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RESUMO

Steffen SP. Analise da expressdo génica na disfuncdo primaria do enxerto em
receptores adultos submetidos a transplante cardiaco [tese]. Sao Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2024.

Introducgao: O transplante cardiaco permanece sendo o tratamento de escolha
para a insuficiéncia cardiaca avangada, apesar de varios avancgos no tratamento
clinico e cirurgico da insuficiéncia cardiaca. Muitos sdo os fatores que contribuem
para a morbimortalidade dos pacientes submetidos ao transplante cardiaco,
sendo a Disfungdo Primaria de Enxerto (DPE) a principal causa de mortalidade
precoce apos o transplante cardiaco. A real patogénese da DPE ainda
permanece indefinida, porém ja foi demonstrado que a injuria de
isquemia/reperfusdo é o principal fator. O coracdo do doador € submetido a
variados tipos de insultos durante o processo do transplante, incluindo a morte
encefalica, hipotermia, isquemia fria e quente e finalmente a reperfuséo, levando
a diminuigédo da sobrevida do enxerto e DPE. Dado a importancia do tema, varios
centros transplantadores tém buscado estudar e entender a fisiopatologia da
DPE. A avaliagao do perfil genético através de técnicas de transcriptomas podera
esclarecer melhor a fisiopatologia da DPE. Objetivo: Avaliar, comparativamente,
a partir de analises proteémicas de amostras de tecido miocardico de coragdes
transplantados, o perfil da expressdo génica tecidual nos enxertos que
desenvolveram DPE e comparar com os que nido desenvolveram DPE.
Identificar, nos enxertos que desenvolveram DPE, o grau de expresséo dos
principais genes envolvidos. Métodos: Pacientes adultos submetidos ao
transplante cardiaco em nosso servigo foram incluidos no estudo apds
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. O diagndstico da
DPE foi realizado através dos critérios da ISHLT (International Society for Heart
and Lung Transplantation). Dados clinicos e laboratoriais dos doadores e
receptores foram analisados. Foram incluidos no protocolo 20 pacientes
consecutivos submetidos ao transplante cardiaco. Seis pacientes apresentaram
DPE. A analise da expressdo génica foi realizada através de biopsias no
momento do implante do coragdo doado. Resultados: Onze genes tiverem sua
expressédo significativamente diferente nos pacientes com DPE, sendo o MYL4
0 gene com menor expressao e o gene B3GALTS com a maior expressao.
Conclusao: A expressao génica nos pacientes com DPE é diferente quando
comparada aos pacientes sem DPE, sendo o gene MYL4 muito menos expresso
e 0 BAGALT5 muito expresso. O estudo futuro dessa expressao génica podera
trazer luz a fisiopatologia e trazer possiveis biomarcadores da doenga.

Descritores: Transplante cardiaco; Disfuncdo primaria do enxerto; Expressao
génica.



ABSTRACT

Steffen SP. Gene expression analysis of primary graft dysfunction in adult heart
transplant recipients [thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade
de S&o 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
B3GALTS 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 INTRODUGAO

O transplante cardiaco permanece sendo o tratamento de escolha para a
insuficiéncia cardiaca avangada, apesar de varios avangos no tratamento clinico
e cirirgico da insuficiéncia cardiaca’?. Segundo dados da Sociedade
Internacional de Transplante Cardiaco e Pulmonar (ISHLT — International Society
for Heart and Lung Transplantation) na ultima década foram registrados no
mundo uma média de 4000 transplantes cardiacos por ano em pacientes adultos,
sendo perto de 5000 nos ultimos 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 dados®. O Brasil
tem ocupado cada vez mais espaco neste campo, se colocando como referéncia
mundial no transplante cardiaco em pacientes portadores da doenca de
Chagas’.

A sobrevida apds o transplante cardiaco 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 anos*®. Esse avango pode ser atribuido a varios fatores,
como manejo adequado dos doadores, técnicas de preservagdo do orgao,
técnica cirurgica apurada, drogas imunossupressoras e conhecimentos
adquiridos ao longo das ultimas décadas no manejo do diagnostico e tratamento
das rejeigcbes®’8. Apesar dessa melhora importante da sobrevida, varios fatores
ainda contribuem para a morbimortalidade dos pacientes submetidos ao

transplante cardiaco. Neste contexto, a Disfungao Primaria de Enxerto (DPE) se



Introdugdo | 21

coloca como a principal causa de mortalidade precoce apds o transplante
cardiaco.

A DPE é atualmente definida como disfungao ventricular esquerda, direita
ou biventricular, que ocorre nas primeiras 24 horas apds o procedimento e que
nao esta associada a causas discerniveis, como rejeicdo hiperaguda,
hipertensdo pulmonar ou complicagdes cirargicas®. A definicido da DPE,
juntamente com os critérios de classificagdo, foi estabelecida em 2013 durante
uma conferéncia internacional da Sociedade Internacional de Transplante
Cardiaco e Pulmonar (ISHLT), gerando um consenso sobre o tema®. Antes do
desenvolvimento dessa classificacdo, dados de varios centros transplantadores
mostravam uma incidéncia de DPE que variava entre 2,3% até 28,2%'%'". Essa
grande variagao da incidéncia entre os centros demonstrava a diferenca dos
parametros que eram adotados para o diagnostico, desde parametros
hemodinamicos e ecocardiograficos, até em relagdo a necessidade de suporte
inotropico ou mecanico, muitas vezes nao excluindo certos critérios, como a
rejeicdo®. O consenso da ISHLT demonstra que o desenvolvimento da DPE é
multifatorial, sendo afetado por caracteristicas clinicas dos doadores e
receptores e envolvendo todos os aspectos em torno do transplante, como
eventos relacionados a captagéo e preservagio do 6rgado'?. Muitos estudos ja
foram realizados a fim de identificar os fatores de risco que levam ao
desenvolvimento da DPE. Tendo em vista o curto espaco de tempo em que a
DPE se desenvolve e os inumeros fatores relacionados ao doador que podem
ser potenciais causadores da disfungéo, acredita-se que fatores fisioldgicos dos
doadores que afetam negativamente a fung&o cardiaca, continuam a afetar apos

o transplante realizado. Assim, a fisiopatologia da DPE se inicia no doador, mas
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se perpetua no 6rgéao apds o transplante®'?. Obviamente, dentre os fatores de
risco associados, sabe-se que o processo de preservagao do enxerto também
tem papel fundamental no desenvolvimento da DPE. Existe uma grande
variedade de solucdes de preservacgao do enxerto, com mais de cem disponiveis.
Obviamente, elas podem se diferir no grau de preservagao dos cardiomiocitos.
Em um estudo retrospectivo realizado por George TJ e colaboradores,
demonstrou-se que em coragdes preservados com a solugao Celsior, areas de
isquemia foram mais presentes nas bidpsias quando comparados com coracdes
preservados pela solugdo da Universidade de Wisconsin e a solugéo Custodiol'3.
Associado a isso, o tempo de isquemia total do 6rgao também se coloca como
um fator de extrema importancia no desenvolvimento da DPE"°,

Fatores relacionados ao receptor também sao sabidamente contribuintes
para o desenvolvimento da DPE. O cenario mais importante ocorre quando ha
ativacdo da resposta inflamatéria sistémica no receptor, resultando em
circulagao vasodilatada, a qual muitas vezes é refrataria a terapia com suporte
vasopressor. Essa resposta esta mais presente nos pacientes em suporte
circulatério mecanico, quando o tempo de circulagdo extracorpérea foi mais
prolongado ou quando houve necessidade de transfusdes de hemoderivados'.

A real patogénese da DPE ainda permanece indefinida, porém ja foi
demonstrado que a injuria de isquemia/reperfusdo, com atordoamento do
miocardio, é o principal fator'®. O coragéo do doador € submetido a variados tipos
de insultos durante o processo do transplante, incluindo a morte encefalica,
hipotermia, isquemia fria e quente e finalmente a reperfusdo, exacerbando a
injuria de isquemia/reperfuséo, levando a diminuigdo da sobrevida do enxerto e

DPE'". Os mecanismos fisiopatoldgicos da injuria de isquemia e de reperfusdo
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tém sidos amplamente estudados no contexto da insuficiéncia cardiaca. Sabe-
se que esse mecanismo estd presente no desenvolvimento da faléncia
miocardica, independentemente da etiologia da doenga®.

