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Lista de Abreviaturas

APCs - células apresentadoras de antigenos

BMPs - proteinas morfogenéticas 6sseas

CCN - familia de proteinas composta por CTGF, Cyr61 e NOV, entre outras.
cDNA — DNA complementar

CPH - complexo principal de histocompatibilidade

CTGF - fator de crescimento do tecido conjuntivo (connective tissue growth
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DRC - doenca renal cronica
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HAVCR-1 - hepatitis A virus cellular receptor-1

HLA - antigenos dos leucdcitos humanos (human leukocyte antigen)
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IFN-y - interferon-gama

IF/TA - fibrose intersticial/ atrofia tubular (interstitial fibrosis/ tubular atrophy)
Kim-1 - molécula de injdria renal-1 (kidney injury molecule-1) em roedores
KIM-1 - molécula de injaria renal-1 (kidney injury molecule-1) em humanos
LAP - laténcia associada a peptideo

MHC - complexo de histocompatibilidade maior

MMPs - metalloproteinases
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MMP-2 - matriz metalloproteinase-2

MRNA - RNA mensageiro

NCE - nefropatia cronica do enxerto

NOV - nephroblastoma overexpressed gene

PAI-1 - plasminogénio ativador-inibidor-1

PCR - reacdo em cadeia da polimerase

PDGF - fator de crescimento derivado de plaguetas
RT-PCR - PCR em tempo real

RNA - &cido ribonucléico

R-Smads - smads receptor-ativados

TGF-B - fator transformador de crescimento beta (transforming growth factor
beta)

Th — linfécito T helper

TIM-1 - T-cell immmunoglobulin mucin-1

TNF-B - fator de necrose tumoral-beta

Tsp-1 — trombospondina-1



Resumo

Neste estudo, avaliamos quantitativamente, pela técnica de PCR em
tempo real, a transcricdio do mRNA dos genes CTGF, TGF-f e KIM-1, em
biopsias de pacientes transplantados renais com disfuncdo do enxerto.
Testamos a hipdétese de que, em pacientes com doenca crbénica do transplante
renal, essas moléculas estdo envolvidas no desenvolvimento de fibrose desses
enxertos, apresentando aumento da sua expressao génica, e que essa
expressdo aumenta na medida em que o grau de fibrose tecidual € mais
intenso. Setenta e sete pacientes transplantados renais que foram submetidos
a bidpsia renal por disfuncéo do enxerto entre janeiro de 2008 e dezembro de
2009 foram incluidos no estudo. Pacientes e bidpsias foram classificados em
quatro grandes grupos de diagndstico, de acordo com a classificacdo Banff-
2007: necrose tubular aguda (NTA; n = 9), rejeicdo aguda (RA, n = 49),
nefrotoxicidade aguda por inibidor da calcineurina (NIC; n = 10) e fibrose
intersticial e atrofia tubular (IF/TA; n = 29). Para os genes CTGF e TGF-f3, os
niveis de mRNA foram significativamente maiores em IF/TA em comparacdo
com NIC e RA. Para o gene KIM-1, os niveis de mRNA no grupo IF/TA foram
maiores do que no grupo NIC. Além disso, verificamos que a expressdo dos
genes CTGF, TGF-B e KIM-1 aumenta com a intensidade da fibrose observada
nos exames patolégicos. A avaliacdo molecular do tecido do enxerto renal pode
ser usada para aprimorar o diagnostico patolégico e para o possivel

desenvolvimento de biomarcadores.



Capitulo 1. Introducéo



O transplante renal é, para uma porcdo significativa dos pacientes
portadores de doenca renal crbnica, a opcao terapéutica com maior potencial
para restauracdo de uma vida saudavel e produtiva (1).

O primeiro transplante renal realizado com sucesso ocorreu em 1954 em
Boston entre gémeos idénticos. Nessa década, estudos demonstraram a
importancia de mecanismos imunolégicos e da identidade genética entre
doador e receptor para que a transplantacdo fosse facilitada. Na década de
1960, a partir do reconhecimento das propriedades imunossupressoras da
azatioprina em combinacdo com corticosterdides, se tornou possivel a
realizacdo de transplantes envolvendo doadores e receptores nao-idénticos.

A evolucdo das técnicas cirargicas e o desenvolvimento de novos
farmacos e de agentes biolégicos, com propriedades imunossupressoras,
principalmente os inibidores da calcineurina, foram fatores que contribuiram de
forma significativa para um aumento progressivo da sobrevida do paciente e do
enxerto no primeiro ano de pos - transplante, permitindo que a incidéncia de
episodios de rejeicdo aguda fosse reduzida (2,3). Contudo, a sobrevida em
longo prazo nédo tem se modificado. Por essa razéo, os fatores que influenciam
nos resultados tardios tém assumido maior importancia, sendo o principal a
fibrose intersticial e atrofia tubular (IF/TA) (4). A falta de sensibilidade e de
especificidade de biomarcadores para detectar o tipo de lesao tem dificultado o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas para melhorar os desfechos
relacionados ao transplante (5). Acredita-se que com melhores biomarcadores,
se podera ter a capacidade de detectar e identificar precocemente lesdes
subclinicas, fornecer progndsticos e informacgdes sobre o curso da insuficiéncia

renal e proporcionar uma base racional para avaliar a resposta terapéutica (6).
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Presentemente os diagndsticos das condicbes que causam agressfes
aos enxertos dependem sobremaneira da analise do tecido renal obtido por
bidpsias. Estas, no entanto, sdo procedimentos arriscados, caros, sujeitos a
complicacbes e a erros de amostragem (7,8,9), tornando-se assim desejavel o
desenvolvimento de técnicas ndo invasivas que possibilitem um diagnostico
preciso (9).

Estudos demonstraram, recentemente, que em pacientes com disfuncao
inicial do enxerto (DGF, do inglés delayed graft function), assim como em rins
previamente funcionantes que apresentem episédios de disfuncdo aguda, €
possivel diagnosticar-se a rejeicdo aguda de forma ndo invasiva pela
mensuracdo do mRNA de genes selecionados em células sanguineas e do
sedimento urinario (10,11). E, por meio da analise transcripcional, verificou-se a
presenca de episodios inflamatérios aloimunes sem que tenha sido possivel
evidenciar, através da analise de biomarcadores, a injuria decorrente das
lesGes causadoras de perda progressiva da funcéo renal pela determinacéao de
fibrose intersticial e atrofia tubular. Isso representa um elo perdido nessa
cadeia de agressao, injuria e reparacao inerente a alotransplantacao.

Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar os potenciais
novos marcadores moleculares de IF/TA, KIM-1 (Kidney injury molecule-1),
TGF-B (transforming growth factor — beta) e CTGF (connective tissue growth
factor), visando validar métodos moleculares nédo invasivos para esse

diagnéstico.
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2. Revisao da literatura
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2.1 Transplante renal e a importéancia do sistema HLA

A histéria dos transplantes € marcada por frustracbes e conquistas.
Vérias tentativas em animais foram feitas até que se conseguisse realizar o
procedimento no ser humano. Em 1933, realizou-se na Ucrania, o primeiro
transplante renal em humanos, sendo seu insucesso atribuido a processos
imunologicos. Os éxitos iniciaram por volta de 1946, quando um enxerto renal
funcionou por trés dias. No entanto, embora as técnicas cirdrgicas tivessem
evoluido, observou-se um novo problema: a rejeicdo do 6rgdo transplantado
(12). Posteriormente os avan¢os no conhecimento do sistema HLA em muito
contribuiram para o avanco na transplantacdo. Isto decorre do fato que as
moléculas HLA sé&o o principal alvo das respostas imunologicas causadoras da
rejeicdo de 6rgdos. Diante disso, a compatibilidade HLA entre o par doador-
receptor, avaliada com a prova cruzada, é de fundamental importancia para o
sucesso do transplante renal (13).

