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RESUMO 

Steffen SP. Análise da expressão gênica na disfunção primária do enxerto em 
receptores adultos submetidos a transplante cardíaco [tese]. São Paulo: 
Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2024. 
 
Introdução: O transplante cardíaco permanece sendo o tratamento de escolha 
para a insuficiência cardíaca avançada, apesar de vários avanços no tratamento 
clínico e cirúrgico da insuficiência cardíaca. Muitos são os fatores que contribuem 
para a morbimortalidade dos pacientes submetidos ao transplante cardíaco, 
sendo a Disfunção Primária de Enxerto (DPE) a principal causa de mortalidade 
precoce após o transplante cardíaco. A real patogênese da DPE ainda 
permanece indefinida, porém já foi demonstrado que a injúria de 
isquemia/reperfusão é o principal fator. O coração do doador é submetido a 
variados tipos de insultos durante o processo do transplante, incluindo a morte 
encefálica, hipotermia, isquemia fria e quente e finalmente a reperfusão, levando 
à diminuição da sobrevida do enxerto e DPE. Dado a importância do tema, vários 
centros transplantadores têm buscado estudar e entender a fisiopatologia da 
DPE. A avaliação do perfil genético através de técnicas de transcriptomas poderá 
esclarecer melhor a fisiopatologia da DPE. Objetivo: Avaliar, comparativamente, 
a partir de análises proteômicas de amostras de tecido miocárdico de corações 
transplantados, o perfil da expressão gênica tecidual nos enxertos que 
desenvolveram DPE e comparar com os que não desenvolveram DPE. 
Identificar, nos enxertos que desenvolveram DPE, o grau de expressão dos 
principais genes envolvidos. Métodos: Pacientes adultos submetidos ao 
transplante cardíaco em nosso serviço foram incluídos no estudo após 
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. O diagnóstico da 
DPE foi realizado através dos critérios da ISHLT (International Society for Heart 
and Lung Transplantation). Dados clínicos e laboratoriais dos doadores e 
receptores foram analisados. Foram incluídos no protocolo 20 pacientes 
consecutivos submetidos ao transplante cardíaco. Seis pacientes apresentaram 
DPE. A análise da expressão gênica foi realizada através de biópsias no 
momento do implante do coração doado. Resultados: Onze genes tiverem sua 
expressão significativamente diferente nos pacientes com DPE, sendo o MYL4 
o gene com menor expressão e o gene B3GALT5 com a maior expressão. 
Conclusão: A expressão gênica nos pacientes com DPE é diferente quando 
comparada aos pacientes sem DPE, sendo o gene MYL4 muito menos expresso 
e o B3GALT5 muito expresso. O estudo futuro dessa expressão gênica poderá 
trazer luz a fisiopatologia e trazer possíveis biomarcadores da doença. 
 
Descritores: Transplante cardíaco; Disfunção primária do enxerto; Expressão 
gênica. 
 
 
  



ABSTRACT 

Steffen SP. Gene expression analysis of primary graft dysfunction in adult heart 
transplant recipients [thesis]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade 
de São Paulo”; 2024. 
 
Introduction: Cardiac transplantation remains the treatment of choice for 
advanced heart failure despite several advances in the clinical and surgical 
treatment of heart failure. Several factors contribute to the morbidity and mortality 
of patients undergoing heart transplantation, and Primary Graft Dysfunction 
(PGD) is the main cause of early mortality. The actual pathogenesis of PGD 
remains undefined, but it is already known that ischemia / reperfusion injury is the 
main factor. The donor heart is subjected to various types of insults during the 
transplant process, including brain death, hypothermia, cold and hot ischemia 
and finally reperfusion, leading to decreased graft survival and PGD. Given the 
importance of the theme, several transplant centers are studying the 
pathophysiology of PGD by analyzing the epidemiological, clinical and possible 
biomarkers of transplant patients who developed PGD. In addition, evaluation of 
the genetic profile through transcriptome techniques may better clarify the 
pathophysiology of PGD. Objective: To evaluate, through proteomic analysis 
from myocardial biopsies of transplanted hearts, the gene expression profile of 
patients with PGD and to compare it with patients without PGD. Methods: Adult 
patients submitted to heart transplantation in our service were included in the 
study after signing the Informed Consent Term. The diagnosis of PGD observed 
the ISHLT (International Society for Heart and Lung Transplantation) criteria. 
Clinical and laboratory data from donors and recipients were evaluated. We 
included in the protocol 20 consecutive patients submitted to cardiac 
transplantation. The analysis of the gene expression profile was performed 
through biopsies at the time of donor heart implantation. Results: Eleven genes 
had their expression significantly different in patients with PGD, with MYL4 the 
less expressed gene and the B3GALT 5 the most expressed one. Conclusion: 
The gene expression in patients with PGD is different when compared to patients 
without PGD. MYL4 gene was much less expressed in these patients and 
B3GALT5 was overexpressed. Future studies regarding gene expression on 
PGD may clarify the pathophysiology and provide possible biomarkers of the 
disease.. 
  
Descriptors: Heart transplant; Primary graft dysfunction; Genic expression. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O transplante cardíaco permanece sendo o tratamento de escolha para a 

insuficiência cardíaca avançada, apesar de vários avanços no tratamento clínico 

e cirúrgico da insuficiência cardíaca1,2. Segundo dados da Sociedade 

Internacional de Transplante Cardíaco e Pulmonar (ISHLT – International Society 

for Heart and Lung Transplantation) na última década foram registrados no 

mundo uma média de 4000 transplantes cardíacos por ano em pacientes adultos, 

sendo perto de 5000 nos últimos anos. Porém, acredita-se que esse registro 

corresponda apenas a um pouco mais da metade do total de transplantes 

realizados, uma vez que nem todos os centros reportam seus dados3. O Brasil 

tem ocupado cada vez mais espaço neste campo, se colocando como referência 

mundial no transplante cardíaco em pacientes portadores da doença de 

Chagas1.  

A sobrevida após o transplante cardíaco evoluiu de forma exponencial 

desde o primeiro procedimento em 1967, indo desde 1 semana no primeiro 

transplante, até uma média atual de 10 anos, existindo relatos de pacientes com 

sobrevida acima de 30 anos4,5. Esse avanço pode ser atribuído a vários fatores, 

como manejo adequado dos doadores, técnicas de preservação do órgão, 

técnica cirúrgica apurada, drogas imunossupressoras e conhecimentos 

adquiridos ao longo das últimas décadas no manejo do diagnóstico e tratamento 

das rejeições6,7,8. Apesar dessa melhora importante da sobrevida, vários fatores 

ainda contribuem para a morbimortalidade dos pacientes submetidos ao 

transplante cardíaco. Neste contexto, a Disfunção Primária de Enxerto (DPE) se 
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coloca como a principal causa de mortalidade precoce após o transplante 

cardíaco.  

A DPE é atualmente definida como disfunção ventricular esquerda, direita 

ou biventricular, que ocorre nas primeiras 24 horas após o procedimento e que 

não está associada a causas discerníveis, como rejeição hiperaguda, 

hipertensão pulmonar ou complicações cirúrgicas9. A definição da DPE, 

juntamente com os critérios de classificação, foi estabelecida em 2013 durante 

uma conferência internacional da Sociedade Internacional de Transplante 

Cardíaco e Pulmonar (ISHLT), gerando um consenso sobre o tema9. Antes do 

desenvolvimento dessa classificação, dados de vários centros transplantadores 

mostravam uma incidência de DPE que variava entre 2,3% até 28,2%10,11. Essa 

grande variação da incidência entre os centros demonstrava a diferença dos 

parâmetros que eram adotados para o diagnóstico, desde parâmetros 

hemodinâmicos e ecocardiográficos, até em relação à necessidade de suporte 

inotrópico ou mecânico, muitas vezes não excluindo certos critérios, como a 

rejeição9. O consenso da ISHLT demonstra que o desenvolvimento da DPE é 

multifatorial, sendo afetado por características clínicas dos doadores e 

receptores e envolvendo todos os aspectos em torno do transplante, como 

eventos relacionados à captação e preservação do órgão12. Muitos estudos já 

foram realizados a fim de identificar os fatores de risco que levam ao 

desenvolvimento da DPE. Tendo em vista o curto espaço de tempo em que a 

DPE se desenvolve e os inúmeros fatores relacionados ao doador que podem 

ser potenciais causadores da disfunção, acredita-se que fatores fisiológicos dos 

doadores que afetam negativamente a função cardíaca, continuam a afetar após 

o transplante realizado. Assim, a fisiopatologia da DPE se inicia no doador, mas 
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se perpetua no órgão após o transplante9,10. Obviamente, dentre os fatores de 

risco associados, sabe-se que o processo de preservação do enxerto também 

tem papel fundamental no desenvolvimento da DPE. Existe uma grande 

variedade de soluções de preservação do enxerto, com mais de cem disponíveis. 

Obviamente, elas podem se diferir no grau de preservação dos cardiomiócitos. 

Em um estudo retrospectivo realizado por George TJ e colaboradores, 

demonstrou-se que em corações preservados com a solução Celsior, áreas de 

isquemia foram mais presentes nas biópsias quando comparados com corações 

preservados pela solução da Universidade de Wisconsin e a solução Custodiol13. 

Associado a isso, o tempo de isquemia total do órgão também se coloca como 

um fator de extrema importância no desenvolvimento da DPE10.  