Estudos genéticos tém sido desenvolvidos desde a finalizagao do projeto
genoma humano para tentar identificar os fendtipos de um miocardio doente,
particularmente aqueles que sofreram lesdes de isquemia e reperfusdo’®. Os
estudos tentam atualmente entender as vias genéticas no desenvolvimento
dessa lesdo, com o intuito de identificar possiveis alvos que possam ser
modificados ou manipulados através de medicagdes, com o objetivo de diminuir
as consequéncias da lesdo de isquemia e reperfusdo’. Estudos de
transcriptomas em animais, demonstraram claramente a importéncia de alguns
genes que nitidamente estdo alterados no miocardio que sofreu esse tipo de
lesdo. Através da técnica de transcriptomas € possivel definir o perfil de
expressao génica tecidual do paciente em determinada situagao clinica®®. Dessa
forma, novos biomarcadores genémicos para o diagnostico e progndstico da
DPE podem ser descobertos, o que impactaria no manejo clinico desses
doentes. Tendo isso em vista, para entender melhor o desenvolvimento da DPE,
uma analise profunda dos mecanismos da lesdo miocardica deve ser realizada,

avaliando, dentre tantas variaveis, o perfil genético desse miocardio.



2 REVISAO DE LITERATURA
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos histéricos do Transplante Cardiaco

A evolugdo do transplante cardiaco ndo se iniciou ou terminou com o
primeiro realizado por Christiaan Barnard em 19672'. Olhando para o passado,
por milhdes de anos antes, a mitologia grega ja tinha varias descricbes de
quimeras, incluindo animais com cabecas de ledes e corpos de cabra. Essas
criaturas, ndo exatamente receptores de transplantes, mas possuindo 6rgaos de
mais de uma espécie, sem duvidas instigou a imaginag¢ao dos cientistas daquela
época??. A possibilidade do transplante de érgaos de forma geral, historicamente
frequentou a mente dos estudiosos desde suas primeiras geragdes. Marcada por
desafios, a evolugcdo do transplante cardiaco é uma das principais vitdrias da
medicina contemporanea. O que mais fascina no transplante de coragado €&
entender que a sua realizagao foi fruto da intensa colaboracéo entre a ciéncia
experimental basica, a técnica cirurgica e a coragem de cirurgides visionarios,
gue nao mediram esforgos para serem pioneiros.

Ha quase 57 anos, em 3 de dezembro de 1967, o mundo amanheceu
fascinado com a reportagem do primeiro transplante cardiaco entre humanos.
Realizado na Africa do Sul, em Cape Town, pelo cirurgido Christiaan Barnard, o
primeiro receptor, Louis Washkansky (Figura 1), sofrida de miocardiopatia
isquémica e estava internado por insuficiéncia cardiaca terminal no hospital

Groote Schuur. O coracgéao transplantado veio de uma doadora, Denise Darvall
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(Figura 2), que sofreu traumatismo craniano grave por um acidente de transito.
A captacdo do enxerto ocorreu apenas apds a parada cardiorrespiratoria da
doadora apds a suspensao da ventilacdo mecanica. A técnica utilizada foi a
mesma idealizada por Schumway e Lower em Stanford (Figura 3), onde varios
cirurgides de todo o mundo ja haviam visitado e aprendido, incluindo o grupo do

Barnard?'.23,

FONTE: Stolf.2

Figura 1 - Dr. Christiaan Barnard e Louis Washkansky, o primeiro receptor de coragao
do mundo
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FONTE: Stolf.2® FONTE: Stolf.2®

Figura2 - Denise Darvall, a primeira Figura 3 - Em pé: Dr. Norman Schumay
doadora de coragdo do e Dr. Richard Lower. Abaixo, o
mundo veterinario Dr. Stofer com um

animal transplantado

A prevengao da rejeicdo desse primeiro transplante do mundo foi
realizada através de um coquetel de radiagéo local, azatioprina, prednisona e
actinomicina C. Apesar de todos os esforgos, incluindo a prevencgao de infecgdes
criando ambientes ‘estéreis”, Louis Washkansky faleceu no décimo oitavo dia de
transplante por uma infecgdo pulmonar por pseudomonas?®. A coragem do
Barnard ao realizar “The Operation”, como ele mesmo intitulou a publicacao
médica da cirurgia?!, ndo 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 criticas, o grupo de Cape Town realizou um segundo transplante em menos
de um més apds o primeiro, no dia 02 de janeiro de 1968. Esse paciente, Philip
Blaiberg, viveu por 593 dias, o que trouxe grande publicidade ao caso?*25.

O segundo transplante cardiaco realizado no mundo foi apenas trés dias
apos 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 minutos?®. Dava-se inicio a primeira era do
transplante de coragcdo. 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 nao ter sido o pioneiro de data, Shumway trouxe inumeras
contribuicdes no campo do transplante cardiaco pelos proximos 20 anos de
estudo na area?’. Mais de cem transplantes foram realizados no ano de 1968,
em mais de 17 paises, incluindo o Brasil.

O grupo liderado pelo professor Zerbini em S&do Paulo fez o primeiro
transplante em 26 de maio de 1968 no Hospital de Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo®®. O receptor, portador de
miocardiopatia dilatada grave, recebeu o coragdo de um doador vitima de
traumatismo craniano. A captacao do enxerto ocorreu em sala operatoria ao lado
da sala cirurgica do receptor (Figura 4). Apés a suspensdo da ventilagdo, o
coragao parou e a perfusdo do orgao foi imediatamente iniciada. O transplante
transcorreu sem problemas, porém o receptor faleceu no vigésimo oitavo dia de

poOs-operatorio por rejeicao (Figura 5).
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Figura 5 - Aspecto final do primeiro transplante cardiaco do Brasil

O entusiasmo meédico inicial logo se esvaiu, pois as equipes e centros
transplantadores entenderam que varios problemas ainda permaneciam nao

resolvidos?®. Assim, em 1969, 50 transplantes de coragdo 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 relagao ao transplante cardiaco, porém os
avangos vieram principalmente de um grupo, o de Stanford. A introdugao da
biopsia endomiocardica para o controle de rejeicao e 0 uso da ciclosporina em
1980, ambos iniciados em Stanford, abriram a era moderna do transplante

cardiaco®931,

2.2 O Transplante Cardiaco na atualidade

O transplante cardiaco é o tratamento definitivo padrdao ouro para os
pacientes portadores de Insuficiéncia Cardiaca grave refrataria aos tratamentos
atuais. Nessa situacédo, os pacientes possuem grande limitagdo clinica e alta taxa
de mortalidade’. O aumento expressivo do nimero de transplantes no mundo se
deu a partir da década de 90, porém esse numero se mantém praticamente
constante nas ultimas décadas devido a limitacdo dos doadores, permanecendo
entre 4000 e 5000 transplantes por ano®2. No nosso pais, a baixa taxa de
aproveitamento dos doadores, em média 10%, faz com que exista uma
perspectiva de aumento do numero anual de transplantes, porém a realidade dos
ultimos anos demonstra que o numero médio se mantém ao redor de 320
transplantes por ano’.

Em relacdo as indicagdes ao transplante, os pacientes em fase avangada
da Insuficiéncia Cardiaca (estagio D), que se mantém em classe funcional 3 ou
4, com internagdes recorrentes e com terapia medicamentosa e cirurgica,
quando necessaria, otimizadas, devem ser considerados ao transplante33. Além

dos dados clinicos, testes objetivos devem ser realizados, com énfase no teste
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cardiopulmonar. Esse ultimo possui dois parametros importantes, pois tem forte
correlagdo com o prognéstico da IC, sendo o consumo de oxigénio (VO2) e o
equivalente ventilatério de gas carboénico (VE/VCO2)'. Quando os pacientes
apresentam comorbidades que limitam a sobrevida ou parametros de exames
que impegam o tratamento cirurgico, o transplante podera ser contraindicado.
Dentre os principais fatores de contraindicacdo, a hipertensao pulmonar fixa
(especialmente com resisténcia vascular pulmonar acima de 5 unidades wood),
o Diabetes com lesao de 6rgdos alvo e o painel imunolégico proibitivo sdo os
principais’.

Uma vez candidato ao transplante, os receptores deverao ser avaliados
de forma multiprofissional, incluindo analises psicoldgica, nutricional e social.
Além disso, a utilizagdo de ferramentas de avaliagcdo prognostica deve ser
constantemente empregada. Isso contempla escores de fragilidade, marcadores
clinicos e de estimativa de sobrevida®*. Essa avaliagdo torna-se primordial uma
vez que a oferta de 6rgados € limitada, portanto a escolha dos receptores deve
ser criteriosa, visando a melhor sobrevida possivel. Sabendo que a oferta de
orgaos é pequena, a alocagao dos pacientes em fila de transplante precisa seguir
critérios bem estabelecidos®. Os pacientes internados com necessidade de
inotropicos ou algum tipo de assisténcia circulatéria mecanica séo prioridades
nas ofertas de 6rgdos®. Por isso, em um pais como o Brasil em que a taxa de
utilizagdo dos doadores € baixa e o numero de transplantes ndo apresentou
crescimento na ultima década, a maioria dos pacientes transplantados,
independente do centro transplantador e estado, sdo de pacientes internados,
portanto priorizados'. Uma forma de classificagdo e avaliagdo de prognostico

desse grupo de pacientes pode se dar pelo uso da ferramenta da Interagency
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Registry for Mechanically Assisted Circulatory Support (INTERMACS). Embora
nao tenha sido construida para esse fim, é sabido que pacientes em estado
critico (INTERMACS 1, por exemplo) possuem prognostico desfavoravel ao
transplante (Quadro 1). Dessa forma, lidando com pacientes priorizados,
portanto a partir da classificagdo 3 de INTERMACS, os pacientes com melhor
prognostico sdo os priorizados apenas por uso de inotropicos, sem uso de
assisténcia circulatéria mecéanica’. Apesar dessa constatagdo, habitualmente
mais da metade dos pacientes transplantados em grandes centros brasileiros
estdo em uso de algum tipo de assisténcia circulatéria mecanica de curta

permanéncia, principalmente o baldo intra adrtico (BIA)%".