As moléculas do sistema HLA sé&o codificadas no complexo principal de
histocompatibilidade (CPH), localizado no braco curto do cromossomo seis
humano e constitui-se por genes com importantes funcées imunolégicas. O
sistema divide-se em trés regides que codificam os antigenos de classe |,
classe Il e classe lll, de acordo com a estrutura e funcdo dos seus genes. Os
antigenos de classe | e Il estdo expressos na superficie celular, apresentando
grande polimorfismo genético. A experiéncia clinica tem demonstrado que de
todos os loci das classes | e Il, HLA-A, HLA-B e HLA-DR sao os que

apresentam melhor desempenho prognostico em transplante de orgaos (14).
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A rejeicdo dos transplantes pode ser prevenida ou tratada pela
minimizacdo da imunogenicidade do enxerto, pela inducdo de tolerancia e por
imunossupressdo do hospedeiro. A imunossupressdo € principalmente
direcionada as respostas de células T e compreende o uso de medicamentos
imunossupressores, anticorpos monoclonais e policlonais e proteinas de fusao.
As drogas e agentes imunossupressores com diferentes mecanismos de acgao
sdo usados de forma combinada de modo a produzir efeito imunossupressor

complementar e aditivo (15,16,17).

2.2 Imunobiologia do alotransplante

2.2.1 Bases imunoldgicas da rejeicdo de enxertos

As células T desempenham papel fundamental na rejeicdo de
aloenxertos. A ativacdo dessas células depende da apresentacdo de
aloantigenos por células apresentadoras de antigenos (APCs), derivadas do
doador, presentes no enxerto (apresentacao direta de antigenos) ou por APCs
do hospedeiro que captam e apresentam aloantigenos do enxerto
(apresentacdo indireta). As células dendriticas sdo as APCs residentes na
maior parte dos o6rgdos. A apresentacdo indireta pode resultar em alo-
reconhecimento por células T CD4+ (auxiliares, Th), apresentadas por
moléculas do MHC (complexo de histocompatibilidade maior, denominado
sistema HLA em humanos) classe Il, enquanto a via de reconhecimento de
antigenos de MHC classe | € indiretamente reconhecida por células T CD8+

(citotoxicas, Tc) (18,19). O processo de rejeicdo de enxertos pode ser dividido
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em duas etapas: uma fase de sensibilizacdo, na qual linfécitos do receptor
reativos ao antigeno proliferam em resposta aos aloantigenos do enxerto e
uma fase efetora, na qual células T citotoxicas e anticorpos isoladamente ou
em conjunto levam a destruicdo do enxerto. As citocinas secretadas pelas
células Th participam das duas fases, amplificando a resposta imune e
perpetuando ou modulando a inflamacéo. A IL-2, o IFN-y e o TNF-B sao
importantes mediadores da rejeicdo do enxerto, participando respectivamente
da proliferacdo de células T, do desenvolvimento de uma resposta de
hipersensibilidade tardia, promovendo o influxo de macréfagos para o enxerto e
sua subsequente ativacdo em células destrutivas, e no efeito citotdxico direto
sobre as células do enxerto. A rejeicdo do aloenxerto mediada por células se
manifesta como uma rejeicdo aguda e geralmente ocorre apds a primeira
semana do transplante. Em contrapartida, a rejeicdo mediada por anticorpos
(antiga rejeicdo humoral), pode ser manifestada como rejeicdo hiperaguda,
aguda ou cronica. Na rejeicdo hiperaguda o Orgado transplantado é rejeitado
rapida e inexoravelmente. Os complexos antigeno-anticorpos formados ativam
0 sistema complemento, resultando em intensa infiltracdo de neutréfilos e
oclusdo trombética da vasculatura do enxerto. Os aloanticorpos I1gG
preexistentes frequentemente mediam esse tipo de rejeicdo nos primeiros dias
apos o transplante. Na rejeicdo aguda mediada por anticorpos geralmente ha
disfuncdo do enxerto que ocorre rapidamente, ao passo que na cronica a
disfuncédo ocorre mais lentamente e geralmente se acompanha de proteinuria
(20). Na figura 1 abaixo, estdo representadas de forma esquematica as
repostas celulares da rejeicdo de aloenxertos e seus principais mecanismos

efetores.

15



Célula T Citotoxicidade

Célula T Citotdxica :
perforina
Receptor granzima
APC HLA/ opoptose

Doador Peptideo RCT

i Hipersensibilidade
B7 (p2s Célula T Auxiliar Resantod
citocinas

IFN-v, IL-2, TNFa

Resposta
Humoral

Lise celular
complemento
ADCC

APC do receptor Célula T Célula B
Receptor

Fungdio Efetora
Alorreconhecimento / Ativagdo / Interagdo Enxerto

Enxerto ou Linfonodos

Figura 1 - Mecanismos efetores da rejeicdo alogénica. O reconhecimento alogeneico, pelos
linfdcitos T, desencadeia uma série de interacdes entre diferentes células do sistema imune,
ativando diversos mecanismos efetores de agressdo ao enxerto, como: (i) citotoxicidade
mediada por células, seja por apoptose, ou pela acdo de substancias citoliticas, como perforina
e granzima; (ii) rea¢@o imunologica de hipersensibilidade retardada (ou tardia), com a producgéo
de diversas citocinas inflamatérias; (iii) citotoxicidade mediada por anticorpos, seja pela
ativacao da cascata do complemento, seja com o envolvimento conjunto de células como as
células NK (citotoxicidade dependente de anticorpo). Todos esses mecanismos Sdo capazes
de causar dano ao tecido transplantado.

2.2.2 A perda cronica da fungao renal

A doenca renal cronica (DRC) tem alcangcado proporcdes epidémicas,
estimando-se que 10% da populagéo seja afetada por essa condi¢do. Tal em
todo o mundo representa ndo s6 um problema de saude, mas também um
enorme problema econdémico e social. Com o aumento da incidéncia de
diabetes, hipertensdo e obesidade o nimero de pacientes com DRC devera
subir ainda mais. Pacientes com insultos repetitivos agudos também poderéo
desenvolver DRC e, eventualmente, doenca renal terminal (21). A fibrose renal,

determinada pela fibrose tubulointersticial e glomerulosclerose, € a
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manifestacdo final da DRC e decorre de uma acumulacdo excessiva e
deposicdo de componentes da matriz extracelular (ECM) (22). Durante esse
processo, os fibroblastos migram para o tecido danificado, onde produzem e
subsequente remodelam a matriz extracelular, resultando em cicatrizacdo e
reconstituicdo do tecido conjuntivo. Os miofibroblastos, forma especializada
dos fibroblastos, sdo responsaveis por mediar esses eventos e persistem nas
lesbes fibroéticas (23).