Fatores relacionados ao receptor também são sabidamente contribuintes 

para o desenvolvimento da DPE. O cenário mais importante ocorre quando há 

ativação da resposta inflamatória sistêmica no receptor, resultando em 

circulação vasodilatada, a qual muitas vezes é refratária a terapia com suporte 

vasopressor. Essa resposta está mais presente nos pacientes em suporte 

circulatório mecânico, quando o tempo de circulação extracorpórea foi mais 

prolongado ou quando houve necessidade de transfusões de hemoderivados14.  

 A real patogênese da DPE ainda permanece indefinida, porém já foi 

demonstrado que a injúria de isquemia/reperfusão, com atordoamento do 

miocárdio, é o principal fator16. O coração do doador é submetido a variados tipos 

de insultos durante o processo do transplante, incluindo a morte encefálica, 

hipotermia, isquemia fria e quente e finalmente a reperfusão, exacerbando a 

injúria de isquemia/reperfusão, levando à diminuição da sobrevida do enxerto e 

DPE17. Os mecanismos fisiopatológicos da injúria de isquemia e de reperfusão 
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têm sidos amplamente estudados no contexto da insuficiência cardíaca. Sabe-

se que esse mecanismo está presente no desenvolvimento da falência 

miocárdica, independentemente da etiologia da doença18.  

Estudos genéticos têm sido desenvolvidos desde a finalização do projeto 

genoma humano para tentar identificar os fenótipos de um miocárdio doente, 

particularmente aqueles que sofreram lesões de isquemia e reperfusão19. Os 

estudos tentam atualmente entender as vias genéticas no desenvolvimento 

dessa lesão, com o intuito de identificar possíveis alvos que possam ser 

modificados ou manipulados através de medicações, com o objetivo de diminuir 

as consequências da lesão de isquemia e reperfusão19. Estudos de 

transcriptomas em animais, demonstraram claramente a importância de alguns 

genes que nitidamente estão alterados no miocárdio que sofreu esse tipo de 

lesão. Através da técnica de transcriptomas é possível definir o perfil de 

expressão gênica tecidual do paciente em determinada situação clínica20. Dessa 

forma, novos biomarcadores genômicos para o diagnóstico e prognóstico da 

DPE podem ser descobertos, o que impactaria no manejo clínico desses 

doentes. Tendo isso em vista, para entender melhor o desenvolvimento da DPE, 

uma análise profunda dos mecanismos da lesão miocárdica deve ser realizada, 

avaliando, dentre tantas variáveis, o perfil genético desse miocárdio. 



 

2 REVISÃO DE LITERATURA 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Aspectos históricos do Transplante Cardíaco 

 

A evolução do transplante cardíaco não se iniciou ou terminou com o 

primeiro realizado por Christiaan Barnard em 196721. Olhando para o passado, 

por milhões de anos antes, a mitologia grega já tinha várias descrições de 

quimeras, incluindo animais com cabeças de leões e corpos de cabra. Essas 

criaturas, não exatamente receptores de transplantes, mas possuindo órgãos de 

mais de uma espécie, sem dúvidas instigou a imaginação dos cientistas daquela 

época22. A possibilidade do transplante de órgãos de forma geral, historicamente 

frequentou a mente dos estudiosos desde suas primeiras gerações. Marcada por 

desafios, a evolução do transplante cardíaco é uma das principais vitórias da 

medicina contemporânea. O que mais fascina no transplante de coração é 

entender que a sua realização foi fruto da intensa colaboração entre a ciência 

experimental básica, a técnica cirúrgica e a coragem de cirurgiões visionários, 

que não mediram esforços para serem pioneiros.  

Há quase 57 anos, em 3 de dezembro de 1967, o mundo amanheceu 

fascinado com a reportagem do primeiro transplante cardíaco entre humanos. 

Realizado na África do Sul, em Cape Town, pelo cirurgião Christiaan Barnard, o 

primeiro receptor, Louis Washkansky (Figura 1), sofrida de miocardiopatia 

isquêmica e estava internado por insuficiência cardíaca terminal no hospital 

Groote Schuur. O coração transplantado veio de uma doadora, Denise Darvall 
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(Figura 2), que sofreu traumatismo craniano grave por um acidente de trânsito. 

A captação do enxerto ocorreu apenas após a parada cardiorrespiratória da 

doadora após a suspensão da ventilação mecânica. A técnica utilizada foi a 

mesma idealizada por Schumway e Lower em Stanford (Figura 3), onde vários 

cirurgiões de todo o mundo já haviam visitado e aprendido, incluindo o grupo do 

Barnard21,23.. 

 

 
FONTE: Stolf.28 

Figura 1 - Dr. Christiaan Barnard e Louis Washkansky, o primeiro receptor de coração 
do mundo 
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FONTE: Stolf.28 

Figura 2 - Denise Darvall, a primeira 
doadora de coração do 
mundo 

FONTE: Stolf.28 

Figura 3 - Em pé: Dr. Norman Schumay 
e Dr. Richard Lower. Abaixo, o 
veterinário Dr. Stofer com um 
animal transplantado 

 

A prevenção da rejeição desse primeiro transplante do mundo foi 

realizada através de um coquetel de radiação local, azatioprina, prednisona e 

actinomicina C. Apesar de todos os esforços, incluindo a prevenção de infecções 

criando ambientes ‘estéreis”, Louis Washkansky faleceu no décimo oitavo dia de 

transplante por uma infecção pulmonar por pseudomonas23. A coragem do 

Barnard ao realizar “The Operation”, como ele mesmo intitulou a publicação 

médica da cirurgia21, não respondia na época os principais questionamentos 

ainda desconhecidos no campo do transplante, principalmente éticos. Barnard 
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foi ovacionado, porém também muito criticado pela comunidade médica. Apesar 

das críticas, o grupo de Cape Town realizou um segundo transplante em menos 

de um mês após o primeiro, no dia 02 de janeiro de 1968. Esse paciente, Philip 

Blaiberg, viveu por 593 dias, o que trouxe grande publicidade ao caso24,25.  

O segundo transplante cardíaco realizado no mundo foi apenas três dias 

após o de Barnard. Dr. Kantrowitz do centro médico Maimonides em Brooklyn, 

Nova Yorque, utilizou um enxerto de um doador anencéfalo e transplantou um 

recém-nascido de apenas 17 dias portador de anomalia de Ebstein. O receptor 

viveu apenas seis horas e trinta minutos26. Dava-se início a primeira era do 

transplante de coração. Em 6 de janeiro de 1968, Norman Shumway fez o seu 

primeiro transplante em um paciente de 43 anos, que viveu apenas 15 dias. 

Apesar de não ter sido o pioneiro de data, Shumway trouxe inúmeras 

contribuições no campo do transplante cardíaco pelos próximos 20 anos de 

estudo na área27. Mais de cem transplantes foram realizados no ano de 1968, 

em mais de 17 países, incluindo o Brasil.  

O grupo liderado pelo professor Zerbini em São Paulo fez o primeiro 

transplante em 26 de maio de 1968 no Hospital de Clínicas da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo28. O receptor, portador de 

miocardiopatia dilatada grave, recebeu o coração de um doador vítima de 

traumatismo craniano. A captação do enxerto ocorreu em sala operatória ao lado 

da sala cirúrgica do receptor (Figura 4).  Após a suspensão da ventilação, o 

coração parou e a perfusão do órgão foi imediatamente iniciada. O transplante 

transcorreu sem problemas, porém o receptor faleceu no vigésimo oitavo dia de 

pós-operatório por rejeição (Figura 5).  
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Figura 4 - Fotografia do preparo do primeiro coração transplantado no Brasil 

 

 

Figura 5 - Aspecto final do primeiro transplante cardíaco do Brasil 

 

O entusiasmo médico inicial logo se esvaiu, pois as equipes e centros 

transplantadores entenderam que vários problemas ainda permaneciam não 

resolvidos29. Assim, em 1969, 50 transplantes de coração haviam sido realizados 
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no mundo, em 1970 menos de 20 e em 1971 apenas 10. Na década de 70 

apenas 4 centros estavam ativos em relação ao transplante cardíaco, porém os 

avanços vieram principalmente de um grupo, o de Stanford. A introdução da 

biopsia endomiocárdica para o controle de rejeição e o uso da ciclosporina em 

1980, ambos iniciados em Stanford, abriram a era moderna do transplante 

cardíaco30,31.     

 

2.2 O Transplante Cardíaco na atualidade  

 

O transplante cardíaco é o tratamento definitivo padrão ouro para os 

pacientes portadores de Insuficiência Cardíaca grave refratária aos tratamentos 

atuais. Nessa situação, os pacientes possuem grande limitação clínica e alta taxa 

de mortalidade1. O aumento expressivo do número de transplantes no mundo se 

deu a partir da década de 90, porém esse número se mantém praticamente 

constante nas últimas décadas devido a limitação dos doadores, permanecendo 

entre 4000 e 5000 transplantes por ano32. No nosso país, a baixa taxa de 

aproveitamento dos doadores, em média 10%, faz com que exista uma 

perspectiva de aumento do número anual de transplantes, porém a realidade dos 

últimos anos demonstra que o número médio se mantém ao redor de 320 

transplantes por ano1.  