Classificagao Interagency Registry for Mechanically Assisted Circulatory
Support (INTERMACS)
Avaliagao de s
fragilidade Critérios
INTERMACS 1 Gravg crjogue Choque (.:ardiogénico persistente: ape’sa.r de
cardiogénico progressivo aumento do suporte inotrépico
Piora progressiva, | Disfungbes  organicas  paulatinamente
INTERMACS 2 apesar de progressivas, a despeito do aumento de
inotrépicos inotrépicos
INTERMACS 3 Estével,. pore:m a Pac’iente estével’ hemodina.m?camfathe,
custa de inotropicos | porém em uso continuo de terapia inotrépica
Terapia oral
INTERMACS 4 dorT1iciIiar, porém S'i?t'omas diarios aos esforgos da rotina
sintomas em diaria ou mesmo no repouso
repouso
Intolerante a0 Paciente confortavel no repouso ou nos
INTERMACS 5 exercicio esforcos minimos da rotina diaria, porém
incapaz para esforgos um pouco maiores
D Consegue fazer atividades um pouco mais
Limitacdo ao . . L .
INTERMACS 6 exercicio intensas que as da vida diaria, porém tem
sintomas nos primeiros minutos de esforgo
Sem sintomas no repouso ou nas atividades
INTERMACS 7 | NYHAIIl avangado | basicas diarias, vindo a ter dispneia aos
pequenos esforcos extra-habituais

Quadro 1 - Classificagao de INTERMACS adaptada para avaliagao de fragilidade
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2.3 Complicagoes pés transplante cardiaco

As complicagdes relacionadas ao transplante cardiaco podem ser
divididas entre precoces e tardias. A principal complicacdo precoce e que
corresponde a aproximadamente 70% dos Obitos no primeiro més apds o
transplante é a Disfungdo Primaria do Enxerto8. Esse tépico sera abordado
separadamente a seguir. Ainda entre as precoces, as complicagdes infecciosas
estdo também entre as principais causas de mortalidade nos primeiros trés anos
apos o transplante. Dentre as principais etiologias, infecgdes por germes
oportunistas devido ao regime de imunossupressao instituido s&do as mais
prevalentes®®. Durante o primeiro més apos o transplante, infecgbes
hospitalares, normalmente bacterianas, prevalecem. Ha também infeccbes
relacionadas ao sitio cirurgico, como a mediastinite, que apesar de ndo muito
frequente, possui mortalidade alta®®. Apés o segundo més de transplante,
infecgcdes oportunistas por citomegalovirus (CMV), toxoplasmose, reativagao da
doenga de Chagas, aspergilose e pneumonia por Pneumocystis jirovecii sdo as
que mais sao diagnosticadas. Apds o sexto més, com a imunossupressao ja
ajustada, o numero de infeccdo cai praticamente ao nivel de pacientes
imunocompetentes, porém quando aparecem, possuem gravidade maior'40.

A rejeicao também esta presente nas complicagbes precoces, apesar da
incidéncia ter caido bastante nos ultimos anos, fato esse observado pelos
registros da ISHLT#C. Atualmente, os casos de rejeicdo sdo responsaveis por
apenas 10% dos Obitos pds transplante, incluindo os casos tardios.
Classicamente existem trés tipos de rejeicédo: hiperaguda, celular e humoral. A

hiperaguda, que é extremamente grave, atualmente possui uma incidéncia baixa
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e esta relacionada a anticorpos pré-formados do receptor que podem agir no
enxerto, como aqueles relacionados ao grupo ABO, HLA ou endotélio. A rejeicéo
aguda celular € a mais frequente e caracterizada pela presenca de células
inflamatdérias no miocardio, sendo classificadas em quatro subtipos, desde OR
até 3R,

A disfuncao do ventriculo direito secundaria a hipertensao pulmonar é
também uma complicagéo precoce de dificil manejo. Receptores com pressao
sistélica de artéria pulmonar acima de 60mmhg e com resisténcia vascular
pulmonar acima de 4 unidades wood est&do sob maior risco*?. O preparo pré-
operatério desses pacientes é fundamental, principalmente com a otimizagao da
pré carga visando a normovolemia, além da utilizagdo de vasodilatadores para
diminuir a pressdo pulmonar. No pdos transplante, a utilizacdo de inotrépicos
como dobutamina e milrinone, além de evitar a hipdxia e altas pressdes na
ventilagdo pulmonar sdo os pilares do tratamento. Caso ndo tenha reposta
satisfatdria, o uso de assisténcia circulatéria mecanica torna-se fundamental*3.

Dentre as complicagdes tardias, destaca-se a doenca vascular do enxerto,
sendo a principal causa de mortalidade tardia e maior limitante da sobrevida a
longo prazo. Essa doenga se da principalmente devido ao estado pré inflamatorio
croénico do endotélio, causando hiperplasia da camada intima e obstru¢ao arterial
coronaria**. Evoluiu com manifestacdes semelhantes a doenca coronariana,
como arritmias, infarto, insuficiéncia cardiaca e morte subita. Nao ha tratamento
especifico e o retransplante a principal forma efetiva. Em relagdo a prevencéo,
procura-se manter o tratamento imunossupressor otimizado e adequado, ter
rigoroso controle dos riscos cardioldgicos classicos, como hipertens&o, diabetes,

obesidade, tabagismo e sedentarismo*®. Além da doenga vascular do enxerto,
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as neoplasias estdo entre as complicagcbes tardias frequentes no pos
transplante. O risco aumentado de desenvolvimento de neoplasias esta
relacionado ao regime de imunossupressdo, o que aumenta a incidéncia de
neoplasias associadas a infec¢des virais, como os linfomas Hodgkin e n&o

Hodgkin, o sarcoma de Kaposi, tumores genitais e hepaticos*.

2.4 Disfungao Primaria do Enxerto — DPE

Conforme dito no tépico anterior, a DPE € a principal causa de mortalidade
nos primeiros 30 dias apos o transplante cardiaco. A sua real incidéncia se
tornou mais conhecida ap6s 2014, quando a ISHLT publicou um consenso sobre
o tema®. 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 auséncia de critérios bem
estabelecidos para o diagnostico correto dessa condigdo. Esse consenso de
2014 foi fundamental, pois além de ter implementado o diagnéstico trazendo luz
para a real prevaléncia da doenca, trouxe importantes conhecimentos do
impacto dessa condicdo na morbidade e mortalidade dos pacientes

transplantados?®.

2.4.1 Defini¢do e classificagdo da DPE

A DPE ¢é uma condigdo caracterizada por diminuicdo da fungao

miocardica nas primeiras 24 horas apdés o transplante, o que clinicamente reflete

em hipotensdo e baixo débito cardiaco, necessitando de doses crescentes de
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inotropicos e vasopressores além de assisténcia circulatoria mecanica. Deve-se
afastar as causas secundarias de disfungcdo cardiaca, como hipertensao
pulmonar, rejeicdo hiperaguda ou causas cirurgicas relacionadas as
anastomoses ou sangramentos. A DPE, através dos critérios da ISHLT, é
dividida em dois grandes grupos: DPE isolada do ventriculo esquerdo (VE) ou
biventricular e a DPE isolada do ventriculo direito (VD). A DPE do VE é subdivida
em leve o que inclui fragdo de ejecdo do VE menor ou igual a 40% ou dados
hemodindmicos demonstrando altas pressdes de enchimento, com pressao
venosa central (PVC) maior que 15 mmHg, pressdo de oclusao pulmonar
(PCWP) acima de 20 mmHg e indice cardiaco (Cl) abaixo de 2 L/m/m?. A
disfuncdo moderada do VE é caracterizada quando somado ao quadro acima ha
a necessidade de um alto score inotropico por presséo arterial média (PAM)
menor que 70 mmHg ou a necessidade de implantar um novo baldo intra aortico
(BIA). Quando se faz necessario o implante de assisténcia circulatoria, seja
oxigenagao por membrana extracorporea (ECMO), dispositivos de assisténcia
circulatéria esquerda de longa permanéncia (LVAD) ou de assisténcia
biventricular (biVAD), a classificagdo da DPE é grave. A DPE isolada do VD
ocorre quando ha PVC maior que 15 mmHg, Cl menor que 1 L/min/m?, gradiente
transpulmonar (TPG) menor que 15mmHg ou pressédo sistolica da artéria
pulmonar menor que 50 mmHg. Nao existe subclassificagdo para a DPE isolada

de VD°.
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2.4.2 Incidéncia da DPE