No contexto do transplante renal a rejeicdo cronica caracteriza-se pela
perda progressiva da funcao renal, acompanhada de fibrose intersticial, atrofia
tubular, alteracbes oclusivas vasculares e glomerulosclerose. O sistema de
Classificacao Banff, iniciado em 1997 e tendo sofrido importantes modificacdes
sucessivas até 2007, na 9" Banff Conference in Allograft Pathology, é utilizado
como padrao ouro para o diagnostico das afecc¢des dos rins transplantados. No
que se refere a perda crbénica de funcdo dos rins transplantados, o termo
fibrose intersticial e atrofia tubular (IF/TA) é utilizado para classificar as lesdes
cronicas destes compartimentos, para as quais ndo se chega a diagnostico
especifico, e substituiu o termo “nefropatia crénica do enxerto” por ser este
descritivo e inespecifico (24). A patogénese desse tipo de lesdo ¢é
provavelmente multifatorial mediada por mecanismos imunes, aloantigenos-
dependentes (rejeicdo aguda, retardo na funcdo do enxerto,
histocompatibilidade, hipersensibilizacdo) e nédo imunes, aloantigenos-
independentes (massa de néfrons, hipertensdo, imunossupressao inadequada,
hiperlipidemia, ma aderéncia as medicacoes, infeccdo pelo citomegalovirus,
poliomavirus, nefrotoxicidade por ciclosporina ou tacrolimo) (25,26). As reacdes

de rejeicdo cronica sao dificeis de controlar com medicamentos
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imunossupressores e, por isso, 0S pacientes que virem a manifestar essa
condicdo apresentam geralmente perda progressiva com esgotamento da

funcao do enxerto e retorno a terapia dialitica (13).

2.3. Potenciais marcadores moleculares nos processos de fibrose renal

2.3.1 KIM-1 (Kidney injury molecule-1)

A molécula de injaria renal -1 (designada como Kim-1 em roedores e KIM-
1 em humanos) (27) € uma glicoproteina transmembrana do tipo | com
dominios constituidos por imunoglobulina e por mucina na porcéo extracelular,
sendo o dominio mucina altamente glicosilado (28). KIM-1, também referida
como TIM-1 (T-cell immunoglobulin mucin-1) e HAVCR-1 (hepatitis A virus
cellular receptor-1) (29), apresenta o gene localizado no cromossomo 5g33.2
em humanos (30), sendo sua expressao indetectavel no rim ou urina de
individuos saudaveis. No entanto, esta marcadamente presente na insuficiéncia
renal aguda, apOs eventos isquémicos ou nefrotoxicos, possivelmente
desempenhando um papel protetor na fase inicial da leséo renal, e na doenca
renal cronica (31-32).

O dominio citoplasmatico dessa molécula €é relativamente curto e possui
um sitio potencialmente fosforilado, indicando que Kim-1 talvez seja um
sinalizador molecular. O ectodominio é clivado por uma metaloproteinase e
lancado na urina. O peptideo remanescente pode ser detectado como um
produto desse lancamento (33). A figura 2 abaixo mostra de forma

esquematizada a estrutura da molécula.
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Maolécula de Injuria Renal - 1 (Kim-1)
N-glico Membrana
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Figura 2 - Molécula de injaria renal-1 (KIM-1). Modificado da referéncia (34)

Os niveis urinérios de KIM-1 (uKIM-1) estdo intimamente relacionados a
lesdo tecidual e se correlacionam com a gravidade da lesao renal, oferecendo
a oportunidade para a quantificacdo uKIM-1 como um potencial método ndo
invasivo de detec¢ao de agressao renal e para monitorar a evolugao e resposta
terapéutica da lesdo (35).

Ha um grande numero de estudos em animais, nos quais foi demonstrada
elevada producdo da proteina Kim-1 nos segmentos do tabulo proximal,
predominantemente no segmento S3, isto ocorreu experimentalmente em
decorréncia de agressdo por diferentes toxinas ou como resultado de
desdiferenciacao fisiopatologica no epitélio tubular (36,37). Desdiferenciacdo é
uma resposta celular epitelial precoce em resposta a injdria (38). A expressao
de Kim-1 no epitélio tubular desdiferenciado sugere que essa proteina participe
dos processos de fibrose tubular (39), sugerindo também a funcdo de marcador

da proliferacdo com possivel papel em mecanismos regenerativos (33).
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KIM-1 é expresso predominantemente em células Th2 (40) e atua no rim
como um receptor PS (phosphatidylserine) responsavel pela captacdo de
células apoptéticas e de exosomas. Desse modo, talvez funcione como um
sensor extracelular ou um receptor de adesdo sinalizando uma variedade de
processos envolvendo interacdes célula-célula ou célula-patogeno (41).

As células epiteliais do tubulo proximal do rim séo particularmente
sensiveis a nefrotoxicidade quimica, as drogas e a isquemia. Em resposta a
esses fatores, células tubulares sdo submetidas a uma série de eventos: perda
da polaridade e integridade do citoesqueleto; apoptose e morte celular
necrotica, incluindo necroses secundarias; desdiferenciacdo e proliferacdo de
células sobreviventes; repopulacao e rediferenciacdo de células regeneradas.

Nesse contexto, umas das manifestacdes patoldgicas sdo o acumulo de
células apoptéticas e de fragmentos necroticos, e a formacéo de agregados de
células mortas, semi-viaveis e viaveis e de outros fragmentos celulares no
limen do tubulo proximal danificado (31). Essas células e fragmentos poderiam
desaparecer com processos de reparacdo. Em contrapartida, uma falha na
remocdo dessas células podera acarretar processos inflamatorios e
autoimunes. A atividade fagocitaria €, nesse caso, de extrema importancia para
a reparacao do tecido renal. Foi demonstrado, em humanos, que células
apoptdticas e necroticas do lumen tubular foram fagocitadas por células
epiteliais que expressam KIM-1, o qual estava localizado, predominantemente,
na membrana apical proximal. Funcionalmente, esse processo € critico para a
remodelacdo apOs a lesdo, pois € importante que o lumen dos tubulos
proximais sejam limpos de restos de células mortas para facilitar a

desobstrucao intratubular (41).
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Em um estudo com 102 bidpsias renais foi demonstrado que KIM-1
estava significativamente expresso e localizado no lado apical dos tubulos
dilatados em éreas fibréticas de todas as doencas renais, exceto para doencas
de lesdes minimas. Adicionalmente, a sua expressao foi significativamente
associada a condicdo patologica glomerular e ao fluxo glomerular dos
macrofagos. A dupla marcacao imunohistoquimica para KIM-1 mostrou, ainda,
a presenca desta molécula principalmente em regides com macrofagos
intersticiais e nas lesbes pré-fibroticas, e positividade de KIM-1 em células
tubulares desdiferenciadas (42). Em um estudo do nosso grupo, em que a
expressao génica de KIM-1 foi analisada por PCR em tempo real, em 59
bidpsias de transplantados renais, classificadas de acordo com o0 esquema
Banff 1997, verificou-se aumento significativo (P<0,05) de KIM-1 em IF/TA
quando comparada a expressdo observada na rejeicdo aguda e na necrose
tubular aguda com episodios de rejeicdo aguda superimposta (43).

Portanto, com base nos dados descritos, suporta-se a nocao de que a
molécula KIM-1 funciona como mediador da fagocitose e reparador celular,
mas devido a proliferacdo excessiva de células causada por essa reparacao
KIM-1 pode estar relacionado ao desenvolvimento de fibrose do tecido renal

previamente agredido.

2.3.2 TGF- B (Transforming growth factor-B)

Transforming growth factor-beta (TGF-B) foi um dos primeiros fatores

pro-fibroticos descritos na literatura sendo, provavelmente, um dos muitos

fatores envolvidos na fibrogénese, atuando em conjunto com outras moléculas
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(21). TGF-B € um polipeptideo que juntamente com as ativinas, inibinas, fatores
de diferenciacéo de crescimento, proteinas 6sseas morfogenéticas, constituem
a superfamilia TGF- de citocinas. Essa proteina encontra-se em trés subtipos,
TGF-p1, TGF-B2 e TGF-B3, sendo a primeira isoforma a mais comumente
encontrada em seres humanos (44,45). TGB-B1 localiza-se no cromossomo
19913 (46) e desempenha diferentes fun¢des celulares incluindo o crescimento
celular, diferenciacédo, proliferacdo, migracéo, adesao, apoptose e producao de
matriz extracelular (47,48).