Em relação as indicações ao transplante, os pacientes em fase avançada 

da Insuficiência Cardíaca (estágio D), que se mantém em classe funcional 3 ou 

4, com internações recorrentes e com terapia medicamentosa e cirúrgica, 

quando necessária, otimizadas, devem ser considerados ao transplante33. Além 

dos dados clínicos, testes objetivos devem ser realizados, com ênfase no teste 
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cardiopulmonar. Esse último possui dois parâmetros importantes, pois tem forte 

correlação com o prognóstico da IC, sendo o consumo de oxigênio (VO2) e o 

equivalente ventilatório de gás carbônico (VE/VCO2)1. Quando os pacientes 

apresentam comorbidades que limitam a sobrevida ou parâmetros de exames 

que impeçam o tratamento cirúrgico, o transplante poderá ser contraindicado. 

Dentre os principais fatores de contraindicação, a hipertensão pulmonar fixa 

(especialmente com resistência vascular pulmonar acima de 5 unidades wood), 

o Diabetes com lesão de órgãos alvo e o painel imunológico proibitivo são os 

principais1.  

Uma vez candidato ao transplante, os receptores deverão ser avaliados 

de forma multiprofissional, incluindo análises psicológica, nutricional e social. 

Além disso, a utilização de ferramentas de avaliação prognóstica deve ser 

constantemente empregada. Isso contempla escores de fragilidade, marcadores 

clínicos e de estimativa de sobrevida34. Essa avaliação torna-se primordial uma 

vez que a oferta de órgãos é limitada, portanto a escolha dos receptores deve 

ser criteriosa, visando a melhor sobrevida possível. Sabendo que a oferta de 

órgãos é pequena, a alocação dos pacientes em fila de transplante precisa seguir 

critérios bem estabelecidos35. Os pacientes internados com necessidade de 

inotrópicos ou algum tipo de assistência circulatória mecânica são prioridades 

nas ofertas de órgãos35. Por isso, em um país como o Brasil em que a taxa de 

utilização dos doadores é baixa e o número de transplantes não apresentou 

crescimento na última década, a maioria dos pacientes transplantados, 

independente do centro transplantador e estado, são de pacientes internados, 

portanto priorizados1. Uma forma de classificação e avaliação de prognóstico 

desse grupo de pacientes pode se dar pelo uso da ferramenta da Interagency 
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Registry for Mechanically Assisted Circulatory Support (INTERMACS)36. Embora 

não tenha sido construída para esse fim, é sabido que pacientes em estado 

crítico (INTERMACS 1, por exemplo) possuem prognostico desfavorável ao 

transplante (Quadro 1). Dessa forma, lidando com pacientes priorizados, 

portanto a partir da classificação 3 de INTERMACS, os pacientes com melhor 

prognóstico são os priorizados apenas por uso de inotrópicos, sem uso de 

assistência circulatória mecânica1. Apesar dessa constatação, habitualmente 

mais da metade dos pacientes transplantados em grandes centros brasileiros 

estão em uso de algum tipo de assistência circulatória mecânica de curta 

permanência, principalmente o balão intra aórtico (BIA)37.   

Classificação Interagency Registry for Mechanically Assisted Circulatory 
Support (INTERMACS) 

Avaliação de 
fragilidade Critérios  

INTERMACS 1 Grave choque 
cardiogênico 

Choque cardiogênico persistente, apesar de 
progressivo aumento do suporte inotrópico 

INTERMACS 2 
Piora progressiva, 

apesar de 
inotrópicos 

Disfunções orgânicas paulatinamente 
progressivas, a despeito do aumento de 
inotrópicos 

INTERMACS 3 
Estável, porém à 

custa de inotrópicos 
Paciente estável hemodinamicamente, 
porém em uso contínuo de terapia inotrópica 

INTERMACS 4 

Terapia oral 
domiciliar, porém 

sintomas em 
repouso 

Sintomas diários aos esforços da rotina 
diária ou mesmo no repouso 

INTERMACS 5 
Intolerante ao 

exercício 

Paciente confortável no repouso ou nos 
esforços mínimos da rotina diária, porém 
incapaz para esforços um pouco maiores 

INTERMACS 6 
Limitação ao 

exercício 

Consegue fazer atividades um pouco mais 
intensas que as da vida diária, porém tem 
sintomas nos primeiros minutos de esforço 

INTERMACS 7 NYHA III avançado 
Sem sintomas no repouso ou nas atividades 
básicas diárias, vindo a ter dispneia aos 
pequenos esforços extra-habituais 

Quadro 1 -  Classificação de INTERMACS adaptada para avaliação de fragilidade 
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2.3 Complicações pós transplante cardíaco  

 

As complicações relacionadas ao transplante cardíaco podem ser 

divididas entre precoces e tardias. A principal complicação precoce e que 

corresponde a aproximadamente 70% dos óbitos no primeiro mês após o 

transplante é a Disfunção Primária do Enxerto38. Esse tópico será abordado 

separadamente a seguir. Ainda entre as precoces, as complicações infecciosas 

estão também entre as principais causas de mortalidade nos primeiros três anos 

após o transplante. Dentre as principais etiologias, infecções por germes 

oportunistas devido ao regime de imunossupressão instituído são as mais 

prevalentes39. Durante o primeiro mês após o transplante, infecções 

hospitalares, normalmente bacterianas, prevalecem. Há também infecções 

relacionadas ao sítio cirúrgico, como a mediastinite, que apesar de não muito 

frequente, possui mortalidade alta39. Após o segundo mês de transplante, 

infecções oportunistas por citomegalovírus (CMV), toxoplasmose, reativação da 

doença de Chagas, aspergilose e pneumonia por Pneumocystis jirovecii são as 

que mais são diagnosticadas. Após o sexto mês, com a imunossupressão já 

ajustada, o número de infecção cai praticamente ao nível de pacientes 

imunocompetentes, porém quando aparecem, possuem gravidade maior1,40.  

A rejeição também está presente nas complicações precoces, apesar da 

incidência ter caído bastante nos últimos anos, fato esse observado pelos 

registros da ISHLT40. Atualmente, os casos de rejeição são responsáveis por 

apenas 10% dos óbitos pós transplante, incluindo os casos tardios. 

Classicamente existem três tipos de rejeição: hiperaguda, celular e humoral. A 

hiperaguda, que é extremamente grave, atualmente possui uma incidência baixa 
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e está relacionada a anticorpos pré-formados do receptor que podem agir no 

enxerto, como aqueles relacionados ao grupo ABO, HLA ou endotélio. A rejeição 

aguda celular é a mais frequente e caracterizada pela presença de células 

inflamatórias no miocárdio, sendo classificadas em quatro subtipos, desde 0R 

até 3R41.  

A disfunção do ventrículo direito secundária a hipertensão pulmonar é 

também uma complicação precoce de difícil manejo. Receptores com pressão 

sistólica de artéria pulmonar acima de 60mmhg e com resistência vascular 

pulmonar acima de 4 unidades wood estão sob maior risco42. O preparo pré-

operatório desses pacientes é fundamental, principalmente com a otimização da 

pré carga visando a normovolemia, além da utilização de vasodilatadores para 

diminuir a pressão pulmonar. No pós transplante, a utilização de inotrópicos 

como dobutamina e milrinone, além de evitar a hipóxia e altas pressões na 

ventilação pulmonar são os pilares do tratamento. Caso não tenha reposta 

satisfatória, o uso de assistência circulatória mecânica torna-se fundamental43.  

Dentre as complicações tardias, destaca-se a doença vascular do enxerto, 

sendo a principal causa de mortalidade tardia e maior limitante da sobrevida a 

longo prazo. Essa doença se dá principalmente devido ao estado pró inflamatório 

crônico do endotélio, causando hiperplasia da camada íntima e obstrução arterial 

coronária44. Evoluiu com manifestações semelhantes a doença coronariana, 

como arritmias, infarto, insuficiência cardíaca e morte súbita. Não há tratamento 

específico e o retransplante a principal forma efetiva. Em relação a prevenção, 

procura-se manter o tratamento imunossupressor otimizado e adequado, ter 

rigoroso controle dos riscos cardiológicos clássicos, como hipertensão, diabetes, 

obesidade, tabagismo e sedentarismo40. Além da doença vascular do enxerto, 
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as neoplasias estão entre as complicações tardias frequentes no pós 

transplante. O risco aumentado de desenvolvimento de neoplasias está 

relacionado ao regime de imunossupressão, o que aumenta a incidência de 

neoplasias associadas a infecções virais, como os linfomas Hodgkin e não 

Hodgkin, o sarcoma de Kaposi, tumores genitais e hepáticos40.  

 

2.4 Disfunção Primária do Enxerto – DPE 

 

Conforme dito no tópico anterior, a DPE é a principal causa de mortalidade 

nos primeiros 30 dias após o transplante cardíaco. A sua real incidência se 

tornou mais conhecida após 2014, quando a ISHLT publicou um consenso sobre 

o tema9. Até essa data, os dados publicados pelos centros transplantadores 

eram muito divergentes, variando desde 1% até 30% dos pacientes 

transplantados. Essa variabilidade era um reflexo da ausência de critérios bem 

estabelecidos para o diagnóstico correto dessa condição. Esse consenso de 

2014 foi fundamental, pois além de ter implementado o diagnóstico trazendo luz 

para a real prevalência da doença, trouxe importantes conhecimentos do 

impacto dessa condição na morbidade e mortalidade dos pacientes 

transplantados9.   