Apoés a publicacdo dos critérios diagndsticos e classificacdo da DPE,
varios centros publicaram seus dados de acordo com a ISHLT. Autores como
Foroutan e Sabatino demonstram uma incidéncia média de 15% de DPE, sendo
a grande maioria biventricular, com mortalidade dos casos de DPE grave acima
de 50%%*46. Em estudo realizado no Instituto do Coracdo da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo, Steffen et al. demonstraram que a
incidéncia de DPE moderada e grave em um periodo de 2 anos foi de 18,7%*".
Varios estudos confirmam que o impacto da DPE leve é pequeno, com incidéncia
de mortalidade de 0,5%%*¢. Em contrapartida, a DPE grave tem prognéstico ruim
e a sua incidéncia aumentou nos ultimos anos por motivos variados, como uma
maior utilizagdo de doadores limitrofes, aumento do numero de transplantes de
pacientes em uso de dispositivos de curta duracdo e aumento dos casos de
doadores de morte circulatoria (DCD)*°. Além disso, uma vez que a necessidade
de ECMO esta nos critérios diagnosticos para DPE grave e a sua utilizagdo tem
sido mais liberal nos ultimos anos, isso também pode ter contribuido para o

aumento da incidéncia®°.

2.4.3 Fisiopatologia da DPE

Na fase pré-operatdria ao transplante o coracdo do doador passa por
varias agressoes resultantes da morte encefalica, isquemia fria, isquemia quente
durante o implante e reperfusao. Além disso, fatores sistémicos relacionados ao

receptor também podem impactar no coragao transplantado®'.
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A morte encefalica esta normalmente associada a hemorragia
intracerebral, hipoxia ou hipertensdo intracraniana. Esses eventos levam a
herniagdo do tronco cerebral com isquemia e edema®?. Ha liberagédo imediata de
norepinefrina pela medula da adrenal, levando ao estimulo de barorreceptores,
com consequente hipertensao, bradicardia e padréo respiratorio irregular (triade
de Cushing)®2. Além disso, o aumento da norepinefrina circulante induz ao
acumulo de calcio intracelular, com disfungdo mitocondrial. A perda do ténus
simpatico da medula espinhal resulta em profunda vasodilatagdo, com reducéao
da pré carga, pés carga e perfusdo miocardica®®%. As alteragdes hormonais
subsequentes com queda dos hormédnios tireoidianos, cortisol e insulina,
também levam a uma diminuigcdo da contratilidade miocardica®354,

A isquemia fria a qual o coracdo é submetido durante a captacéo €&
também parte da fisiopatologia da DPE. A protecéo fria, com infusdo de solugéo
cardioplégica gelada a 4 graus celsos na raiz aortica ainda continua sendo a
principal forma de captagdo e protecdo miocardica®. Apds a retirada, o coracao
€ acondicionado em recipiente envolto por gelo para a manutengdo da
hipotermia. Essa, diminui a taxa metabdlica miocardica, porém ainda resulta em
dano isquémico devido ao metabolismo lento que ainda continua. A acidose
celular inevitavelmente ocorre, o que ativa a bomba de sodio e hidrogénio,
facilitando a retirada dos ions H+ das células. O acumulo do sédio no intracelular
interfere na bomba de calcio, o que causa dano celular miocardico®.

A isquemia quente, ou o tempo de implante do 6rgéo, se da quando o
implante se inicia, aquecendo gradualmente o enxerto, o que faz com que a sua
taxa de metabolismo aumente. Esse aumento leva ao acumulo de radicais livres,

0 que causa injuria celular®®. Estudos demonstram que o tempo de isquemia
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quente é um fator independente de mortalidade em 30 dias®’. Apds a liberacao
do fluxo sanguineo pela aorta, inicia-se a reperfusdo do enxerto. Imediatamente
ha acumulo de calcio e liberagao de radicais livres, aumentando a formacéo de
poros de permeabilidade nas mitocdndrias, induzindo mecanismos de morte
celular. Estudos voltados ao entendimento desses poros de permeabilidade
mitocondriais demonstram que ao impedir o seu aparecimento, a injuria celular
de reperfusao diminui®’. Possivelmente estudos voltados ao tema poderéo trazer
luz a esse mecanismo de lesdo celular miocardica. Apesar dos esforcos 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 ¢ incerto®®. A Figura 6 resume os principais mecanismos envolvidos

na DPE.

Fatores do Receptor
Morte
encefalica

Catecolaminas i :

/ Lesdo do miocardio

Vasodilatagao

Disfuncao Primaria do Enxerto

Diminuicédo da
contratilidade

FONTE: adaptada de Toldo et al.5®

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

Varios fatores de risco ja foram associados ao desenvolvimento da DPE,
tendo varios estudos consistentes e concordantes quanto aos principais fatores.
Eles podem ser divididos em fatores relacionados ao doador, ao procedimento e
ao receptor®. A necessidade crescente de transplantes cardiacos nos Ultimos
anos fez com que o amplo aceite de doadores fosse necessario, incluindo
critérios de selegdo mais expandidos, contemplando doadores mais velhos e
com multiplas comorbidades®®. Segundo relato recente da ISHLT, doadores mais
velhos possuem maior incidéncia de DPE. Em estudo de registro da United
Registry for Organ Sharing (UNOS), foi demonstrado que doadores abaixo de 20
anos podem tolerar longos periodos de isquemia, acima de 6 horas, ao passo
que doadores acima de 33 anos evoluem com mais DPE quando a isquemia
ultrapassa 3,5 horas®. Esse déficit de doadores em todo o mundo faz com que
0os receptores vivam longos periodos de espera do 6rgdo, muitas vezes
internados. Nesse contexto, a utilizagdo de dispositivos de assisténcia
circulatéria mecanica tornou-se frequente como ponte para o transplante.
Estudos demonstram que o uso de qualquer tipo de dispositivo, seja de curta
duragdo como ECMO ou BIA ou de longa permanéncia como LVAD, aumentam
significativamente a incidéncia de DPE®'. Truby et al., em estudo recente,
demonstrou que que 80% dos pacientes com DPE estavam em uso de LVAD no
pré-operatério®?. Além disso, o uso de medicagbes antiarritmicas nos receptores,
principalmente a amiodarona, também esta 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 redugéo pré-
operatéria impactou positivamente®3.

Ferramentas para a predi¢cao de risco de DPE tém sido estudadas, mas o
unico escore de risco validado € o RADIAL. Nesse sistema, 6 variaveis foram
utilizadas, sendo 4 relacionadas ao receptor: presséo atrial direita > 10 mmHg,
idade > 60 anos, diabetes e dependéncia de suporte inotrépico e 2 relacionadas
ao doador: idade> 30 anos e tempo de isquemia> 240 minutos. Cada fator
contabiliza 1 ponto. Na validagao do escore, 3 grupos foram definidos: baixo risco
(0-1 pontos), médio risco (2 pontos) e alto risco (> 3 pontos) de desenvolver DPE.
A incidéncia em cada grupo foi de 12%, 19% e 28%, respectivamente®. No
consorcio internacional de DPE publicado em 2023, no qual foram incluidos mais
de 2500 pacientes transplantados em 10 centros diferentes, foi validado em uma
populagdo mais atual o escore RADIAL. Nesse estudo, a incidéncia de DPE
grave foi de 7,8% e o escore nao foi uma boa ferramenta nessa populagéo.
Dessa forma, novos escores necessitam de validagao para melhor predizer o

desenvolvimento da DPE®°.

