1,25)
MTOR ¢.2997C>T TT 90,4% (66) 9,6% (7) Referéncia 0,228
TC+CC 95,1% (98) 4,9% (5) 0,48 (0,15 - 1,58)
PPP3CA c.249G>A GG 92,2% (212)  7,8% (18) Referéncia 0,307
GA+AA 87,2% (34) 12,8% (5) 1,73 (0,60 — 4,97)
FKBP1A TT 89,0% (105)  11,0% (13) Referéncia 0,205
n.259+24936T>C TC+CC 93,4% (141) 6,6% (10) 0,57 (0,24 — 1,36)
GG 93,3% (84) 6,7% (6) Referéncia 0,436
FKBP2 c.-2110G>T
GT+TT 90,5% (162)  9,5% (17) 1,47 (0,56 — 3,87)
GG 90,8% (129) 9,2% (13) Referéncia 0,708
FOXP3 c.-22-902A>G
GA+AA 92,1% (117)  7,9% (10) 0,85 (036 —2,01)
CC 92,0% (161)  8,0% (14) Referéncia 0,660
FOXP3 c.-22-902A>G
CA+AA 90,4% (85) 9,6% (9) 1,22 (0,51 - 2,93)

Nota: Os dados de frequéncia de dispepsia sdo apresentados como porcentagem, € nuimero de

individuos entre parénteses. OR, Odds ratio; IC95%, intervalo de confianga ao 95%.
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ANEXO 18

Disturbios gerais e condi¢cfes do local de administracéo

Associacdo de polimorfismos genéticos com edema localizado, no 1° ano pés-
transplante renal: Regressao logistica univariavel

Polimorfismo

Gendtipo

Edema
localizado
(N&o)

Edema
localizado
(Sim)

OR (IC95%)

MTOR c.4731G>A

MTOR c.1437T>C

MTOR ¢.2997C>T

PPP3CA c.249G>A

FKBP1A
n.259+24936T>C

FKBP2 c.-2110G>T

FOXP3 c.-22-902A>G

FOXP3 c.-22-902A>G

AA
AG+GG
cC
CT+TT
TT
TC+CC
GG
GA+AA
TT
TC+CC
GG
GT+TT
GG
GA+AA
CcC
CA+AA

55,6% (35)
52,2% (59)
59,4% (38)
50,0% (56)
56,2% (41)
51,5% (53)
59,1% (136)
56,4% (22)
60,2% (71)
57,6% (87)
60,0% (54)
58,1% (104)
56,3% (80)
61,4% (78)
61,7% (108)
53,2% (50)

44.,4% (28)
47,8% (54)
40,6% (26)
50,0% (56)
43,8% (32)
48,5% (50)
40,9% (94)
43,6% (17)
39,8% (47)
42,4% (64)
40,0% (36)
41,9% (75)
43,7% (62)
38,6% (49)
38,3% (67)
46,8% (44)

Reference

1,14 (0,62 — 2,13)

Reference

1,46 (0,79 — 2,72)

Reference

1,21 (0,66 — 2,21)

Reference

1,12 (0,56 — 2,22)

Reference

1,11 (0,68 — 1,81)

Reference

1,08 (0,65 — 1,81)

Reference

0,81 (0,50 — 1,32)

Reference

1,42 (0,85 — 2,36)

0,670

0,231

0,537

0,750

0,673

0,765

0,398

0,177

Nota: Os dados de frequéncia de edema localizado sdo apresentados como porcentagem, e nimero

de individuos entre parénteses. OR, Odds ratio; IC95%, intervalo de confianga ao 95%.
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Disturbios metabdlicos

ANEXO 19

Associacdo de polimorfismos genéticos com hiperglicemia, no 1° ano pés-
transplante renal: Regressao logistica univariavel

Hiperglicemia

Hiperglicemia

Polimorfismo Gendtipo . . OR (IC95%) p
(Nao) (Sim)
MTOR ¢.4731G>A AA 87,3% (55) 12,7% (8) Reference 0,079
AG+GG 76,1% (86) 23,9% (27) 2,16 (0,92 — 5,09)
MTOR ¢.1437T>C CC 84,4% (54) 15,6% (10) Reference 0,287
CT+TT 77,7% (87) 22,3% (25) 1,55 (0,69 — 3,48)
MTOR ¢.2997C>T TT 82,2% (60) 17,8% (13) Reference 0,561
TC+CC 78,6% (81) 21,4% (22) 1,25 (0,59 - 2,69)
PPP3CA c.249G>A GG 80,4% (123) 19,6% (30) Reference 0,811
GA+AA 78,3% (18) 21,7% (5) 1,14 (0,39 - 3,31)
FKBP1A TT 81,3% (61) 18,7% (14) Reference 0,727
n.259+24936T>C TC+CC 79,2% (80) 20,8% (21) 1,14 (0,54 — 2,43)
GG 83,1% (49) 16,9% (10) Reference 0,489
FKBP2 c.-2110G>T
GT+TT 78,6% (92) 21,4% (25) 1,33 (0,59 — 2,99)
GG 77,7% (73) 22,3% (21) Reference 0,384
FOXP3 c.-22-9022>G
GA+AA 82,9% (68) 17,1% (14) 0,72 (0,34 - 1,52)
CC 78,3% (90) 21,7% (25) Reference 0,399
FOXP3 c.-22-9022>G
CA+AA 83,6% (51) 16,4% (10) 0,71 (0,31 - 1,59)