 

2.4.1 Definição e classificação da DPE 

 

A DPE é uma condição caracterizada por diminuição da função 

miocárdica nas primeiras 24 horas após o transplante, o que clinicamente reflete 

em hipotensão e baixo débito cardíaco, necessitando de doses crescentes de 
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inotrópicos e vasopressores além de assistência circulatória mecânica. Deve-se 

afastar as causas secundárias de disfunção cardíaca, como hipertensão 

pulmonar, rejeição hiperaguda ou causas cirúrgicas relacionadas as 

anastomoses ou sangramentos. A DPE, através dos critérios da ISHLT, é 

dividida em dois grandes grupos: DPE isolada do ventrículo esquerdo (VE) ou 

biventricular e a DPE isolada do ventrículo direito (VD). A DPE do VE é subdivida 

em leve o que inclui fração de ejeção do VE menor ou igual a 40% ou dados 

hemodinâmicos demonstrando altas pressões de enchimento, com pressão 

venosa central (PVC) maior que 15 mmHg, pressão de oclusão pulmonar 

(PCWP) acima de 20 mmHg e índice cardíaco (CI) abaixo de 2 L/m/m2. A 

disfunção moderada do VE é caracterizada quando somado ao quadro acima há 

a necessidade de um alto score inotrópico por pressão arterial média (PAM) 

menor que 70 mmHg ou a necessidade de implantar um novo balão intra aórtico 

(BIA). Quando se faz necessário o implante de assistência circulatória, seja 

oxigenação por membrana extracorpórea (ECMO), dispositivos de assistência 

circulatória esquerda de longa permanência (LVAD) ou de assistência 

biventricular (biVAD), a classificação da DPE é grave. A DPE isolada do VD 

ocorre quando há PVC maior que 15 mmHg, CI menor que 1 L/min/m2, gradiente 

transpulmonar (TPG) menor que 15mmHg ou pressão sistólica da artéria 

pulmonar menor que 50 mmHg. Não existe subclassificação para a DPE isolada 

de VD9.  
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2.4.2 Incidência da DPE 

 

Após a publicação dos critérios diagnósticos e classificação da DPE, 

vários centros publicaram seus dados de acordo com a ISHLT. Autores como 

Foroutan e Sabatino demonstram uma incidência média de 15% de DPE, sendo 

a grande maioria biventricular, com mortalidade dos casos de DPE grave acima 

de 50%45,46. Em estudo realizado no Instituto do Coração da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo, Steffen et al. demonstraram que a 

incidência de DPE moderada e grave em um período de 2 anos foi de 18,7%47.  

Vários estudos confirmam que o impacto da DPE leve é pequeno, com incidência 

de mortalidade de 0,5%48. Em contrapartida, a DPE grave tem prognóstico ruim 

e a sua incidência aumentou nos últimos anos por motivos variados, como uma 

maior utilização de doadores limítrofes, aumento do número de transplantes de 

pacientes em uso de dispositivos de curta duração e aumento dos casos de 

doadores de morte circulatória (DCD)49. Além disso, uma vez que a necessidade 

de ECMO está nos critérios diagnósticos para DPE grave e a sua utilização tem 

sido mais liberal nos últimos anos, isso também pode ter contribuído para o 

aumento da incidência50.  

 

2.4.3 Fisiopatologia da DPE 

 

Na fase pré-operatória ao transplante o coração do doador passa por 

várias agressões resultantes da morte encefálica, isquemia fria, isquemia quente 

durante o implante e reperfusão. Além disso, fatores sistêmicos relacionados ao 

receptor também podem impactar no coração transplantado51.  
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A morte encefálica esta normalmente associada a hemorragia 

intracerebral, hipóxia ou hipertensão intracraniana. Esses eventos levam a 

herniação do tronco cerebral com isquemia e edema52. Há liberação imediata de 

norepinefrina pela medula da adrenal, levando ao estímulo de barorreceptores, 

com consequente hipertensão, bradicardia e padrão respiratório irregular (tríade 

de Cushing)52. Além disso, o aumento da norepinefrina circulante induz ao 

acúmulo de cálcio intracelular, com disfunção mitocondrial. A perda do tônus 

simpático da medula espinhal resulta em profunda vasodilatação, com redução 

da pré carga, pós carga e perfusão miocárdica53,54. As alterações hormonais 

subsequentes com queda dos hormônios tireoidianos, cortisol e insulina, 

também levam a uma diminuição da contratilidade miocárdica53,54.  

A isquemia fria a qual o coração é submetido durante a captação é 

também parte da fisiopatologia da DPE. A proteção fria, com infusão de solução 

cardioplégica gelada a 4 graus celsos na raiz aórtica ainda continua sendo a 

principal forma de captação e proteção miocárdica55. Após a retirada, o coração 

é acondicionado em recipiente envolto por gelo para a manutenção da 

hipotermia. Essa, diminui a taxa metabólica miocárdica, porém ainda resulta em 

dano isquêmico devido ao metabolismo lento que ainda continua. A acidose 

celular inevitavelmente ocorre, o que ativa a bomba de sódio e hidrogênio, 

facilitando a retirada dos íons H+ das células. O acúmulo do sódio no intracelular 

interfere na bomba de cálcio, o que causa dano celular miocárdico56.  

A isquemia quente, ou o tempo de implante do órgão, se dá quando o 

implante se inicia, aquecendo gradualmente o enxerto, o que faz com que a sua 

taxa de metabolismo aumente. Esse aumento leva ao acúmulo de radicais livres, 

o que causa injúria celular56. Estudos demonstram que o tempo de isquemia 
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quente é um fator independente de mortalidade em 30 dias57. Após a liberação 

do fluxo sanguíneo pela aorta, inicia-se a reperfusão do enxerto. Imediatamente 

há acúmulo de cálcio e liberação de radicais livres, aumentando a formação de 

poros de permeabilidade nas mitocôndrias, induzindo mecanismos de morte 

celular. Estudos voltados ao entendimento desses poros de permeabilidade 

mitocondriais demonstram que ao impedir o seu aparecimento, a injúria celular 

de reperfusão diminui57. Possivelmente estudos voltados ao tema poderão trazer 

luz a esse mecanismo de lesão celular miocárdica. Apesar dos esforços em 

entender os reais caminhos celulares do desenvolvimento da DPE, a literatura 

atual ainda considera a DPE uma “caixa preta”, a qual o entendimento de sua 

patogenia é incerto58.  A Figura 6 resume os principais mecanismos envolvidos 

na DPE. 

 

 
FONTE: adaptada de Toldo et al.59 

Figura 6 - Principais mecanismos envolvidos na DPE  
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2.4.4 Fatores de risco para DPE 

 

Vários fatores de risco já foram associados ao desenvolvimento da DPE, 

tendo vários estudos consistentes e concordantes quanto aos principais fatores. 

Eles podem ser divididos em fatores relacionados ao doador, ao procedimento e 

ao receptor9. A necessidade crescente de transplantes cardíacos nos últimos 

anos fez com que o amplo aceite de doadores fosse necessário, incluindo 

critérios de seleção mais expandidos, contemplando doadores mais velhos e 

com múltiplas comorbidades60. Segundo relato recente da ISHLT, doadores mais 

velhos possuem maior incidência de DPE. Em estudo de registro da United 

Registry for Organ Sharing (UNOS), foi demonstrado que doadores abaixo de 20 

anos podem tolerar longos períodos de isquemia, acima de 6 horas, ao passo 

que doadores acima de 33 anos evoluem com mais DPE quando a isquemia 

ultrapassa 3,5 horas60. Esse déficit de doadores em todo o mundo faz com que 

os receptores vivam longos períodos de espera do órgão, muitas vezes 

internados. Nesse contexto, a utilização de dispositivos de assistência 

circulatória mecânica tornou-se frequente como ponte para o transplante. 

Estudos demonstram que o uso de qualquer tipo de dispositivo, seja de curta 

duração como ECMO ou BIA ou de longa permanência como LVAD, aumentam 

significativamente a incidência de DPE61. Truby et al., em estudo recente, 

demonstrou que que 80% dos pacientes com DPE estavam em uso de LVAD no 

pré-operatório62. Além disso, o uso de medicações antiarrítmicas nos receptores, 

principalmente a amiodarona, também está associada ao desenvolvimento de 

DPE. Em estudo também recente, foi demonstrado que a dose da amiodarona 
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estava diretamente proporcional associada ao grau de DPE e a redução pré-

operatória impactou positivamente63.  

Ferramentas para a predição de risco de DPE têm sido estudadas, mas o 

único escore de risco validado é o RADIAL. Nesse sistema, 6 variáveis foram 

utilizadas, sendo 4 relacionadas ao receptor: pressão atrial direita > 10 mmHg, 

idade > 60 anos, diabetes e dependência de suporte inotrópico e 2 relacionadas 

ao doador: idade> 30 anos e tempo de isquemia> 240 minutos. Cada fator 

contabiliza 1 ponto. Na validação do escore, 3 grupos foram definidos: baixo risco 

(0-1 pontos), médio risco (2 pontos) e alto risco (> 3 pontos) de desenvolver DPE. 

A incidência em cada grupo foi de 12%, 19% e 28%, respectivamente64. No 

consorcio internacional de DPE publicado em 2023, no qual foram incluídos mais 

de 2500 pacientes transplantados em 10 centros diferentes, foi validado em uma 

população mais atual o escore RADIAL. Nesse estudo, a incidência de DPE 

grave foi de 7,8% e o escore não foi uma boa ferramenta nessa população. 

Dessa forma, novos escores necessitam de validação para melhor predizer o 

desenvolvimento da DPE65.  