2.4.5 Manejo e tratamento da DPE

O manejo da DPE é desafiador, uma vez que nao existe tratamento
especifico, mas sim suporte medicamentoso com drogas inotropicas e
vasodilatores pulmonares e suporte circulatorio com uso de BIA ou ECMO®6. A
ECMO se tornou o padrao ouro para o suporte mecanico em casos de DPE grave
pelo seu facil implante e manejo bem conhecido nas unidades de terapia

intensiva. A técnica de implante e estratégia de canulagdo sao variadas, podendo
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ser de implante central ou periférico. Alguns estudos ja demonstraram melhores
resultados com o implante periférico, uma vez que o térax pode ser fechado e o
paciente extubado®. Em 2019, um estudo conduzido por DeRoo et al.,
demonstrou que o implante precoce da ECMO ainda na sala operatéria teve
melhor evolugdo quando comparado com o implante mais tardio, ja na unidade
de terapia intensiva®”. O implante precoce contribui para a manutencdo da
perfusdo sistémica, menor uso de drogas vasoativas e menores complicagdes
relacionadas a ECMO. Isso, por sua vez, contribui para uma recuperagao mais
rapida do enxerto com DPE®”. Apesar do uso rotineiro da ECMO como forma de
recuperacdo dos enxertos com DPE ter melhorado os resultados atuais, a
evolugcdo dos pacientes com DPE grave ainda é catastrofica, com impactos na

mortalidade mesmo apds 3 anos de seguimento®®,

2.5 A expressao génica e a Justificativa do estudo

Idealmente, lidar com pacientes transplantados que nao desenvolvem
DPE é o objetivo de qualquer centro transplantador. Para isso, agdes visando
entender melhor os mecanismos da doenca, formular escores de risco para
prever ou até mesmo identificar possiveis biomarcadores, tornam-se
necessarias no atual contexto do transplante cardiaco mundial. Sendo assim, a
aplicacado de conhecimentos de genética, especialmente da expressao génica,
pode ajudar no esclarecimento da fisiopatologia da doenga e na identificacdo de
possiveis marcadores genéticos.

A medicina de precisdo avangou sobremaneira nos ultimos anos,

principalmente com a identificagcdo de genes que sdo os responsaveis pelo
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desenvolvimento ou n&o de certas condigdes clinicas. Esses podem ajudar em
diagndsticos mais precisos e guiar prognésticos®®. Biomarcadores sao
identificadores que podem caracterizar e monitorar alteracbes de eventos
biologicos®®. Sao considerados biomarcadores os genes, transcritos, proteinas e
metabdlitos, todos com uma caracteristica em comum, a qual €& prover
conhecimentos sobre o diagndstico, prognostico ou terapia daquela doenga em
questdo. De acordo com o “Working Group’s Specifications” de 2001,
biomarcadores sao objetos mensuraveis que indicam algum processo biolégico
ou patologico existente e que podem ter reagdes farmacologicas a intervengdes
terapéuticas. Eles possuem uma variedade de fungdes e podem ter grande
impacto nos cuidados aos pacientes®.

A bioinformatica tem desempenhado papel fundamental nesse processo
de identificagdo de genes e outros marcadores, principalmente no estudo dos
transcriptomas. Ao realizar o sequenciamento do RNA (RNA-seq), milhares de
dados sao descobertos, incluindo os diferentes graus de expressao génica em
multiplas condiges clinicas diferentes’®. Isso levou a necessidade de diferenciar
0s genes expressos (DEG) através de varias amostras em contextos biologicos
diversos. Além disso, o uso da “machine learning” possui extrema importancia
no que diz respeito a identificacdo de padrdes genéticos do RNA-seq que podem
nao ser evidentes utilizando métodos tradicionais. O uso desses complexos
algoritmos torna possivel o entendimento de padrdes genéticos chave que
podem ser fundamentais no diagnodstico e tratamento de varias doengas’®.

A diferenciacdo da expressao génica (DEG) € uma técnica usada em
biologia molecular para comparar os niveis de expressdo génica de amostras

entre dois ou mais grupos diferentes. Essa ferramenta pode ajudar na
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identificacdo dos genes envolvidos em determinado processo bioldgico,
provendo informagdes sobre a regulacdo desses genes expressos no
mecanismo bioldgico em questédo’".

Estudos de expressao génica tecidual no contexto do transplante cardiaco
sdo raros na literatura recente. Alguns autores estudaram genes relacionados
aos receptores e ao desenvolvimento de rejeicdo, porém, ao noOsso
conhecimento, ndo existem até o momento estudos que analisaram a expressao
génica do coragdo transplantado que desenvolveu DPE?2. Dessa forma,
entendendo a importancia do tema e a necessidade de melhor conhecimento da
fisiopatologia e possiveis biomarcadores da doencga, justifica-se analisar a

expressao génica nos coragdes transplantados.



3 OBJETIVOS




Objetivos | 46

3 OBJETIVOS

- Avaliar, comparativamente, a partir de analises protedmicas de amostras
de tecido miocardico de coracgdes transplantados, o perfil da expressao
génica tecidual nos enxertos que desenvolveram DPE e comparar com
0s que nao desenvolveram DPE;

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

dos principais genes envolvidos.



4 CASUISTICA E METODOS
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1 Critérios de Selegao

Durante o periodo de junho de 2019 até dezembro de 2020 todos os
pacientes adultos (acima de 18 anos) submetidos ao transplante cardiaco foram
convidados a participar do estudo. A pesquisa foi aprovada pelo comité 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 inclusao foi pacientes com mais de 18 anos de idade submetidos
ao transplante cardiaco no Instituto do Coracéo (InCor-HC.FMUSP) e os critérios
de exclusdo foram os seguintes:

- Pacientes que se recusaram a participarem do estudo;

- Pacientes que tiverem disfungdo miocardica secundaria a rejeigao
hiperaguda;

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

do valor.

4.2 Captagao do enxerto e protegao miocardica

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

os casos. O clampeamento adrtico foi realizado apenas apds esvaziar todo o

coragao com abertura ampla da veia cava inferior e uma das veias pulmonares. A
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infus&o da cardioplegia na raiz da aorta ocorreu a seguir, sendo realizado 2 litros
da solugdo Custodiol® no tempo de 7 a 10 minutos. A temperatura da solugéo
sempre foi verificada com uso de termOdmetro digital, confirmando idealmente 4
graus. Realizada a cardiectomia habitual e ja com o enxerto acondicionado para
o transporte, foi infundido mais 1 litro da mesma solug&o na raiz adrtica e o enxerto

foi transportado ao InCor envolto pela solugdo Custodiol®.

4.3 Coleta das bidpsias

A realizacao das bidpsias endomiocardicas ocorreu imediatamente antes
do inicio do implante do coragéo, ja no centro transplantador. Dois fragmentos
do ventriculo esquerdo por paciente foram facilmente coletados, tendo em vista
a ampla exposicado das cavidades do coragéo (Figura 7). Os fragmentos foram
acondicionados em solugdo de RNA-later e encaminhados ao laboratério de

geneética do InCor para congelagéo a -80 graus.

Figura 7 - Coleta de biopsia do ventriculo esquerdo, imediatamente antes do implante
do coragéao (acervo pessoal)
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4.4 Definigao da Disfuncao Primaria de Enxerto

A classificacdo da disfungao primaria de enxerto foi realizada utilizando
os critérios estabelecidos pela ISHLT em consenso realizado em 2013 e
publicado pela revista da propria sociedade em 2014°. Os critérios estéo
expostos no Quadro 2. Foram considerados para a classificacdo os dados
relativos as primeiras 24 horas apds o transplante. Conforme a metodologia
proposta, seriam excluidos da classificagao de disfung¢ao primaria os pacientes
que tiveram deterioracdo dos parametros hemodindmicos devido a rejeicéo
hiperaguda e/ou tamponamento cardiaco, porém nao tivemos casos assim
nessa amostra especifica. Todos os pacientes analisados possuiam painel de
reatividade de antigenos zero e Cross-Match negativos. Para fins de
comparagao da expressdo génica, consideramos a presenga ou nao da
Disfuncdo Primaria de Enxerto, n&do considerando as diferentes

subclassificacoes.
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Um

seguintes critérios

Leve: dos

1- Ecodopplercardiograma: FEVE < 40% OU

2- Hemodinamica: PVC > 15 mmHg; PCP > 20
mmHg; IC < 2 I/min/m? (por mais de uma hora)

requerendo doses baixas de inotropicos

I. Um dos critérios a seguir:
1- Ecodopplercardiograma: FEVE < 40% OU

2- Hemodinamica: PVC > 15 mmHg; PCP > 20
mmHg; IC < 2 I/min/m2; hipotensdo com PAM < 70

isolado

DPE - VE Moderada:  Um  dos mmHg (por mais de uma hora);
critérios de | E outro
critério de II [I- Um dos critérios a seguir:
1- Alta dose de inotrépico - escore inotrépico > 10
ou
2- BIA recentemente implantado
(independentemente do uso de inotropicos)
Dependéncia de suporte circulatério mecénico
Grave (ECMO, DAV esquerdo ou biventricular), excluindo
BIA
I- Hemodinamica: PVC > 15 mmHg; PCP > 20
mmHg; IC < 2 I/min/m2;
DPE -VD Requer | + 1l ou ll [I- GTP < 15 mmHg e/ou PSAP < 50 mmHg OR

lll- Necessidade de dispositivo de assisténcia

ventricular direita.