TGF-B1 esta presente nas células endoteliais, células musculares lisas
vasculares, miofibroblastos, macréfagos (49), citoplasma das células epiteliais
tubulares e em pequenas areas do intersticio (50), desempenhando fun¢des de
reparo por aumentar a sintese de colageno e angiogénese. Verificou-se, ainda,
que essa molécula suprime a proliferacdo de linfocitos, sendo produzida por
linfécitos ativados (51,52), e que esta envolvida na patogénese de doencas
renais por estimular a proliferacdo de células mesangiais e pela sintese de
componentes da matriz extracelular, induzindo a transformacéo de células do
epitélio mesenquimal no tecido renal (53). Assim, o TGF- B induz fibrose
durante o processo de reparacdo do tecido e contribui para a patogénese de
uma variedade de doencas renais: nefropatia por IgA, nefrite lupica,
glomeruloesclerose focal e segmentar, nefropatia diabética. Estudos
demonstraram significativa correlacdo da expressdo de TGF-f com fibrose
celular, bem como foram evidenciados aumentos dos seus niveis urinarios em
pacientes com quadros nefriticos comparados a individuos saudaveis. Além
disso, niveis urinarios elevados de TGF-B correlacionam-se a ma resposta a

terapia imunossupressora (54,55).
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Normalmente a liberacdo de TGF-B1 cessa por mecanismos de feed-
back, quando o processo de cicatrizacdo foi completado. Contudo, se esse
mecanismo ndo for controlado, ocorrerd acumulo de matriz extracelular,
levando a fibrose tecidual (56,57). Este € 0 mecanismo pelo qual,
possivelmente, a producdo aumentada de TGF-B esteja associada a falha
progressiva de aloenxertos renais decorrentes de processo de fibrose como os
gue ocorrem na rejeicao cronica e na nefrotoxicidade crénica decorrente do uso
de inibidores de calcineurina (58).

TGF-B apresenta-se nos tecidos na sua forma latente como uma
proteina precursora inativa, LAP (laténcia associada a peptideo). Quando os
tecidos séo danificados e precisam ser reparados, TGF-B dissocia LAP sendo
ativado e liberado. Esse processo envolve varios fatores incluindo a plasmina,
MMPs (metalloproteinases) e Tsp-1.(trombospondina-1) (52). A forma ativa do
TGF-B se liga aos seus receptores e induz a fosforilacdo de Smad 2/3
(proteinas intracelulares que sinalizam a transcricdo de TGF- no nucleo), e
BMPs (proteina morfogenética 6ssea) induzem a fosforilacdo de Smad 1/5/8.
Apés ativacdo, R-Smads (Smads receptor-ativados) formam complexos com
Smad 4 heteromérico e regulam a expressado de genes alvo de TGF-3, como
fibronectina, colageno tipo I, PAI-1 (plasminogénio ativador-inibidorl) e MMP-2
(matriz metalloproteinase-2) no nucleo (44,59). A figura 3 abaixo ilustra esses

mecanismos.
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Figura 3 - Via de sinalizacédo celular e ativacdo do TGF-B, e acdo do CTGF na molécula
Smad7. Adaptado da referéncia 44.

2.3.3 CTGF (Connective tissue growth factor)

Connective tissue growth factor (CTGF) é descrito como um mediador
dos efeitos pro-fibroticos do TGF-B1, incluindo proliferagcdo e producdo de
matriz extracelular, e facilitando a interacdo com seu receptor. CTGF é
estimulado por todas as isoformas de TGF-B, sendo abundante na
glomeruloesclerose e em outras desordens fibréticas (60).

CTGF foi inicialmente identificado como uma proteina secretada por
cultura de células endoteliais humanas, também conhecido como CCN2,
pertence a familia CCN (ctgf/cyr61/nov) de genes de resposta precoce,
situando-se no cromossomo 6g23.1 (61). As proteinas dessa familia agem
através de integrinas e de heparan sulfato proteoglicanos, sinalizando direta e

indiretamente a modulacdo das atividades funcionais de outros ligantes
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extracelulares, tais como citocinas, fatores de crescimento, morfogenes e
componentes da matriz extracelular (62). Além disso, todos 0s genes dessa
familia sdo caracterizados por uma alta porcentagem de homologia de
aminoacidos em sua sequéncia e apresentam 38 residuos de cisteina que se
agrupam em um dos seguimentos, 22 na regido N-terminal e 16 na regido C-
terminal. Isso é tipico de outros fatores de crescimento, como o fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento neural e TGF-
B (63,64). CTGF esta expresso de forma proeminente nos compartimentos
glomerular e tubular na doenca renal progressiva (65,66), ndo sendo seu
MRNA detectado em tubulos renais humanos normais (67). Doencas como
desordens proliferativas e lesdes fibréticas, doencas da pele, aterosclerose,
fiborose pulmonar e diversas patologias renais apresentam niveis teciduais
elevados de CTGF, localizado principalmente em areas fibroéticas (61).

CTGF estimula diretamente a adeséo de fibroblastos, um processo que
decorre provavelmente da interacdo dessa molécula com as integrinas. Além
disso, verificou-se que em cultura de fibroblastos estimula a producéo de varios
componentes da matriz extracelular como colageno |, fibronectina, a5-integrina,
em rim saudavel de modelos experimentais; fibronectina, colageno | e colageno
IV, em células mesangiais; e lisil-oxidase e colageno em fibroblastos da
gengiva de humanos (68). A relacdo entre CTGF e TGF-B na estimulacdo da
sintese de ECM foi recentemente definida. Ambos induzem expresséo
significativa de colageno em células mesangiais, mas apenas o TGF-$ estimula
sintese dessa proteina em células tubulares epiteliais. Contudo, CTGF induz a
expressdo de TN-C (tenascina-C), a qual esta elevada em diversos tipos de

lesdo de tubulos renais, facilitando o processo no qual células epiteliais
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adquirem caracteristicas de células mesenquimais/fibroblastos, durante a
fibrose renal (69). Anticorpos anti-CTGF bloqueiam a sintese de colageno por
TGF-B nos fibroblastos, in vitro, e na cicatrizacdo de feridas, in vivo. Baseado
nessa observacao tem sido proposto CTGF ser um mediador pré-fibrético de
TGF-B (70).

CTGF pode exercer seu efeito estimulante sobre TGF-B interferindo na
disponibilidade de Smad7/Smad2 (71) por suprimir a inducdo de Smad 7 (vide
figura 3) em células mesangiais renais, aumentando a via de sinalizacdo TGF-
B/ Smads, e emitindo sinais ao TGF- para fosforilacdo de Smad2, para que
exerca sua resposta fibrogénica no tubulo proximas de células humanas. A
sinalizacdo de Smad é atenuada por Smad 7, uma Smad inibitoria que previne
a fosforilacdo de R-Smad e interfere a formacdo do complexo R-Smads. Desse
modo, Smad 7 inibe o efeito fibrotico de TGF-B em células tubulares renais,
bloqueando a ativacdo de Smad2 (62,71).

Niveis urinarios aumentados de CTGF (UCTGF) séo relatados na
nefropatia diabética, nefropatia crénica do enxerto (NCE), nefropatia por IgA,
glomeruloesclerose focal segmentar e nefropatia membranosa idiopatica (62),
estando relacionados a gravidade da doenca renal em nefropatias cronicas,
correlacionando-se, também, com os achados histolégicos e com a intensidade

da proteinuria (72).