 

2.4.5 Manejo e tratamento da DPE 

 

O manejo da DPE é desafiador, uma vez que não existe tratamento 

específico, mas sim suporte medicamentoso com drogas inotrópicas e 

vasodilatores pulmonares e suporte circulatório com uso de BIA ou ECMO66. A 

ECMO se tornou o padrão ouro para o suporte mecânico em casos de DPE grave 

pelo seu fácil implante e manejo bem conhecido nas unidades de terapia 

intensiva. A técnica de implante e estratégia de canulação são variadas, podendo 
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ser de implante central ou periférico. Alguns estudos já demonstraram melhores 

resultados com o implante periférico, uma vez que o tórax pode ser fechado e o 

paciente extubado66. Em 2019, um estudo conduzido por DeRoo et al., 

demonstrou que o implante precoce da ECMO ainda na sala operatória teve 

melhor evolução quando comparado com o implante mais tardio, já na unidade 

de terapia intensiva67. O implante precoce contribui para a manutenção da 

perfusão sistêmica, menor uso de drogas vasoativas e menores complicações 

relacionadas a ECMO. Isso, por sua vez, contribui para uma recuperação mais 

rápida do enxerto com DPE67. Apesar do uso rotineiro da ECMO como forma de 

recuperação dos enxertos com DPE ter melhorado os resultados atuais, a 

evolução dos pacientes com DPE grave ainda é catastrófica, com impactos na 

mortalidade mesmo após 3 anos de seguimento66. 

 

2.5 A expressão gênica e a Justificativa do estudo 

 

Idealmente, lidar com pacientes transplantados que não desenvolvem 

DPE é o objetivo de qualquer centro transplantador. Para isso, ações visando 

entender melhor os mecanismos da doença, formular escores de risco para 

prever ou até mesmo identificar possíveis biomarcadores, tornam-se 

necessárias no atual contexto do transplante cardíaco mundial. Sendo assim, a 

aplicação de conhecimentos de genética, especialmente da expressão gênica, 

pode ajudar no esclarecimento da fisiopatologia da doença e na identificação de 

possíveis marcadores genéticos.  

A medicina de precisão avançou sobremaneira nos últimos anos, 

principalmente com a identificação de genes que são os responsáveis pelo 
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desenvolvimento ou não de certas condições clínicas. Esses podem ajudar em 

diagnósticos mais precisos e guiar prognósticos68. Biomarcadores são 

identificadores que podem caracterizar e monitorar alterações de eventos 

biológicos69. São considerados biomarcadores os genes, transcritos, proteínas e 

metabólitos, todos com uma característica em comum, a qual é prover 

conhecimentos sobre o diagnóstico, prognóstico ou terapia daquela doença em 

questão. De acordo com o “Working Group’s Specifications” de 2001, 

biomarcadores são objetos mensuráveis que indicam algum processo biológico 

ou patológico existente e que podem ter reações farmacológicas a intervenções 

terapêuticas. Eles possuem uma variedade de funções e podem ter grande 

impacto nos cuidados aos pacientes69.  

A bioinformática tem desempenhado papel fundamental nesse processo 

de identificação de genes e outros marcadores, principalmente no estudo dos 

transcriptomas. Ao realizar o sequenciamento do RNA (RNA-seq), milhares de 

dados são descobertos, incluindo os diferentes graus de expressão gênica em 

múltiplas condições clínicas diferentes70. Isso levou a necessidade de diferenciar 

os genes expressos (DEG) através de várias amostras em contextos biológicos 

diversos. Além disso, o uso da “machine learning” possui extrema importância 

no que diz respeito a identificação de padrões genéticos do RNA-seq que podem 

não ser evidentes utilizando métodos tradicionais. O uso desses complexos 

algoritmos torna possível o entendimento de padrões genéticos chave que 

podem ser fundamentais no diagnóstico e tratamento de várias doenças70.  

A diferenciação da expressão gênica (DEG) é uma técnica usada em 

biologia molecular para comparar os níveis de expressão gênica de amostras 

entre dois ou mais grupos diferentes. Essa ferramenta pode ajudar na 
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identificação dos genes envolvidos em determinado processo biológico, 

provendo informações sobre a regulação desses genes expressos no 

mecanismo biológico em questão71.  

Estudos de expressão gênica tecidual no contexto do transplante cardíaco 

são raros na literatura recente. Alguns autores estudaram genes relacionados 

aos receptores e ao desenvolvimento de rejeição, porém, ao nosso 

conhecimento, não existem até o momento estudos que analisaram a expressão 

gênica do coração transplantado que desenvolveu DPE72. Dessa forma, 

entendendo a importância do tema e a necessidade de melhor conhecimento da 

fisiopatologia e possíveis biomarcadores da doença, justifica-se analisar a 

expressão gênica nos corações transplantados. 



 

3 OBJETIVOS 
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3 OBJETIVOS 

 

 

- Avaliar, comparativamente, a partir de análises proteômicas de amostras 

de tecido miocárdico de corações transplantados, o perfil da expressão 

gênica tecidual nos enxertos que desenvolveram DPE e comparar com 

os que não desenvolveram DPE; 

- Identificar, nos enxertos que desenvolveram DPE, o grau de expressão 

dos principais genes envolvidos. 



 

4 CASUÍSTICA E MÉTODOS 
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4 CASUÍSTICA E MÉTODOS 

 

 

4.1 Critérios de Seleção  

 

Durante o período de junho de 2019 até dezembro de 2020 todos os 

pacientes adultos (acima de 18 anos) submetidos ao transplante cardíaco foram 

convidados a participar do estudo. A pesquisa foi aprovada pelo comitê de ética 

institucional (CAAE: 86764218.1.0000.0068) e todos os pacientes que 

concordaram, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). 

O critério de inclusão foi pacientes com mais de 18 anos de idade submetidos 

ao transplante cardíaco no Instituto do Coração (InCor-HC.FMUSP) e os critérios 

de exclusão foram os seguintes: 

- Pacientes que se recusaram a participarem do estudo; 

- Pacientes que tiverem disfunção miocárdica secundária à rejeição 

hiperaguda; 

- Paciente em que o Cross-match virtual foi positivo, independentemente 

do valor. 

 

4.2 Captação do enxerto e proteção miocárdica 

 

A técnica de captação do enxerto seguiu a mesma metodologia em todos 

os casos. O clampeamento aórtico foi realizado apenas após esvaziar todo o 

coração com abertura ampla da veia cava inferior e uma das veias pulmonares. A 
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infusão da cardioplegia na raiz da aorta ocorreu a seguir, sendo realizado 2 litros 

da solução CustodiolÒ no tempo de 7 a 10 minutos. A temperatura da solução 

sempre foi verificada com uso de termômetro digital, confirmando idealmente 4 

graus. Realizada a cardiectomia habitual e já com o enxerto acondicionado para 

o transporte, foi infundido mais 1 litro da mesma solução na raiz aórtica e o enxerto 

foi transportado ao InCor envolto pela solução CustodiolÒ. 

 

4.3 Coleta das biópsias 

 

A realização das biópsias endomiocárdicas ocorreu imediatamente antes 

do início do implante do coração, já no centro transplantador. Dois fragmentos 

do ventrículo esquerdo por paciente foram facilmente coletados, tendo em vista 

a ampla exposição das cavidades do coração (Figura 7). Os fragmentos foram 

acondicionados em solução de RNA-later e encaminhados ao laboratório de 

genética do InCor para congelação à -80 graus.  

 
Figura 7 - Coleta de biópsia do ventrículo esquerdo, imediatamente antes do implante 

do coração (acervo pessoal) 
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4.4 Definição da Disfunção Primária de Enxerto 

 

A classificação da disfunção primária de enxerto foi realizada utilizando 

os critérios estabelecidos pela ISHLT em consenso realizado em 2013 e 

publicado pela revista da própria sociedade em 20149. Os critérios estão 

expostos no Quadro 2. Foram considerados para a classificação os dados 

relativos às primeiras 24 horas após o transplante. Conforme a metodologia 

proposta, seriam excluídos da classificação de disfunção primária os pacientes 

que tiveram deterioração dos parâmetros hemodinâmicos devido à rejeição 

hiperaguda e/ou tamponamento cardíaco, porém não tivemos casos assim 

nessa amostra específica. Todos os pacientes analisados possuíam painel de 

reatividade de antígenos zero e Cross-Match negativos. Para fins de 

comparação da expressão gênica, consideramos a presença ou não da 

Disfunção Primária de Enxerto, não considerando as diferentes 

subclassificações.  
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DPE - VE 

Leve: Um dos 
seguintes critérios 

1- Ecodopplercardiograma: FEVE < 40% OU    

2- Hemodinâmica: PVC > 15 mmHg; PCP > 20 
mmHg; IC < 2 l/min/m2 (por mais de uma hora) 
requerendo doses baixas de inotrópicos 

Moderada: Um dos 
critérios de I E outro 
critério de II 

I. Um dos critérios a seguir: 

   1- Ecodopplercardiograma: FEVE < 40% OU 

   2- Hemodinâmica: PVC > 15 mmHg; PCP > 20 

mmHg; IC < 2 l/min/m2; hipotensão com PAM < 70 

mmHg (por mais de uma hora);  

II- Um dos critérios a seguir: 

   1- Alta dose de inotrópico - escore inotrópico > 10 

ou 

   2- BIA recentemente implantado 

(independentemente do uso de inotrópicos) 

Grave 
Dependência de suporte circulatório mecânico 

(ECMO, DAV esquerdo ou biventricular), excluindo 

BIA 

DPE - VD 
Requer I + II ou III 
isolado 

I- Hemodinâmica: PVC > 15 mmHg; PCP > 20 

mmHg; IC < 2 l/min/m2; 

II- GTP < 15 mmHg e/ou PSAP < 50 mmHg OR 

III- Necessidade de dispositivo de assistência 

ventricular direita. 