DPE-VE: Disfungao Primaria de Enxerto |
esquerdo; PVC: Presséo Venosa Central; PCP: Pressao Capilar Pulmonar; IC: Indice Cardiaco;
PAM: Pressdo Arterial Média; ECMO: extracorporeal membrane oxygenation; DPE-VD:
Disfungéo Primaria de Enxerto Direita; GTP: Gradiente Transpulmonart; PSAP: Presséo sistdlica
da artéria pulmonar.

Esquerda; FEVE: fragdo de ejegdo do ventriculo

Quadro 2 - Classificagcao da Disfungédo Primaria de Enxerto (DPE)
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4.5 Descricao da amostra estudada

Foram incluidas ao final do protocolo 40 bidpsias coletadas de 20
transplantes realizados, totalizando a amostra do estudo. Para a caracterizagéao
da amostra, foram identificados os dados clinicos e laboratoriais de todos os
receptores assim como os dados clinicos e laboratoriais relacionados aos

doadores e ao procedimento cirurgico, conforme descrito a seguir.

4.5.1 Descrigdo dos dados dos receptores

Foram identificadas nos receptores as seguintes caracteristicas pré-
operatorias: idade, etnia, género, peso, altura, tipo sanguineo, presencga de
diabetes mellitus, creatinina, dados hemodinamicos (presséo sistolica da artéria
pulmonar -PSAP e resisténcia vascular pulmonar - RVP) e o tipo de priorizag&o
na lista de transplante, podendo ser uso de inotrépico, baldo intra-adrtico ou
dispositivo de assisténcia ventricular mecanica. Todos os receptores incluidos
nessa amostra estavam priorizados, portanto ja internados previamente ao
transplante.

Os dados demograficos dos receptores estdo 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 relagao ao tipo de priorizagdo, 55% dos pacientes
estavam priorizados por uso de Balao intra-adrtico, 40% em uso de inotropico e
5% priorizados por camara técnica. Sobre a etiologia da insuficiéncia cardiaca,

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

etiologias estdo demonstradas no Grafico 1.

Tabela 1 - Dados demograficos dos receptores transplantados

Receptor " %
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 10
Negra 5
Tipo de priorizagao
DVA 8 40
BIA 11 55
Camara técnica 1 5
Etiologia da Insuficiéncia Cardiaca
Chagas 9 45
Miocardiopatia dilatada idiopatica 6 30
Cardiomiopatia hipertréfica 1 5
Mixoma recidivado 1 5
Doenca Valvar 1 5
Displasia arritmogénica de VD 1 5
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Etiologia da Insuficiéncia Cardiaca (n= 20)

Displasia arritmogénica do VD
Doenca Valvar

Mixoma recidivado
Cardiomiopatia Hipertrofica
Miocardiopatia dilatada idiopatica

Doenca de Chagas

o
N
N
(o))
(0]

10

Gréfico 1 - Etiologias da Insuficiéncia Cardiaca na amostra estudada

4.5.2 Descrigdo dos dados dos doadores

Em relacdo aos dados dos doadores, foram identificadas as seguintes
caracteristicas: idade, género, peso, altura, etnia, tipo sanguineo, causa da
morte encefalica, uso de drogas vasoativas, tabagismo, etilismo, uso de drogas
ilicitas, presengca de parada cardiorrespiratéria (PCR) prévia, fungédo renal,
dosagem de sédio sérico e dados ecocardiograficos.

Os dados estdo dispostos na Tabela 2. A maioria (75%) era do sexo
masculino e com mediana de idade de 21,5 anos. O indice de massa corpérea
teve mediana de 26,1 e 65% eram do grupo sanguineo O. O traumatismo cranio
encefalico foi a causa da morte encefalica em 70% dos doadores e 30% faziam
uso de algum tipo de droga ilicita. Os diferentes tipos de morte encefalica estéo
dispostos no Grafico 2. 90% dos doadores estavam em uso de antibiético. Sobre
0s exames laboratoriais, a mediana da creatinina foi 1, variando entre 0,83 e

1,47. A mediana da fragao de ejecédo dos doadores foi de 66%.
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Tabela 2 - Dados relacionados aos doadores

n %

Doador - caracteristicas mediana IR
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

@) 13 65
Etnia

Branca 13 65

Parda 6 30

Negra 1 5
Tipo de ME

TCE 14 70

HSA 3 15

Encefalopatia andxica 2 10

AVCH 1 5
Hipertensao arterial sistémica 1 5
Diabetes mellitus 0 0
Etilismo 2 10
Tabagismo 5 25
Uso de drogas 6 30
Parada Cardiorespiratoria 6 30

Tempo de parada (min) mediana (IQR) 8 1-15
Dose noradrenalina (ug/kg/min) mediana 0.145 0.045 - 0.255
(IQR)
Uso de vasopressina 11 55
Uso de antibiético 18 90
Exames laboratoriais Mediana IQR (25 -75)

Ureia 39,5 28 - 58

Creatinina 1,01 0,83 -1,47

Sadio 149 138,5 - 160
Ecocardiograma

Fracdo de Ejegao VE (%) 66 59 - 68
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Tipo de Morte encefalica (n= 20)

16
14
12
10

o N B~ O

TCE HSA Encef. Andxica AVCH

Grafico 2 - Tipos de Morte Encefalica dos doadores da amostra

4.5.3 Dados do procedimento cirurgico

Foram coletados os seguintes dados relativos ao procedimento cirurgico:
tempo de circulacdo extracorpérea, tempo total de isquemia do enxerto,
necessidade de assisténcia circulatoria mecanica e dados hemodinamicos

atraveés do cateter de artéria pulmonar.
4.6 Analise da expressao génica
Conforme descrito previamente, foram coletados 2 fragmentos de

ventriculo esquerdo para analise da expressdao génica (transcriptomas). O

meétodo para a analise génica segue especificada a seguir.
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4.6.1 Extragdo do RNA

Apd6s homogeneizagao do tecido e através da utilizagdo de colunas de
preparo Qiagen, RNA total foi extraido. As amostras de tecido muscular cardiaco
foram homogeneizadas em de Trizol (Invitrogen) (1mL/100mg de tecido),
utilizando protocolo por isopropanol e cloroférmio, de acordo com instrugdes do
fabricante. Apds extraido, 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 (lllumina). As bibliotecas
foram entdo 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 referéncia hg19. Para analise de
bioinformatica trabalhamos inicialmente com feature counts e o pacote DESEQ2
(Differential Expression Analysis for Sequence Cont Data), que é uma analise

paramétrica.

4.6.2 A diferenciagcdo da expressao génica utilizando o pacote DESEQZ2

O DESEQ2 usa um modelo binominal negativo que inclui estimativas na
dispersdo da contagem dos genes. Os parametros da distribuicdo binominal
negativa assumem que cada gene lido em um sequenciamento de RNA segue
um padrao especifico, definidas por dois principais fatores: a média no numero

de vezes que o gene foi lido e o fator de dispers&o do gene, o que tem relagéo
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com a variabilidade dos dados analisados. Cada gene existente tem um padr&o
caracteristico e esse grau de dispersado do gene é essencial para identificar os
diferentes graus de expresséo.

A demonstracdo do grau de expressdo de cada gene foi identificada
através dos valores de P, ajustados pela magnitude da diferenga, expressos pelo
log2 fold change (I2FC), o que ranqueou os genes de acordo com suas
expressdes, comparando os dois grupos (com e sem DPE).

A representagao grafica se deu através de dois métodos, sendo o primeiro
a comparacgao do “fold change” com o numero normal de contagem (MA plots) e

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

4.7 Analise estatistica

Todos os dados foram tabulados e analisados estatisticamente. Os dados
continuos de cada variavel foram comparados com a curva normal através do
teste de distancia Kolmogorov-Smirnov e classificados em paramétricos e ndo
parameétricos. Os dados paramétricos foram representados através de média e
desvio padrdao da amostra e os grupos independentes comparados entre si
através do teste t de Student para medidas nao 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 nivel de significancia de 5 % nos testes de hipétese. A analise génica
foi realizada através de software citado anteriormente, que possui capacidade

especifica para avaliagdo de sequenciamento de RNA. Os graficos
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confeccionados com os dados dos genes foram o MA e Volcano plot. Todas as
analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do pacote estatistico SPSS
(Software Statistical Package for the Social Science) for Windows versédo 13.0 e

GraphPad Prism versao 8.



5 RESULTADOS
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacao e evolugao apés o transplante

Os 20 casos foram divididos quanto a presencga ou nao de DPE, apés a
aplicacao dos critérios da ISHLT, conforme identificado no fluxograma abaixo

(Figura 8).