2.4. Diagnéstico Molecular

O desenvolvimento das técnicas de biologia molecular proporcionou um

dos maiores avancos no ambito das ciéncias bioldgicas no final do século
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passado. A descricdo e o desenvolvimento da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), por Kary Mullis, em 1983, foi um dos grandes impulsos nestas
tecnologias, e este pesquisador recebeu em 1993 o Prémio Nobel da Quimica,
por seus trabalhos nessa area (73). Na sequéncia destes acontecimentos
ocorreram grandes avancos na investigacdo cientifica e no diagnostico
laboratorial, incluindo sequenciamento de genomas, diagndstico de doencas
infecciosas, determinacdo da paternidade, bem como o estudo da expressao
de genes (74).

Uma inovacéo tecnologica da PCR, denominada PCR em tempo real
(RT-PCR), vem ganhando espaco nos laboratérios clinicos e de pesquisa por
apresentar a capacidade de gerar resultados quantitativos. Essa técnica
permite 0 acompanhamento da reacdo e a apresentacdo dos resultados de
forma mais precisa e rapida em relacdo a PCR convencional, a qual apresenta
somente resultados qualitativos (75). De modo geral, o uso dessa ferramenta
da biologia molecular, associada aos critérios morfoloégicos e clinico-
laboratoriais convencionais, devera permitir diagndstico mais preciso e,
conseqguentemente, o entendimento mais aprofundado da fisiopatologia das
doencas renais. Mais ainda, a mensuracao dos transcritos de mRNA pode se
tornar método sensivel e especifico de prever o curso de doencas renais,
monitorar a resposta terapéutica e eventuais efeitos adversos (76). Outra
importante ferramenta nesta area sao o0s microarranjos de DNA (DNA
microarrays). Conceitualmente e de forma muito simples os microarranjos sao
melhor utilizados para a geracao de hipoteses enquanto a PCR, em especial a
PCR em tempo real, descrita abaixo, € utilizada para a confirmacdo de

hipéteses, ambas em estudos que envolvem avaliacfes génicas (77).
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2.4.1 PCR em tempo real

Na area da genbmica funcional a introducdo da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), ap0s a transcricdo reversa do RNA por acdo da enzima
transcriptase reversa, permitiu o conhecimento e descricdo de perfis
transcriptbmicos de varias doencas. Nestas avaliacdbes o RNA é extraido de
células de amostras biologicas e, a partir desse, € sintetizado o DNA
complementar (cDNA) por acdo da transcriptase reversa. Ao cDNA obtido séo
adicionados TagDNA polimerase (enzima termoestavel), desoxinucleotideos e
as sequéncias de DNA iniciadoras especificas do gene de interesse (“primers”)
(73), bem como fluorocromos intercalados em cadeias de DNA (metodologia
SyberGreen) ou presentes em sondas de hibridizacdo especificas (metodologia
TagMan), para a realizac&o da técnica PCR em tempo real (78).

A metodologia TagMan utiliza a atividade exonucleasica 5'-3' da
TagMAn® DNA Polimerase e tem sido amplamente utilizada. Essa enzima
digere uma sonda marcada que anela especificamente na parte interna do
seguimento a ser amplificado entre dois primers. A sonda TagMan possui ha
extremidade 5' uma molécula fluorescente cuja funcéo € denominada "reporter”
e na extremidade 3', outra molécula que pode ou nao ser fluorescente, com
comprimento de onda diferente, cuja funcdo €& chamada de "quencher".
Enquanto a sonda esta integra, o "quencher" oculta o sinal fluorescente do
"reporter”. Esse efeito desaparece quando a sonda, anelada entre os primers, é
clivada pela atividade exonucleasica da enzima Taq® DNA polimerase.
Enquanto a reacdo de PCR se processa, a polimerase sintetiza novas cadeias

a partir dos primers e cliva a sonda correspondente, resultando em aumento do
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sinal fluorescente, o qual é captado a cada ciclo até atingir um limiar
(threshold), no qual todas as amostras podem ser comparadas. Esse limiar
corresponde ao momento utilizado para analise da fluorescéncia e
obrigatoriamente deve estar na faixa em que a quantidade de fluorescéncia
gerada pela amplificacdo das amostras torna-se significativamente maior que a
fluorescéncia de base (background). O limiar é definido na fase exponencial da
reacdo de PCR, quando a quantidade de produto formada traduz de forma
satisfatoria a concentracao inicial de fitas molde (MRNA/cDNA) amplificadas
pela reacéo (79).

Os equipamentos destinados a realizacdo de PCR em tempo real,
associam um termociclador a um leitor de fluorescéncia capaz de medir a luz
proveniente da reacdo de amplificacdo. Na presenca do produto amplificado, os
fluorocromos, excitados por uma fonte de luz (laser), emitem um sinal
proporcional a quantidade de produto sintetizado que, por sua vez, sera
proporcional a quantidade inicial de sequiéncias-alvo presentes na reacdo de
amplificacdo. Os sinais produzidos, a medida que o produto é amplificado, sé&o
detectados por um sistema Optico, analisados por software especifico e
expressos graficamente (sinais de fluorescéncia versus numero de ciclos)
permitindo monitorar, em tempo real, a cinética e a eficiéncia da reacdo de
amplificacdo (80). A quantificacdo do produto amplificado pode ser absoluta,
quando esse € comparado com uma curva padrdo, ou relativa, quando
relaciona o sinal de PCR da transcricdo alvo com o de um calibrador (amostra
utilizada como base para resultados de expressao comparativa). Nesse caso, 0

2—AACT

meétodo € utilizado para analise da expressdo génica (81). Esta

sequéncia de acontecimentos esta sumarizada na figura 4 abaixo.

29



oo
5.
>

|

- a
0. -

Sinal de

fluorescé

(1]

dor

necia

PN | A |
hif.n-._ -t \

,.\‘ YN

f

Iy
IIJ |Ii

o

A& WRNENDR

MEDRVEVHEBAOLHEE0R

Namero de ciclos na PCR

Figura 4 - Reacdo de PCR em tempo real. Etapa 1 — desnaturacdo e anelamento de sonda e

primers. Etapa 2 — absorgdo da fluorescéncia. Etapa 3 — deslocamento da sonda. Etapa 4 —

Degradacdo da sonda. O sinal de fluorescéncia emitido € detectado pelo aparelho e gera

curvas de fluorescéncia. CT — cycle threshold (limite de detec¢&o); Q — quencher; R — reporter.

Adaptado de 82.

O presente estudo foi conduzido para testar a hipdtese de que em

pacientes com doenca crbnica do enxerto renal as moléculas envolvidas no

desenvolvimento de fibrose desses enxertos apresentam expressdo génica

aumentada e que esta expressao € tanto maior quanto mais intenso o grau de

fibrose tecidual.
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CAPITULO 3. Objetivos
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3.1 Objetivo Geral

Avaliar quantitativamente a transcricdo do mRNA de genes relacionados
ao desenvolvimento de fibrose renal em bidpsias de pacientes transplantados

renais com disfuncéo do enxerto.