DPE-VE: Disfunção Primária de Enxerto Esquerda; FEVE: fração de ejeção do ventrículo 
esquerdo; PVC: Pressão Venosa Central; PCP: Pressão Capilar Pulmonar; IC: Índice Cardíaco; 
PAM: Pressão Arterial Média; ECMO: extracorporeal membrane oxygenation; DPE-VD: 
Disfunção Primária de Enxerto Direita; GTP: Gradiente Transpulmonart; PSAP: Pressão sistólica 
da artéria pulmonar. 

Quadro 2 - Classificação da Disfunção Primária de Enxerto (DPE) 
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4.5 Descrição da amostra estudada 

 

Foram incluídas ao final do protocolo 40 biópsias coletadas de 20 

transplantes realizados, totalizando a amostra do estudo. Para a caracterização 

da amostra, foram identificados os dados clínicos e laboratoriais de todos os 

receptores assim como os dados clínicos e laboratoriais relacionados aos 

doadores e ao procedimento cirúrgico, conforme descrito a seguir. 

 

4.5.1 Descrição dos dados dos receptores  

 

Foram identificadas nos receptores as seguintes características pré-

operatórias: idade, etnia, gênero, peso, altura, tipo sanguíneo, presença de 

diabetes mellitus, creatinina, dados hemodinâmicos (pressão sistólica da artéria 

pulmonar -PSAP e resistência vascular pulmonar - RVP) e o tipo de priorização 

na lista de transplante, podendo ser uso de inotrópico, balão intra-aórtico ou 

dispositivo de assistência ventricular mecânica. Todos os receptores incluídos 

nessa amostra estavam priorizados, portanto já internados previamente ao 

transplante. 

Os dados demográficos dos receptores estão demonstrados na Tabela 1. 

A mediana da idade dos pacientes foi de 49 anos, 55% eram do sexo masculino 

e de etnia branca em 85%. Em relação ao tipo de priorização, 55% dos pacientes 

estavam priorizados por uso de Balão intra-aórtico, 40% em uso de inotrópico e 

5% priorizados por câmara técnica. Sobre a etiologia da insuficiência cardíaca, 

na nossa amostra do estudo a maior parte dos pacientes eram portadores de 
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doença de Chagas, seguido de miocardiopatia dilatada idiopática. As diferentes 

etiologias estão demonstradas no Gráfico 1.  

 

Tabela 1 - Dados demográficos dos receptores transplantados 

Receptor 
n 

mediana 
%  

IQR 
Idade mediana (IQR) 49 37 - 55 

IMC mediana (IQR) 25,4 19,9 - 28,9 

Sexo   

   Masculino 11 55 

   Feminino 9 45 

Etnia   

   Branca 17 85 

   Parda 2 10 

   Negra 1 5 

Tipo de priorização   

   DVA 8 40 

   BIA 11 55 

   Câmara técnica 1 5 
 

Etiologia da Insuficiência Cardíaca   

   Chagas 9 45 

   Miocardiopatia dilatada idiopática 6 30 

   Cardiomiopatia hipertrófica 1 5 

   Mixoma recidivado 1 5 

   Doença Valvar 1 5 

   Displasia arritmogênica de VD 1 5 
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Gráfico 1 - Etiologias da Insuficiência Cardíaca na amostra estudada 

 

4.5.2 Descrição dos dados dos doadores 

 

Em relação aos dados dos doadores, foram identificadas as seguintes 

características: idade, gênero, peso, altura, etnia, tipo sanguíneo, causa da 

morte encefálica, uso de drogas vasoativas, tabagismo, etilismo, uso de drogas 

ilícitas, presença de parada cardiorrespiratória (PCR) prévia, função renal, 

dosagem de sódio sérico e dados ecocardiográficos. 

Os dados estão dispostos na Tabela 2. A maioria (75%) era do sexo 

masculino e com mediana de idade de 21,5 anos. O índice de massa corpórea 

teve mediana de 26,1 e 65% eram do grupo sanguíneo O. O traumatismo crânio 

encefálico foi a causa da morte encefálica em 70% dos doadores e 30% faziam 

uso de algum tipo de droga ilícita. Os diferentes tipos de morte encefálica estão 

dispostos no Gráfico 2. 90% dos doadores estavam em uso de antibiótico. Sobre 

os exames laboratoriais, a mediana da creatinina foi 1, variando entre 0,83 e 

1,47. A mediana da fração de ejeção dos doadores foi de 66%.  
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Etiologia da Insuficiência Cardíaca (n= 20)
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Tabela 2 - Dados relacionados aos doadores  

Doador - características 
n 

mediana 
% 

IQR 
Idade mediana (IQR) 21,5 19 - 35,5 
IMC mediana (IQR) 26,1 23,7 - 27,7 
Sexo    
   Masculino 15 75 
   Feminino 5 25 
ABO   
   A 5 25 
   B 2 10 
   O 13 65 
Etnia    
   Branca 13 65 
   Parda 6 30 
   Negra 1 5 
Tipo de ME   
   TCE 14 70 
   HSA 3 15 
   Encefalopatia anóxica 2 10 
   AVCH 1 5 
Hipertensão arterial sistêmica 1 5 
Diabetes mellitus 0 0 
Etilismo 2 10 
Tabagismo 5 25 
Uso de drogas 6 30 
Parada Cardiorespiratória 6 30 
   Tempo de parada (min) mediana (IQR) 8 1 - 15 
Dose noradrenalina (ug/kg/min) mediana 
(IQR) 

0,145 0.045 - 0.255 

Uso de vasopressina 11 55 
Uso de antibiótico 18 90 
Exames laboratoriais  Mediana IQR (25 -75) 
   Ureia  39,5 28 - 58 
   Creatinina 1,01 0,83 - 1,47 
   Sódio  149 138,5 - 160 
Ecocardiograma   
   Fração de Ejeção VE (%) 66 59 - 68 
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Gráfico 2 - Tipos de Morte Encefálica dos doadores da amostra 

 

4.5.3 Dados do procedimento cirúrgico 

 

Foram coletados os seguintes dados relativos ao procedimento cirúrgico: 

tempo de circulação extracorpórea, tempo total de isquemia do enxerto, 

necessidade de assistência circulatória mecânica e dados hemodinâmicos 

através do cateter de artéria pulmonar.  

 

4.6 Análise da expressão gênica  

 

Conforme descrito previamente, foram coletados 2 fragmentos de 

ventrículo esquerdo para análise da expressão gênica (transcriptomas). O 

método para a análise gênica segue especificada a seguir. 
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4.6.1 Extração do RNA 

 

Após homogeneização do tecido e através da utilização de colunas de 

preparo Qiagen, RNA total foi extraído. As amostras de tecido muscular cardíaco 

foram homogeneizadas em de Trizol (Invitrogen) (1mL/100mg de tecido), 

utilizando protocolo por isopropanol e clorofórmio, de acordo com instruções do 

fabricante. Após extraído, o RNA foi checado para sua relativa qualidade e 

quantidade em equipamento Agilent Bionalyzer e Qubit. Bibliotecas de RNA total 

foram preparadas utilizando o kit TruSeq Total  RNA (Illumina). As bibliotecas 

foram então quantificadas através de equipamento Qubit, Bioanalyzer e 

Fragment Analyzer e multiplexadas para corrida em equipamento Illumina 

HiSeq2500, com aproximadamente 40M de reads por biblioteca (biopsia). Os 

resultantes arquivos fastq foram alinhados utilizando algoritmos standard 

(bwa/gtak) utilizando como genoma de referência hg19. Para análise de 

bioinformática trabalhamos inicialmente com feature counts e o pacote DESEQ2 

(Differential Expression Analysis for Sequence Cont Data), que é uma análise 

paramétrica.  

 

4.6.2 A diferenciação da expressão gênica utilizando o pacote DESEQ2 

 

O DESEQ2 usa um modelo binominal negativo que inclui estimativas na 

dispersão da contagem dos genes. Os parâmetros da distribuição binominal 

negativa assumem que cada gene lido em um sequenciamento de RNA segue 

um padrão específico, definidas por dois principais fatores: a média no número 

de vezes que o gene foi lido e o fator de dispersão do gene, o que tem relação 
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com a variabilidade dos dados analisados. Cada gene existente tem um padrão 

característico e esse grau de dispersão do gene é essencial para identificar os 

diferentes graus de expressão.  

A demonstração do grau de expressão de cada gene foi identificada 

através dos valores de P, ajustados pela magnitude da diferença, expressos pelo 

log2 fold change (l2FC), o que ranqueou os genes de acordo com suas 

expressões, comparando os dois grupos (com e sem DPE).  

A representação gráfica se deu através de dois métodos, sendo o primeiro 

a comparação do “fold change” com o número normal de contagem (MA plots) e 

o outro a comparação do valor de P com o “fold change”(Volcano plots). 