20
Transplantes

14 sem DPE 6 com DPE

J J

Figura 8 - Distribuicdo das amostras analisadas no estudo

5.2 Dados relacionados ao perioperatoério

A Tabela 3 demonstra as caracteristicas gerais dos pacientes apos serem
classificados quanto a presenga ou ndao de DPE. Dentre todos os dados gerais,

destaca-se que todos os pacientes que desenvolveram DPE possuiram tempo
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de isquemia menor que 4 horas. Os dados relacionados ao procedimento
cirurgico estéo dispostos na Tabela 4. Identificamos que a mediana do tempo de
CEC foi de 83 minutos e da fracdo de ejecao nas primeiras 24 horas de 55%.
Essa ultima, quando separada entre os grupos com e sem DPE, demonstra-se
menor fracdo de ejecdo nos pacientes com DPE, conforme o Grafico 3. Dois
pacientes precisaram de um novo BIA e quatro de assisténcia circulatéria com
ECMO, sendo os primeiros casos de disfuncdo moderada do enxerto e os ultimos

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

Tabela 3 - Caracteristicas gerais dos pacientes com e sem Disfungdo Primaria do

Enxerto
Disfuncao Primaria do Enxerto
Receptor Sim (n= 6) Néao (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 priorizagao
DVA 2 (33,3) 6 (42,9)
BIA 4 (66,7) 7 (50,0)
Camara 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 perioperatério do transplante cardiaco

Mediana IaR
(25-75)

Tempo de CEC 83 60,5-120
Primeiras 24h pés-operatorio
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 Inotropico 27,5 6-50
Fragéo de Ejegao VE (%) 55 52-70

n %
Necessidade de assisténcia circulatéria mecanica
Novo BIA 2 10
ECMO 4 20
Disfung¢ao Primaria do Enxerto
Moderada 2 10
Importante 4 20

p=0.0535

Sim

T T
30 4|0 60 70
Fracdo de Ejecdo VE (%) Primeiras 24h

Grafico 3 - Comparagéo da fragao de ejegao nas primeiras 24 horas apos o transplante
cardiaco

Ao compararmos os dados hemodinamicos das primeiras 24 horas,
identificamos que os pacientes com DPE tiveram maiores pressdes pulmonares

e maiores PVC quando comparados com os pacientes sem DPE, porém sem
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significancia estatistica. Esses valores hemodinamicos estéo representados nos
Graficos 4 e 5. O escore inotropico teve mediana de 27,5 e, a0 compararmos 0s
grupos, os pacientes com DPE possuiram valor significativamente mais alto,

como demonstrado no Grafico 6.

p=0.0952

Sim

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

Grafico 4 - Comparacédo das pressoes pulmonares dos pacientes com e sem DPE

p=0.0657

Sim

T T
15 20 25 30
PVC (mmHg) Primeiras 24h

o114
—_
o

Grafico 5 - Comparacgao da PVC dos pacientes com e sem DPE
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Grafico 6 - Comparacgédo do escore inotropico dos pacientes com e sem DPE

5.3 Anadlise da expressao génica

Foram identificadas no tecido cardiaco 28.311 transcritos, sendo que apos
medidas de controle de qualidade e normalizacdo da expressao, foram
identificados 11 transcritos (CADPS2, KCNA7, SPOCK1, FAM177A1, MYL4,
SLC5A9, B3GALTS, PCDHAC2, GGTA1P, AC109779.1 e STC2) associados a
ocorréncia de disfungdo primaria de enxerto. Os genes MYL4, SLC5A9,
SPOCK1, GGTA1P, AC109779.1 e STC2 estavam menos expressos e 0s genes
B3GALT5, PCDHAC2, KCNA7, CADPS2 e FAM177A1 mais expressos.

No Grafico 7 identificamos a distribuicdo dos 11 genes com diferente
expressao e o peso estatistico. A variavel Log2fold Change demonstra a relagéo
do grau de expressao génica entre os pacientes com e sem DPE. Dessa forma,

valores negativos possuem menor expressdo e valores positivos, maior
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expressdo. Destaca-se o alto valor estatistico do gene MYL4, mostrando a sua
baixa expresséo nos pacientes com DPE e o alto valor estatistico da expressao

do gene B3GALTS, com maior expressao no grupo DPE.

Log2 Fold Change

-3.000 -2.000 -1.000 0.000 1.000 2.000 3.000 4.000
-1.856 I SLC5A9  ,-0.0s59
1738 | GGTAIP ,.;03s
1,628 i MYL4 -0.0027
-1.460 | AC1097791 p-0.02598

p=0.0381

-1.138 | STC2 | p=0.02916
p=0.0489 FAM177A1 0.637
p=0.0381 CADPS2 0.687

-1.445

p=0.0240 PCDHAC2 I 2.409
p=0.0381 KCNA7 | 2411
p=0.0091 B3GALT5 | 3.668

Grafico 7 - Distribuicao dos genes diferentemente expressos nos coragdes com DPE,
em uma analise comparativa, separados quanto a sua expressao e valor de
P

O Griafico 8, conhecido como MA plots, demonstra a média de expressao
de todos os 28.311 transcritos encontrados nas amostras, comparados com o
Log2Fold Change. Dessa forma, no eixo X temos a média normal de expressao
e no eixo Y a magnitude da diferenga, representada pelo “log2 fold change”. Os

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

No Grafico 9 (“volcano plot”), a identificagdo da maior ou menor expressao
dos genes e o impacto estatistico fica demonstrada, uma vez que o grafico
contempla os valores de P com os valores do “log2 fold change”. Os genes pouco
expressos ficam a esquerda da curva e 0os genes mais expressos a direita da
curva. Superiormente estdo demostrados os genes que foram expressos
estatisticamente diferentes no grupo da DPE. Destacam-se assim dois genes
especificos: 0 MYL 4 foi o que estava estatisticamente menor expresso e o gene

B3GALT 5 estatisticamente muito expresso.
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SLO5A9
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AC109779.1 PCDHAC2
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5.0 25 0.0 25 5.0
log2 fold change

Grafico 9 - “Wulcano plot” demonstrando os genes com maior ou menor expressao, com

significancia estatistica
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6 DISCUSSAO

No presente estudo identificamos onze genes associados ao
desenvolvimento da DPE apds o Transplante Cardiaco utilizando analise
proteGmica de tecido cardiaco obtido imediatamente antes do implante do 6rgéo.
O gene significativamente com menor expresséo foi o MYL4 (Myosin Light Chain
4) e o gene com significativa maior expressdo o B3GALTS (Beta-1,3-
Galactosyltransferase 5). Uma vez que todas as biopsias miocardicas analisadas
dos pacientes com Disfuncdo Primaria do Enxerto foram de pacientes sem
indicios de rejeigcdo imunoldgica aguda, traduzidas pelo Cross Match negativo,
entendemos que essas alteracdes estao relacionadas a DPE.

O gene MYL4 faz parte de uma grande familia de sintese de proteinas
que possuem funcdes semelhantes, como hidrolise do ATP através da enzima
ATPase, ligagao da actina e tradugédo do potencial de energia celular cinética.
Originalmente isolada de células musculares, as miosinas estdo presentes em
praticamente todas as células eucariotas’®. O gene em questéo codifica a cadeia
de miosina encontrada no musculo atrial cardiaco. Doengas ja estudas e
associadas a disfungdo do MYL4 incluem a Fibrilagdo Atrial e Insuficiéncia
Cardiaca, de forma geral”®. Em um estudo atual, McDonald e colaboradores
observaram varias alteragbes histolégicas em coragdes explantados que
apresentaram DPE e que o retransplante foi necessario. Um dos principais
achados foi a presenca de lesbes multifocais de isquemia biventriculares,
variando desde estagios inflamatérios com uma grande presenca de neutrofilos,

até focos de necrose bem estabelecidos. Eles também relataram a presenca de
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inflamacéao linfocitica difusa, com presenca variada de linfécitos, células T CD3+,
células B CD20+, todos ndo compativeis com quadros de rejei¢ao, justificando o
diagndstico de DPE’4. Tal processo inflamatorio impactou na fungdo miocardica
e isso foi concordante com varios outros estudos na literatura que demonstraram
aumento da inflamagéo do tecido miocardico em pacientes com DPE’. Tais
achados histologicos s&o, provavelmente, reflexos de um processo genético
tecidual, que levou a uma expresséo génica diferente nesses pacientes. Se a
funcdo da miosina e sua baixa expresséo génica representada pelo MYL4 é um
fato consequente ou causador da inflamacéao, ainda é incerto, mas certamente
intensificar estudos sobre essa alteragdo génica especifica podera clarear
melhor o mecanismo celular existente no miocardio que desenvolveu DPE.
Dessa forma, a fisiopatologia da doenca sera mais bem conhecida.