3.2. Objetivos Especificos

- Avaliar a expresséao tecidual do gene molécula de injdria renal — 1 (KIM-1);

- Avaliar a expressao tecidual do gene fator de crescimento transformador beta
(TGF-B);

- Avaliar a expresséao tecidual do gene fator de crescimento do tecido conectivo
(CTGF);

- Correlacionar a expressao dos genes KIM-1, TGF-B e CTGF com o grau de
fibrose intersticial e atrofia tubular da bidpsia do enxerto conforme a classificacao

de Banff 2007.
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Abstract

We quantitatively assessed messenger RNA transcripts of the CTGF,
TGF-B and KIM-1 genes, in biopsies of renal transplant recipients with graft
dysfunction to test the hypothesis that in patients with chronic disease of the
renal transplant, these molecules are biomarkers of graft fibrosis, presenting
elevated mRNA transcripts levels. Seventy-seven kidney transplant recipients
who undertook an indication graft biopsy between January 2008 and December
2009 were included. Patients and biopsies were classified into four major
diagnostic groups, according to the Banff-2007 classification: acute tubular
necrosis (ATN; n= 9), acute rejection (AR; n= 49), acute calcineurin inhibitor
nephrotoxicity (CIN; n=10) and interstitial fibrosis and tubular atrophy (IF/TA;
n=29). mRNA transcripts of the CTGF and TGF-B genes were significantly
higher in IF/TA as compared with CIN and AR. mRNA transcripts of the KIM-1
gene in IF/TA group was higher than the CIN group. In addition it was observed
that gene expression of CTGF, TGF- and KIM-1 increased with the intensity of
fibrosis observed in the pathological examinations. In conclusion molecular
evaluation of the kidney graft tissue may be used to improve pathological

diagnosis of renal graft fibrosis and can be used as biomarkers of such process.
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Introduction

Renal transplantation is currently the best therapeutic option for a
significant portion of patients with end-stage renal disease (1). Overtime the
better understanding of transplantation immunobiology, improvements in
immunosuppressive therapy and general medical care contributed significantly
to a progressive increase of the patients’ and short-term graft’s survival rates
also allowing an impressive reduction of the incidence of acute rejection (2).
However long-term survival remains largely unsatisfactory as demonstrated by
the slowly increasing half-life of the renal grafts (3).

Most of the conditions that lead to late allograft failure are characterized
at histology by the presence of fibrosis and atrophy that, in the absence of
determined causes, are currently grouped under the interstitial fibrosis and
tubular atrophy category (IF/TA) in the current Banff classification (4). Moreover
a recent publication of the Banff working group it was suggested that the
development of a genomics supported Banff classification could be relevant for
refining pathological diagnosis and set the venue for the development of new
biomarkers that could ultimately be applied to non-invasive samples or tissue
specimens (5).

The present study was undertaken to test the hypothesis that, in patients
with chronic disease of the kidney transplant, molecules related to the
development of fibrosis would have increased mRNA expression in the graft
tissue. Besides, we hypothesized that expression would correlate with the IF/TA
categories of the Banff classification. In order to test these hypotheses we

accessed, by real-time polymerase chain reaction (RT-PCR), mRNA transcripts
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of genes encoding proteins related to the development of allograft fibrosis and

correlated to the diagnostic category IF/TA of the current Banff classification.

Patients and Methods
Patients

Seventy-seven kidney transplant recipients who undertook an
indication graft biopsy between January 2008 and December 2009 were
included in the present study. Primary renal disorders leading to end stage
renal failure were: hypertensive glomerulosclerosis in 26 patients (33.7%),
diabetic nephropathy in 12 (14.6%), chronic glomerulonephritis in 11 (14.3%),
obstructive uropathy and chronic pyelonephritis in 7 (9.1%), adult polycystic
kidney disease in 6 (7.8%) and other causes or undetermined in 15 patients

(19.5%).

In all patients immunosuppressive therapy was initiated before
transplantation and consisted of corticosteroids, sodium mycophenolate and
calcineurin inhibitors. Thirty five patients received induction therapy, twenty-
nine with Basiliximab® and six with Thymoglobulin®. Immunosuppressive
therapy was kept throughout the course of the transplant and adjusted
overtime according to protocol, blood levels, occurence of acute rejection,

drug toxicities, infections and other side effects.

Graft dysfunction was investigated for vascular, urological, drug toxicity
or infectious causes by doppler ultrasound, nuclear scans, calcineurin inhibitors
blood levels and urine cultures before the biopsies were performed. At the
biopsies two core fragments were obtained under ultrasound guidance, using a

16G semi-automatic biopsy gun. One and a half fragments were used for
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histological analyses and half a fragment was immediately frozen in liquid
nitrogen and maintained at -70°C for later RNA extraction. Slide evaluation was
performed by a kidney transplant pathologist unaware of the clinical data. The
Banff-2007 classification was used for the histopathological diagnoses (5). The
final diagnosis for each biopsy situation was established by evaluation of the
pathological criteria, clinical course, response to treatments and clinical
outcomes. Patients and biopsies were them classified into four major diagnostic
groups: (a) acute tubular necrosis (ATN; n= 9), acute rejection (AR; n= 49),
acute calcineurin inhibitor nephrotoxicity (CIN; n=10) and interstitial fibrosis and
tubular atrophy (IF/TA; n=29). A group of six renal transplant recipients who had
protocol biopsies interpreted as normal were used as a calibrator for the
molecular analyzes.

All patients agreed to participate in the study that was approved by the
Research Ethics Committee of Hospital de Clinicas de Porto Alegre, which is
accredited by the National Research Council of the Brazilian Ministry of
Health and registered at the Office for Human Research Protection- OHRP-

USDHHS (Institutional Review Board - IRB 00000921).

Methods
RNA Extraction and cDNA transcription

Graft fragments were defrosted, macerated and processed for RNA
extraction, using the QlIAamp® RNA Blood mini kit (QIAGEN Inc., Chatsworth,
CA, USA), according to the manufacturer's instructions. Total RNA
quantification were made using the Nano’drop® 1000 Spectrophotometer v.3.7

(Thermo Fischer Scientific, Wilmington, DE, USA) and RNA purity was
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observed as ratio of absorbances at the wave lenghts 260/280 nM. Total RNA
was reverse transcribed to cDNA using the cDNA High Capacity Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), according to manufacturer’s instructions, to

a final volume of 20uL and stored at -20°C.

Gene expression analyses
Real time polymerase chain reaction (RT-PCR) was performed by using
the TagMan Universal PCR Master Mix, composed by AmpliTag Gold® DNA
polymerase, Amperase UNG, passive reference (ROX), buffer and dNTP’s
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) and specific primers for mRNA
amplification of the following genes, (all provided by Applied Biosystems USA):
KIM-1 (kidney injury molecule-1, HAVCR1 (ID: Hs00273334_m1l); TGF-B
(transforming growth factor-beta, ID: Hs00998133 m1*) and CTGF (connective
tissue growth factor, ID: Hs00170014 m1*), according to the manufacturer’s
instructions. 18s rRNA (TagMan® PDAR) was used as an endogenous control
for sample normalization. FAM (6- carboxyfluorescein) and VIC dye-labeled
TagMan minor groove binder (MGB) probes sets were used respectively for
KIM-1, TGF-B, CTGF and 18s rRNA, as fluorescent reporter dyes and
conjugated at 5’ ends of probes to detect amplification products. The amount of
FAM or VIC fluorescence en each reaction liberated by the exonuclease
degradation of the TagMan probe during PCR amplification was measured as a
function of PCR cycle using ABI 7000 Prism (Applied Biosystems, Foster City,
CA).
Real time polymerase chain reaction was carried out in duplicates in 96-

well plates on 2uL of cDNA. Thermal cycling conditions were 50°C for 2
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minutes, 60°C for 30 minutes followed by heating to 95°C for 5 minutes and 40
cycles using the temperatures of 94°C for 20 seconds and 62°C for 60 seconds.
Data were collected by using the ABI PRISM 7000 SDS analytical thermal
cycler (Applied Biosystems). The relative quantification of target gene

expression was performed using the 27247

comparative method. Where CT
(threshold cycle) value is defined as the point where a statistically a significant

increase in the fluorescence has occurred.