 

4.7 Análise estatística  

 

Todos os dados foram tabulados e analisados estatisticamente. Os dados 

contínuos de cada variável foram comparados com a curva normal através do 

teste de distância Kolmogorov-Smirnov e classificados em paramétricos e não 

paramétricos. Os dados paramétricos foram representados através de média e 

desvio padrão da amostra e os grupos independentes comparados entre si 

através do teste t de Student para medidas não repetidas. Os dados assimétricos 

foram representados através de mediana e intervalo interquartil, quartil inferior 

(percentil 25) e quartil superior (percentil 75) e os grupos independentes 

comparados entre si através do teste de Mann- Whitney.. Foi considerado para 

o estudo nível de significância de 5 % nos testes de hipótese. A análise gênica 

foi realizada através de software citado anteriormente, que possui capacidade 

específica para avaliação de sequenciamento de RNA. Os gráficos 
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confeccionados com os dados dos genes foram o MA e Volcano plot. Todas as 

análises estatísticas foram realizadas com o auxílio do pacote estatístico SPSS 

(Software Statistical Package for the Social Science) for Windows versão 13.0 e 

GraphPad Prism versão 8. 

 



 

5 RESULTADOS 
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 Avaliação e evolução após o transplante 

 

Os 20 casos foram divididos quanto a presença ou não de DPE, após a 

aplicação dos critérios da ISHLT, conforme identificado no fluxograma abaixo 

(Figura 8).  

 

 

Figura 8 - Distribuição das amostras analisadas no estudo 

 

5.2 Dados relacionados ao perioperatório 

 

A Tabela 3 demonstra as características gerais dos pacientes após serem 

classificados quanto a presença ou não de DPE. Dentre todos os dados gerais, 

destaca-se que todos os pacientes que desenvolveram DPE possuíram tempo 

20 
Transplantes

14 sem DPE 6 com DPE
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de isquemia menor que 4 horas. Os dados relacionados ao procedimento 

cirúrgico estão dispostos na Tabela 4. Identificamos que a mediana do tempo de 

CEC foi de 83 minutos e da fração de ejeção nas primeiras 24 horas de 55%. 

Essa última, quando separada entre os grupos com e sem DPE, demonstra-se 

menor fração de ejeção nos pacientes com DPE, conforme o Gráfico 3. Dois 

pacientes precisaram de um novo BIA e quatro de assistência circulatória com 

ECMO, sendo os primeiros casos de disfunção moderada do enxerto e os últimos 

casos de disfunção grave, totalizando os 6 casos de DPE da amostra.  

 

Tabela 3 - Características gerais dos pacientes com e sem Disfunção Primária do 
Enxerto 

  Disfunção Primária do Enxerto 
Receptor Sim (n= 6) Não (n= 14) 
  n (%) n (%) 

Idade mediana (IQR) 43,5 (29 - 55) 49 (39 - 55) 

Sexo 
  

   Masculino 4 (66,7) 7 (50,0) 

   Feminino 2 (33,3) 7 (50,0) 

Etnia 
  

   Branca 5 (83,3) 13 (92,9) 

   Parda 1 (16,7) 0 (0,00) 

   Negra 0 (0,00) 1 (7,1) 

IMC mediana (IQR) 26,9 (9,8) 25,4 (5,5) 

Tipo de priorização 
  

   DVA 2 (33,3) 6 (42,9) 

   BIA 4 (66,7) 7 (50,0) 

   Câmara técnica 0 (0,00) 1 (7,1) 

Tempo de Isquemia 
  

   < 4h 6 (100) 9 (64,3) 

   ≥ 4h 0 (0,00) 5 (35,7) 
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Tabela 4 - Dados relacionados ao perioperatório do transplante cardíaco 

 
Mediana IQR 

(25-75) 
Tempo de CEC 83 60,5 - 120 
Primeiras 24h pós-operatório 
PSAP (mmHg) 30 24 - 43 
PVC (mmHg) 13,5 10 - 17.5 
PAM (mmHg) 70 56.5 - 77.5 
PCP (mmHg) 13,5 12 - 20 
Escore Inotrópico 27,5 6 - 50 
Fração de Ejeção VE (%) 55 52 - 70 

 n % 
Necessidade de assistência circulatória mecânica 
Novo BIA 2 10 
ECMO 4 20 
Disfunção Primária do Enxerto  
Moderada 2 10 
Importante 4 20 

 

 

Gráfico 3 - Comparação da fração de ejeção nas primeiras 24 horas após o transplante 
cardíaco 

 
Ao compararmos os dados hemodinâmicos das primeiras 24 horas, 

identificamos que os pacientes com DPE tiveram maiores pressões pulmonares 

e maiores PVC quando comparados com os pacientes sem DPE, porém sem 

30 40 50 60 70
Fração de Ejeção VE (%) Primeiras 24h

SIm

Não

p= 0.0535 
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significância estatística. Esses valores hemodinâmicos estão representados nos 

Gráficos 4 e 5. O escore inotrópico teve mediana de 27,5 e, ao compararmos os 

grupos, os pacientes com DPE possuíram valor significativamente mais alto, 

como demonstrado no Gráfico 6.  

 

 

Gráfico 4 - Comparação das pressões pulmonares dos pacientes com e sem DPE 

 

Gráfico 5 - Comparação da PVC dos pacientes com e sem DPE 

 

25 30 35 40 45
PSAP(mmHg)  Primeiras 24h

Sim

Não

5 10 15 20 25 30
PVC (mmHg) Primeiras 24h

Sim

Não

p= 0. 0657 

p= 0.0952 
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Gráfico 6 - Comparação do escore inotrópico dos pacientes com e sem DPE 

 

5.3 Análise da expressão gênica 

 

Foram identificadas no tecido cardíaco 28.311 transcritos, sendo que após 

medidas de controle de qualidade e normalização da expressão, foram 

identificados 11 transcritos (CADPS2, KCNA7, SPOCK1, FAM177A1, MYL4, 

SLC5A9, B3GALT5, PCDHAC2, GGTA1P, AC109779.1 e STC2) associados à 

ocorrência de disfunção primária de enxerto. Os genes MYL4, SLC5A9, 

SPOCK1, GGTA1P, AC109779.1 e STC2 estavam menos expressos e os genes 

B3GALT5, PCDHAC2, KCNA7, CADPS2 e FAM177A1 mais expressos.  

No Gráfico 7 identificamos a distribuição dos 11 genes com diferente 

expressão e o peso estatístico. A variável Log2fold Change demonstra a relação 

do grau de expressão gênica entre os pacientes com e sem DPE. Dessa forma, 

valores negativos possuem menor expressão e valores positivos, maior 

0 20 40 60 80
Score inotrópico 

Sim

Não
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expressão. Destaca-se o alto valor estatístico do gene MYL4, mostrando a sua 

baixa expressão nos pacientes com DPE e o alto valor estatístico da expressão 

do gene B3GALT5, com maior expressão no grupo DPE.  

 

 

Gráfico 7 - Distribuição dos genes diferentemente expressos nos corações com DPE, 
em uma análise comparativa, separados quanto a sua expressão e valor de 
P  

 

O Gráfico 8, conhecido como MA plots, demonstra a média de expressão 

de todos os 28.311 transcritos encontrados nas amostras, comparados com o 

Log2Fold Change. Dessa forma, no eixo X temos a média normal de expressão 

e no eixo Y a magnitude da diferença, representada pelo “log2 fold change”. Os 

11 genes diferentemente expressos estão representados por pontos vermelhos.  
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Gráfico 8 - MA plot: Distribuição de todos os transcritos identificados, com destaque 
para aqueles associados a DPE 

 

No Gráfico 9 (“volcano plot”), a identificação da maior ou menor expressão 

dos genes e o impacto estatístico fica demonstrada, uma vez que o gráfico 

contempla os valores de P com os valores do “log2 fold change”. Os genes pouco 

expressos ficam à esquerda da curva e os genes mais expressos a direita da 

curva. Superiormente estão demostrados os genes que foram expressos 

estatisticamente diferentes no grupo da DPE. Destacam-se assim dois genes 

específicos: o MYL 4 foi o que estava estatisticamente menor expresso e o gene 

B3GALT 5 estatisticamente muito expresso. 
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Gráfico 9 - “Vulcano plot” demonstrando os genes com maior ou menor expressão, com 
significância estatística 

 



 

6 DISCUSSÃO 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

No presente estudo identificamos onze genes associados ao 

desenvolvimento da DPE após o Transplante Cardíaco utilizando análise 

proteômica de tecido cardíaco obtido imediatamente antes do implante do órgão. 

O gene significativamente com menor expressão foi o MYL4 (Myosin Light Chain 

4) e o gene com significativa maior expressão o B3GALT5 (Beta-1,3- 

Galactosyltransferase 5). Uma vez que todas as biopsias miocárdicas analisadas 

dos pacientes com Disfunção Primária do Enxerto foram de pacientes sem 

indícios de rejeição imunológica aguda, traduzidas pelo Cross Match negativo, 

entendemos que essas alterações estão relacionadas à DPE.   

O gene MYL4 faz parte de uma grande família de síntese de proteínas 

que possuem funções semelhantes, como hidrolise do ATP através da enzima 

ATPase, ligação da actina e tradução do potencial de energia celular cinética. 