Nota: Os dados de frequéncia de hiperglicemia sdo apresentados como porcentagem, e niumero de

individuos entre parénteses. OR, Odds ratio; IC95%, intervalo de confianga ao 95%.
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Disturbios metabdlicos

Associacdo de polimorfismos genéticos com diabetes, no

ANEXO 20

renal: Regressao logistica univariavel

1° ano pos-transplante

Polimorfismo

Gendtipo

Diabetes poés-

transplante
(Nao)

Diabetes poés-

transplante
(Sim)

OR (IC95%)

MTOR c.4731G>A

MTOR c.1437T>C

MTOR ¢.2997C>T

PPP3CA c.249G>A

FKBP1A
n.259+24936T>C

FKBP2 c.-2110G>T

FOXP3 c.-22-9023>G

FOXP3 c.-22-9023>G

AA
AG+GG
cC
CT+TT
TT
TC+CC
GG
GA+AA
TT
TC+CC
GG
GT+TT
GG
GA+AA
CcC
CA+AA

92,1% (58)
85,0% (96)
87,5% (56)
87,5% (98)
86,3% (63)
88,3% (91)
86,3% (132)
95,7% (22)
86,7% (65)
88,1% (89)
91,5% (54)
85,5% (100)
89,4% (84)
85,4% (70)
87,8% (101)
86,9% (53)

7,9% (5)
15,0% (17)
12,5% (8)
12,5% (14)
13,7% (10)
11,7% (12)
13,7% (21)
4,3% (1)
13,3% (10)
11,9% (12)
8,5% (5)
14,5% (17)
10,6% (10)
14,6% (12)
12,2% (14)
13,1% (8)

Reference

2,05 (0,72 - 5,87)

Reference

1,00 (0,40 — 2,53)

Reference

0,83 (0,34 — 2,04)

Reference

0,29 (0,04 — 2,23)

Reference

0,88 (0,36 — 2,15)

Reference

1,84 (0,64 — 5,25)

Reference

1,44 (0,59 — 3,53)

Reference

1,09 (0,43 — 2,76)

0,179

1,000

0,686

0,232

0,773

0,257

0,426

0,857

Nota: Os dados de frequéncia de diabetes pds-transplante sdo apresentados como porcentagem, e

namero de individuos entre parénteses. OR, Odds ratio; IC95%, intervalo de confianga ao 95%.
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ANEXO 21

Associacdo de polimorfismos genéticos com proteindria, no 1° ano poés-transplante
renal: Regresséo logistica univariavel

) . » Proteindria Proteindria
Polimorfismo Gendtipo . ) OR (1C95%) P
(Nao) (Sim)
MTOR c.4731G>A AA 94,4% (84) 5,6% (5) Referéncia 0,188
AG+GG 89,4% (161) 10,6% (19) 1,98 (0,72 — 5,50)
MTOR ¢.1437T>C CC 90,0% (81) 10,0% (9) Referéncia 0,660
CT+TT 91,6% (164) 8,4% (15) 0,82 (0,35 - 1,96)
MTOR ¢.2997C>T TT 90,4% (103)  9,6% (11) Referéncia 0,720
TC+CC 91,6% (142)  8,4% (13) 0,86 (0,37 — 1,99)
PPP3CA c.249G>A GG 91,3% (210)  8,7% (20) Referéncia 0,752
GA+AA 89,7% (35) 10,3% (4) 1,20 (0,39 - 3,72)
FKBP1A TT 91,5% (108)  8,5% (10) Referéncia 0,820
n.259+24936T>C TC+CC 90,7% (137)  9,3% (14) 1,10 (0,47 — 2,58)
GG 95,6% (86) 4,4% (4) Referéncia 0,078
FKBP2 c.-2110G>T
GT+TT 88,8% (159) 11,2% (20) 2,70 (0,90 - 8,17)
GG 88,7% (126) 11,3% (16) Referéncia 0,159
FOXP3 c.-22-9022>G
GA+AA 93,7% (119) 6,3% (8) 0,53 (0,22 - 1,28)
CcC 89,7% (157) 10,3% (18) Referéncia 0,289
FOXP3 c.-22-9022>G
CA+AA 93,6% (88) 6,4% (6) 0,59 (0,23 — 1,55)

Nota: Os dados de frequéncia de proteinliria sdo apresentados como porcentagem, e nimero de

individuos entre parénteses. OR, Odds ratio; IC95%, intervalo de confianga ao 95%.
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