Statistical analyses

Data are presented as descriptive analyses, means +* standard
deviations, medians and percentiles (P25-75) values. Fisher’s exact tests and
residual analysis were used to test associations between categorical variables.
Multiple comparisons where made by Tukey's HSD (honestly significant
difference) test, and nonparametric data was analyzed by Kruskal-Wallis test to
compare respectively means and medians between groups. The correlations
between the mRNA levels of expression of CTGF, TGF-f and KIM-1 in the
biopsies were calculated using the Spearman’s correlation test. The box-plot
representation graphics show the medians and percentile values 25-75 of the
relative quantification of gene expression. Receiver operating characteristics
(ROC) curves were constructed to evaluate diagnostic parameters of IF/TA and
to calculate the cut-off values. All analyses were performed using the SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) program (version 17.0, Chicago,

IL). The statistical significance level was established as P less than .05.

Results
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Patients and transplant demographics are presented in the Table 1. No
significant difference was observed among groups in the parameters of age,
gender, ethnicity, mean number of HLA mismatches, last panel reactive
antibody (PRA) and use of antibody induction therapy. Forty-nine (64%)
patients received grafts from deceased donors. Residual analysis showed that
the ATN group had a significantly higher number of deceased donor organ
recipients compared to the other groups (P<0.05). Also a significantly higher
serum creatinine, at the day of the biopsy, was observed in the ATN group as
compared to the patients classified in the CIN and IF/TA groups (P<0.05). The
group with AR also presented higher serum creatinine as compared to the CIN
group (P<0.05). Cold ischemia time was significantly higher in the ATN group
as compared to the CIN group (P<0.05). Time interval between the transplant
surgery and graft biopsy was higher in the IF/TA group as compared to other
groups (P <0.05). Finally there was no significant difference in last PRA, either
class | or Il, among groups.

Here Table 1

Table 2 depicts the medians and percentiles (25-75) of the quantified
MRNA in the four diagnostic groups. Messenger RNA levels were higher in
IF/TA group for all the genes evaluated. Statistically significant differences were
observed for the CTGF and TGF-B mRNA expression levels between the
groups IF/TA and AR and IF/TA and CIN. For the KIM-1 gene a significant
difference was present between groups IF/TA and CIN and AR and CIN. These
data is also presented in Figure 1 as box-plot representations of the logarithmic

transformed data of the normalized mRNA for each group. In addition it was
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observed that the expression of CTGF, TGF-B and KIM-1 increases, although
not significantly, with the intensity of fibrosis observed in the pathological
examinations. Table 3 displays the median values of mMRNA expression levels

for each IF/TA score of the Banff classification.

Here Table 2

Here Figure 1

Here Table 3

In figure 2 it is demonstrated the correlations between each pair of
genes. An elevated correlation between mRNA levels of expression was found.
All correlations, CTGF and TFG-B (r= 0.871) , KIM-1 and CTGF (r= 0.725) and

KIM-1 and TGF- 8 (r = 0.720) were statistically significant (P<0.01).

Here Figure 2

Receiver operating characteristic curves were generated in order to find
the cut-off points for the analysis of the diagnostic parameters of IF/TA and are
shown in Figure 3 along with the diagnostic parameters and the area under the
curve (AUC) values. The observed accuracy of the AUCs was very similar for
the CTGF, TGB B and KIM-1 genes. The combined analyzes for pairs of genes

lead to an increment in sensitivity to 89% (TGF- B and KIM-1) and the best
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accuracy was obtained with the combined analysis of TGF- 8 and CTGF (72%).
The combined analysis of the three genes did not improve the diagnostic

parameters.

Here Figure 3

Discussion

Fibrosis of the renal tissue is the final phenotypic manifestation of chronic
renal diseases, including grafted organs, and ultimately originates from an
excessive accumulation of components from the extra cellular matrix (ECM) (6).
During the fibrosis process fibroblasts migrate to the damaged tissue, where
they produce and remodel the ECM resulting in healing and reconstitution of the
connective tissue (7). In the present study we found an increased expression of
the fibrosis related genes CTG-F, TGF- and KIM-1 in for cause kidney
transplant biopsies classified as having IF/TA according to the Banff
classification.

Connective tissue growth factor directly stimulates the adhesion of
fibroblasts, a process that probably derives from the interaction of this molecule
with the integrins. CTGF is a member of the CCN (ctgf/cyr61l/nov) protein
family, that act through the integrins and heparan proteoglicane sulphate,
signaling the modulation of the functional activities of other extra cellular
binders, such as cytokines, growth factors, morphogenes and extra cellular
matrix components (8,9). In fibroblasts culture CTGF stimulates the production
of several components of the extra cellular matrix (10). The relationship

between the CTGF and TGF-B in the ECM synthesis has been demonstrate.
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Both molecules induce collagen expression in mesangial cells but, only TGF-
stimulates it tubular epithelia. Nevertheless, the CTGF induces tenascine C
expression, which is demonstrable in several types of renal tubular lesions and
facilitates the process by which epithelial cells acquire the characteristics of
mesenchymal/fibroblast cells, during renal fibrosis process (11). Besides, CTGF
might exert its stimulating effect on TGF-, promoting the fibrotic response of
this molecule in the proximal tubule of human cells (9,12). Our findings are
supportive of this interaction in kidney transplant recipients with graft fibrosis.
Even though we did not perform mechanistic studies a very high correlation
between these molecules mRNAs was found. CTGF has being previously
studied in kidney transplant recipients by Cheng and collaborators who found
elevated levels of CTGF in the urine (13). Their findings are in keeping with the
CTGF results in the present study where we demonstrated increased mRNA
expression in patients with IF/TA.

Transforming growth factor- is a member of the TGF- cytocine super
family (14). It is present in endothelial cells, smooth muscle vascular cells,
myofibroblasts, macrophages, cytoplasm of the tubular epithelial cells and in
small interstitial areas (15,16), fulfilling repairing functions through collagen
synthesis and angiogenesis. TGF- is also involved in the pathogenesis of renal
disease, since it stimulates the proliferation of mesangial cells, synthesis of the
ECM components, inducing phenotypic changes of the epithelial cells in the
renal tissue (17,18).

Under normal circumstances TGF-B1 expression is down regulated once
the healing process is completed. When this negative feed back does not occur

an accumulation of the extra cellular matrix takes place leading to tissue fibrosis
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(19,20). This is possibly an operative mechanism in the progressive scarring of
renal grafts undergoing either chronic alloantigen mediated injury (chronic
rejection) or chronic calcineurin inhibitor nephrotoxicity. In the present study we
find increased TGF-B mRNA in the biopsies of patients with IF/TA. Previously
Sharma and collaborators have reported a significant association between
intragraft TGF-beta 1 mRNA expression and renal allograft interstitial fibrosis
(21). Latter, Mas and collaborators found increased TGF-B mRNA levels in the
urine of kidney transplant recipients as compared to normal controls suggesting
a possible role of this molecule as a biomarker for chronic allograft nephropathy
(22).