Originalmente isolada de células musculares, as miosinas estão presentes em 

praticamente todas as células eucariotas73. O gene em questão codifica a cadeia 

de miosina encontrada no músculo atrial cardíaco. Doenças já estudas e 

associadas a disfunção do MYL4 incluem a Fibrilação Atrial e Insuficiência 

Cardíaca, de forma geral73. Em um estudo atual, McDonald e colaboradores 

observaram várias alterações histológicas em corações explantados que 

apresentaram DPE e que o retransplante foi necessário. Um dos principais 

achados foi a presença de lesões multifocais de isquemia biventriculares, 

variando desde estágios inflamatórios com uma grande presença de neutrófilos, 

até focos de necrose bem estabelecidos. Eles também relataram a presença de 
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inflamação linfocítica difusa, com presença variada de linfócitos, células T CD3+, 

células B CD20+, todos não compatíveis com quadros de rejeição, justificando o 

diagnóstico de DPE74. Tal processo inflamatório impactou na função miocárdica 

e isso foi concordante com vários outros estudos na literatura que demonstraram 

aumento da inflamação do tecido miocárdico em pacientes com DPE75. Tais 

achados histológicos são, provavelmente, reflexos de um processo genético 

tecidual, que levou a uma expressão gênica diferente nesses pacientes. Se a 

função da miosina e sua baixa expressão gênica representada pelo MYL4 é um 

fato consequente ou causador da inflamação, ainda é incerto, mas certamente 

intensificar estudos sobre essa alteração gênica especifica poderá clarear 

melhor o mecanismo celular existente no miocárdio que desenvolveu DPE. 

Dessa forma, a fisiopatologia da doença será mais bem conhecida.  

O B3GALT5 pertence a um grupo de genes que codifica glicoproteínas 

responsáveis pela síntese de antígenos Lewis tipo 1 nos seres humanos. 

Particularmente, o B3GALT 5 participa da biossíntese dos antígenos Lewis a, 

Lewis b e sialyl-Lewis A. Esse último é o antígeno tetrassacarídeo (NeuAcα2- 

3Galβ1-3[Fucα1-4]GlcNAc) que constitui o epítopo do CA19.9, um marcador 

tumoral presente e elevado em pacientes com cânceres pancreático e 

gastrointestinal76. Essa expressão aumentada do gene nas biópsias dos 

corações que apresentaram DPE, levanta a hipótese de que esses antígenos 

também estariam presentes no sangue dos doadores em que o órgão estará sob 

risco de desenvolvimento de DPE. Essa constatação deve ser amplamente 

estudada visando clarear qual a função da expressão gênica aumentada do 

B3GALT5 no coração, quais as vias celulares reguladoras dessa expressão e 

qual o papel dessa expressão no miocárdio. Além disso, testar se o marcador 
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tumoral CA 19.9 está aumentado nos doadores de alto risco para DPE. Dessa 

forma, além de clarear processos da fisiopatologia da DPE, o estudo detalhado 

desse gene poderá identificar possíveis biomarcadores, o que seria de grande 

valia para os pacientes que serão submetidos ao transplante cardíaco. 

Obviamente, os dados genéticos coletados foram limitados ao coração 

dos doadores e não considerou as possíveis interações entre dados genéticos 

do receptor na análise proteômica. Porém, a hipótese do estudo é que o risco de 

desenvolvimento de PGD pode ser detectado através da análise dessas 

proteínas codificadas, como potenciais biomarcadores, direto nos doadores. 

Poucos estudos na atualidade investigaram potenciais biomarcadores de PGD 

em pacientes submetidos a transplante cardíaco. Um estudo reportou a 

diferença de expressão de 176 proteínas, sugerindo vias de respostas imunes 

agudas, principalmente aumento das vias de expressão da interleucina 6 nos 

pacientes com DPE. Em concordância com o nosso estudo, esse também tinha 

uma amostra pequena, mas a análise foi focada nos receptores e não no enxerto 

implantado77. Um outro estudo recente publicado por Truby e colaboradores 

mostrou que um gene específico também estava muito expresso e relacionado 

aos pacientes com DPE. Diferentemente do nosso estudo, eles também 

analisaram amostras sanguíneas apenas dos receptores no momento do 

implante do coração e compararam os resultados através da aplicação do escore 

RADIAL78. Essa análise realizada por Truby demonstra, em concordância com 

nosso estudo, que alterações genicas estão presentes nos pacientes que 

desenvolvem DPE. Ao passo que eles analisaram amostras dos receptores, o 

presente estudo focou em análises relacionadas aos doadores, o que traz a 

possibilidade de avaliar o risco da DPE lidando diretamente com o contexto do 
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pré transplante. Entendemos que tal fato é um passo importante para a melhoria 

dos resultados do transplante, com a possibilidade de prever ou se preparar para 

o cuidado de pacientes com DPE, a principal causa de mortalidade precoce do 

transplante cardíaco.  

Estudos para predizer, ou até mesmo entender melhor a fisiopatologia da 

DPE, são extremamente importantes, tendo em vista o impacto dessa condição 

nos pacientes transplantados. Acreditamos que pesquisas futuras com foco nos 

doadores, seja com análises sanguíneas ou mesmo biópsias conforme o nosso 

estudo, através da análise de biomarcadores genéticos, poderá ajudar na 

tomada de decisão sobre o uso ou não daquele enxerto específico.  

A utilidade clínica da análise de risco da DPE é mais efetiva quando 

realizada fora do ambiente do receptor, antes mesmo de deflagrar o 

procedimento cirúrgico, trazendo uma possibilidade de identificar no pré 

transplante o risco de desenvolver DPE. Uma vez que existe uma alta demanda 

de ofertas de corações, a utilização de doadores marginais, de alto risco, é uma 

realidade em grandes centros transplantadores. Conduzir estudos que possam 

oferecer análises de risco efetivas para o desenvolvimento de PGD torna-se 

crucial para atingir resultados satisfatórios no pós transplante. Se o risco de DPE 

puder ser previsto com apenas uma análise sanguínea dos doadores, os 

resultados dos transplantes com certeza melhorariam. Isso não apenas pela 

possibilidade do descarte do órgão, mas permitiria a implementação de táticas 

para recuperação e recondicionamento do enxerto previamente ao início do 

procedimento cirúrgico. 

A análise gênica é onerosa e fontes de financiamento são necessárias 

para aumentar o número de casos estudados, o que não foi possível no atual 



Discussão| 74 

estudo, uma vez que ele foi realizado no momento da pandemia do COVID 19, 

quando as agencias financiadoras priorizaram pesquisas relacionadas ao 

coronavírus. Apesar disso, os nossos achados demonstraram importantes novos 

conhecimentos genéticos sobre a doença o que poderá nortear futuras 

pesquisas, principalmente nos quesitos fisiopatologia e biomarcadores.  

 

6.1 Limitações 

 

Esse estudo apresenta algumas limitações que são importantes de serem 

relatadas. A mais significante é o tamanho pequeno da amostra utilizada, apesar 

da capacidade do nosso centro transplantador do Instituto do Coração ser alta, 

fazendo em média 50 transplantes por ano. O principal fator que contribuiu para 

o número limitado da amostra foi a falta de um financiamento apropriado para o 

trabalho, inviabilizando a realização das análises genéticas. Sabendo-se do alto 

custo das análises proteômicas e gênicas, estudos futuros considerando tal 

proposta deverão ter, previamente ao início, a garantia do financiamento 

específico. Sem dúvidas uma parceria com instituições estrangeiras, com acesso 

maior e consistente a essas análises gênicas será o caminho mais adequado 

para conseguir concretizar estudos com grande número de amostras.  

Além da questão financeira, uma outra limitação do estudo está no fato do 

nosso trabalho ter avaliado a expressão gênica apenas do tecido miocárdico do 

doador, não considerando possíveis interações genéticas entre o doador e 

receptor, o que poderia trazer mais detalhes sobre o desenvolvimento da DPE. 

Isso pois a fisiopatologia conhecida inclui processos que ocorrem tanto nos 

doadores, quanto nos receptores, ou até interações entre ambos.  Além disso, o 
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fato de o trabalho ser unicêntrico, faz com que a validação dos nossos achados 

seja restrita à nossa população, trazendo a necessidade de estudos futuros 

incluindo diferentes centros. 

 

6.2 Perspectivas futuras 

 

Visando a aplicação dos nossos resultados, entendemos que a integração 

da análise de risco para o desenvolvimento da DPE na avaliação de rotina pré 

transplante é um avanço significativo. Estudo futuros devem focar na validação 

de marcadores genéticos relacionados aos genes MYL4 e B3GALT5 

identificados no presente trabalho. Adicionalmente explorar a possibilidade de 

usar esses marcadores através de testes rápidos, pouco invasivos, com 

amostras de sangue, facilitando o uso na prática clínica. Prevendo de forma 

especifica o risco do desenvolvimento da DPE, os centros transplantadores 

poderão não só evitar doadores de alto risco, mas também ajustar o manejo no 

pós-operatório caso esse doador seja utilizado, preparando o centro 

transplantador visando a recuperação do enxerto de forma ativa, diminuindo o 

impacto da DPE. Finalmente, esses avanços poderão melhorar os resultados e 

a sobrevida dos receptores submetidos a transplante cardíaco.  

 



 

7 CONCLUSÕES 
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7 CONCLUSÕES 

 

 

Nesse estudo, utilizando análises proteômicas de amostras de tecido 

miocárdico de corações transplantados, observou-se que a expressão gênica 

tecidual foi diferente nos enxertos que evoluíram com DPE quando comparada 

com os que não apresentaram DPE.  

Nos enxertos que desenvolveram DPE, os principais genes envolvidos 

foram o MYL4, que apresentou pouca expressão tecidual e o B3GALT5, que teve 

sua expressão aumentada.   
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