O B3GALTS pertence a um grupo de genes que codifica glicoproteinas
responsaveis pela sintese de antigenos Lewis tipo 1 nos seres humanos.
Particularmente, o B3GALT 5 participa da biossintese dos antigenos Lewis a,
Lewis b e sialyl-Lewis A. Esse ultimo é o antigeno tetrassacarideo (NeuAca2-
3GalB1-3[Fuca1-4]GIcNAc) que constitui o epitopo do CA19.9, um marcador
tumoral presente e elevado em pacientes com canceres pancreatico e
gastrointestinal’®. Essa expressdo aumentada do gene nas bidpsias dos
coragdes que apresentaram DPE, levanta a hipotese de que esses antigenos
também estariam presentes no sangue dos doadores em que o 6rgéo estara sob
risco de desenvolvimento de DPE. Essa constatacdo deve ser amplamente
estudada visando clarear qual a fungdo da expressdo génica aumentada do
B3GALTS no coragéo, quais as vias celulares reguladoras dessa expressao e

qual o papel dessa expressao no miocardio. Além disso, testar se 0 marcador
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tumoral CA 19.9 esta aumentado nos doadores de alto risco para DPE. Dessa
forma, além de clarear processos da fisiopatologia da DPE, o estudo detalhado
desse gene podera identificar possiveis biomarcadores, o que seria de grande
valia para os pacientes que serao submetidos ao transplante cardiaco.
Obviamente, os dados genéticos coletados foram limitados ao coragéo
dos doadores e n&o considerou as possiveis interagbes entre dados genéticos
do receptor na analise protedmica. Porém, a hipotese do estudo € que o risco de
desenvolvimento de PGD pode ser detectado através da analise dessas
proteinas codificadas, como potenciais biomarcadores, direto nos doadores.
Poucos estudos na atualidade investigaram potenciais biomarcadores de PGD
em pacientes submetidos a transplante cardiaco. Um estudo reportou a
diferenga de expressao de 176 proteinas, sugerindo vias de respostas imunes
agudas, principalmente aumento das vias de expresséo da interleucina 6 nos
pacientes com DPE. Em concordancia com o nosso estudo, esse também tinha
uma amostra pequena, mas a analise foi focada nos receptores e ndo no enxerto
implantado’’. Um outro estudo recente publicado por Truby e colaboradores
mostrou que um gene especifico também estava muito expresso e relacionado
aos pacientes com DPE. Diferentemente do nosso estudo, eles também
analisaram amostras sanguineas apenas dos receptores no momento do
implante do coracédo e compararam os resultados através da aplicagdo do escore
RADIAL"®. Essa analise realizada por Truby demonstra, em concordancia com
nosso estudo, que alteragbes genicas estdo presentes nos pacientes que
desenvolvem DPE. Ao passo que eles analisaram amostras dos receptores, o
presente estudo focou em analises relacionadas aos doadores, o0 que traz a

possibilidade de avaliar o risco da DPE lidando diretamente com o contexto do



Discussdo | 73

pré transplante. Entendemos que tal fato € 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 cardiaco.

Estudos para predizer, ou até mesmo entender melhor a fisiopatologia da
DPE, sdo extremamente importantes, tendo em vista o impacto dessa condi¢cao
nos pacientes transplantados. Acreditamos que pesquisas futuras com foco nos
doadores, seja com analises sanguineas ou mesmo bidpsias conforme o nosso
estudo, através da analise de biomarcadores genéticos, podera ajudar na
tomada de decis&o sobre o uso ou ndo daquele enxerto especifico.

A utilidade clinica da analise de risco da DPE é mais efetiva quando
realizada fora do ambiente do receptor, antes mesmo de deflagrar o
procedimento cirurgico, trazendo uma possibilidade de identificar no pré
transplante o risco de desenvolver DPE. Uma vez que existe uma alta demanda
de ofertas de coragdes, a utilizagdo de doadores marginais, de alto risco, € uma
realidade em grandes centros transplantadores. Conduzir estudos que possam
oferecer analises de risco efetivas para o desenvolvimento de PGD torna-se
crucial para atingir resultados satisfatérios no pds transplante. Se o risco de DPE
puder ser previsto com apenas uma analise sanguinea dos doadores, os
resultados dos transplantes com certeza melhorariam. Isso ndo apenas pela
possibilidade do descarte do 6rgdo, mas permitiria a implementacéo de taticas
para recuperagao e recondicionamento do enxerto previamente ao inicio do
procedimento cirurgico.

A analise génica é onerosa e fontes de financiamento sdo necessarias

para aumentar o numero de casos estudados, o que nao foi possivel no atual
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estudo, uma vez que ele foi realizado no momento da pandemia do COVID 19,
quando as agencias financiadoras priorizaram pesquisas relacionadas ao
coronavirus. Apesar disso, os nossos achados demonstraram importantes novos
conhecimentos genéticos sobre a doenga o que podera nortear futuras

pesquisas, principalmente nos quesitos fisiopatologia e biomarcadores.

6.1 Limitacoes

Esse estudo apresenta algumas limitagdes que sdo importantes de serem
relatadas. A mais significante € o tamanho pequeno da amostra utilizada, apesar
da capacidade do nosso centro transplantador do Instituto do Coracao ser alta,
fazendo em média 50 transplantes por ano. O principal fator que contribuiu para
o numero limitado da amostra foi a falta de um financiamento apropriado para o
trabalho, inviabilizando a realizagdo das analises genéticas. Sabendo-se do alto
custo das analises protebmicas e génicas, estudos futuros considerando tal
proposta deverdo ter, previamente ao inicio, a garantia do financiamento
especifico. Sem duvidas uma parceria com instituigbes estrangeiras, com acesso
maior e consistente a essas analises génicas sera o caminho mais adequado
para conseguir concretizar estudos com grande numero de amostras.

Além da questéo financeira, uma outra limitagdo do estudo esta no fato do
nosso trabalho ter avaliado a expresséo génica apenas do tecido miocardico do
doador, ndo considerando possiveis interacdes 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 interagdes entre ambos. Além disso, o
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fato de o trabalho ser unicéntrico, faz com que a validagao dos nossos achados
seja restrita a nossa populacdo, trazendo a necessidade de estudos futuros

incluindo diferentes centros.

6.2 Perspectivas futuras

Visando a aplicagao dos nossos resultados, entendemos que a integragao
da analise de risco para o desenvolvimento da DPE na avaliagéo de rotina pré
transplante é um avancgo significativo. Estudo futuros devem focar na validagao
de marcadores genéticos relacionados aos genes MYL4 e B3GALTS
identificados no presente trabalho. Adicionalmente explorar a possibilidade de
usar esses marcadores através de testes rapidos, pouco invasivos, com
amostras de sangue, facilitando o uso na pratica clinica. Prevendo de forma
especifica o risco do desenvolvimento da DPE, os centros transplantadores
poderdo n&o so6 evitar doadores de alto risco, mas também ajustar o manejo no
pos-operatorio caso esse doador seja utilizado, preparando o centro
transplantador visando a recuperacédo do enxerto de forma ativa, diminuindo o
impacto da DPE. Finalmente, esses avangos poderdo melhorar os resultados e

a sobrevida dos receptores submetidos a transplante cardiaco.
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7 CONCLUSOES

Nesse estudo, utilizando analises proteémicas de amostras de tecido
miocardico de coragdes transplantados, observou-se que a expressdo génica
tecidual foi diferente nos enxertos que evoluiram com DPE quando comparada
com os que nao apresentaram DPE.

Nos enxertos que desenvolveram DPE, os principais genes envolvidos
foram o MYL4, que apresentou pouca expressao tecidual e o BSGALTS5, que teve

sua expressdo aumentada.
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Introduction: Cardiac transplantation remains the primary treatment for advanced heart
failure, with Primary Graft Dysfunction (PGD) being the leading cause of early
mortality. While PGD's exact pathogenesis is unclear, ischemia/reperfusion injury is a
key factor. Donor hearts undergo multiple stresses, such as brain death, hypothermia,
and ischemia, contributing to PGD and reduced graft survival. Many centers are
studying PGD'’s pathophysiology through epidemiological, biomarker, and
transcriptome analyses. This study aims to evaluate, via proteomic analysis of
myocardial biopsies, the gene expression profile of patients with PGD and compare it
with those without PGD.

Methods: Adult heart transplant patients were included in the study after signing the
Informed Consent. The diagnosis of PGD followed International Society for Heart and
Lung Transplant (ISHLT) criteria. Clinical and laboratory data from donors and
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recipients were evaluated. We included 20 consecutive heart transplant patients in the
protocol. Gene expression analysis was performed via biopsies at donor heart
implantation.

Results: Eleven genes had their expression significantly different in patients with PGD,
with MYL4 the less expressed gene, and related to the myosin function and the gene
B3GALT 5 the most expressed one and associated to inflammatory response.
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
B3GALTS5 was overexpressed. Future studies regarding gene expression on PGD may
clarify the pathophysiology and provide possible biomarkers of the disease.
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