Kidney injury molecule — 1 is a recently described protein that probably
has an important role in fibrosis processes (23). It is a type | transmembrane
glicoprotein with domains constituted by immunoglobulin and by mucin in the
extra cellular portion (24). The cytoplasmic domain is relatively short and has a
potentially phosphorilated site, indicating that KIM-1 is perhaps involved in
molecular signalling (25). KIM-1 is predominantly expressed in Th2 cells (26)
and acts in the kidney as a phosphatidyl serine receptor responsible for the pick
up of apoptotic cells and exosomes. In humans it has been demonstrated that
apoptotic and necrotic cells of the tubular lumen were phagocytated by KIM-1
expressing epithelial cells which were located, predominantly, in the proximal
apical membrane (27). KIM-1 upregulation has being demonstrated in the
dedifferentiated tubular epithelium following injury by toxins as an early
epithelial cell response (28, 29).

The above information lends support to the notion that by acting in the

phagocytosis and reparation processes KIM-1 is also involved in the

57



development of fibrosis. In fact, a recent study with renal biopsies showed that
KIM-1 was significantly expressed in the apical side of the dilated tubules and in
fibrotic areas of the renal tissue (30). These authors found increased KIM
MRNA expression in the grafts of patients with IF/TA as compared to other
causes of renal dysfunction confirming our previous results (31). Interestingly
and giving support to our data, urinary KIM-1 levels were found to be an
independent predictor of late allograft loss in two recent studies (32, 33).

KIM-1 was initially proposed as a marker for acute tubular damage (34).
Later it became evident that this molecule may signal other processes including
fibrosis. It is perhaps surprising, in the present study, that this molecule was not
over expressed in patients with acute tubular necrosis. This finding is probably
explained by the timing of the surveillance biopsies in kidney grafts with delayed
graft function. KIM-1 is an early marker for ATN and the biopsies in this subset
of patients are typically done after one or two weeks following transplantation, a
time when message for KIM-1 RNA is no longer present.

It is interesting to notice that mMRNA expression of the molecules here
evaluated presented, except for the CTGF gene in the IF/TA Ill category a
stepwise increment of expression as the intensity of fibrosis increased. The
small sample size in each category is perhaps the reason for the lack of
statistical significance.

We believe that molecular tools, including RT-PCR and newer platforms
such as DNA microarrays and microRNAs have a great potential to improve and
sophisticate the pathological diagnoses. Besides, the evolution of these tools to
properly validated non-invasive molecular tests will probably evolve into

accurate biomarkers that could be used for diagnosis of clinical and sub-clinical

58



injuries, to prognosticate and to guide immunosuppressive therapy in organ

transplant recipients.
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Table 1: Demographics and transplant data.

ATN AR CIN IF/ITA P

Pathologic diagnosis 9) (49) (10) (29)

Age (mean + SD) 44+14 40+14 42+11 41+11 0.848
Gender (male/female) 6/3 34/15 713 14/15 0.289
Ethnicity (caucasian/non-caucasian) 8/1 45/4 9/1 26/3 0.951
HLA mismatches (A,B,DR; mean = SD) 3.0£1.2 3.2+0.9 2.7+0.6 3.40+1.1 0.641
Induction (Basiliximab/Thymoglobulin) 3/2 12/3 3/0 11/1 0.414
Donor (deceased/living) 9/0 30/19 3/7 20/9 <0.05%
Serum creatinine (mg/dL; mean + SD) 6.4+1.9 4.5+2.3 2.0+£0.71 3.5+1.6 <0.05°
Cold ischemia time (hr; mean + SD) 23.6+5.7 16.4+6.1 13.3+9.6 16.7+7.1 <0.05°

Time to biopsy (days; median (25-75)) 17(11-62) 14(9-48) 39(18-198) 672(242-1752) <0.05"
Last PRA (%; mean = SD):
Class | 5.4+16.3 3.6x17.0 1.5+4.7 12.2+25.1 0.227
Class IIt 25.3+38.8 3.3+12.8 0 19.4+30.7 0.018

ATN = acute tubular necrosis; AR = acute rejection; CIN = calcineurin inhibitor nephrotoxicity;

IF/TA = intersticial fibrosis and tubular atrophy. *Residual analysis for ATN (deceased donor > living donor)

b.¢Tukey HSD (ATN > CIN and IF/TA) and ¢ (ATN > CIN); ¢Kruskall Wallis (IF/TA > all other group);

1 Hypothesis test summary by Kruskal Wallis revealed a statistically significant difference (P <0.05). Pairwise comparisons did not reveal

significant differences.
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Table 2: Median and percentiles values (P25 — P75) of CTGF, TGF- and KIM-1 mRNA

expression levels in kidney biopsies in the different histopathologic diagnostic groups.

Group CTGF TGF-B KIM-1

ATN 4.29 (1.34-24.39)* 6.28 (2.51-30.52)* 5.90 (0-23.51)*

AR 4.17 (0.87-21.43)* 5.46 (2.07-16.01)° 4.79 (0.92-34.07)°
CIN 2.63 (1.35-8.58)" 1.48 (0.37-2.50)° 0.09 (0-0.58)'

IF/TA 67.65 (6.24-375.40)¢ 51.27 (8.65-219.34)" 26.17 (3.38-294.53)'

ATN = acute tubular necrosis; AR = acute rejection; CIN = calcineurin inhibitor
nephrotoxicity; IF/TA = intersticial fibrosis and tubular atrophy.

Kruskal Wallis analysis was used for the comparisons of medians between groups.
* None of the other comparisons presented statistically significant differences.
P<0.01:g>a;h>b;h>e;i>f

P<0.05:g>d;c>f
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Table 3. Median and percentiles values (P25-P75) of CTGF, TGF-B and KIM-1 mRNA
expression levels in kidney biopsies in three different grades of severity of IF/TA
according the Banff classification.

Grade CTGF TGF-B KIM-1
(P value) (0.346) (0.058) (0.410)
IF/TA 12 7.01 (0.45-1.555) 15.03 (1.41-31.89) 7.57 (0.33-184.94)
IF/TA II° 112.16 (61.0-356.59) 77.35 (51.18-310.98) 29.08 (11.33-930.83)
IF/TAN®  49.16 (5.75-896.19)  83.35 (5.40-861.70) 57.65 (3.70-279.78)

IF/TA = intersticial fibrosis and tubular atrophy

& Mild interstitial fibrosis and tubular atrophy;

® Moderate interstitial fibrosis and tubular atrophy;

¢ Severe interstitial fibrosis and tubular atrophy/loss.
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 3
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Legends to the figures.

Figure 1. The box-plot representation graphics showing the logarithmic
transformed medians and P25-P75 values if the quantification levels of
normalized mRNA (24°T). CTGF, TGF-B, KIM-1 mRNA expression levels in
kidney tissue in the diagnostic groups ATN, AR, CIN and IF/TA are presented.
For the CTGF and TGF-B genes mRNA levels were significantly higher in IF/TA
as compared with CIN and AR. For the KIM-1 gene levels in IF/TA group were
higher than the CIN group. Statistical values are shown in Table 2. ATN = acute
tubular necrosis; AR = acute rejection; CIN = calcineurin inhibitor-induced

nephrotoxicity; IFTA = interstitial fibrosis and tubular atrophy.

Figure 2. Spearman’s correlation between the mRNA levels of expression of
CTGF, TGF-B and KIM-1 genes in kidney allograft biopsies. An elevated
correlation between genes are observed. Correlation coefficients in the order
they are presented in the figure are 0.871, 0.725 and 0.720. The significance

levels are P<0.01 for all correlations.

Figure 3. Receiver operating characteristic curves for gene expression to the
diagnosis of IF/TA of kidney allograft biopsies. AUC = area under the curve;
PPV = positive predictive value; NPV = negative predictive value. Values for the

diagnostic parameters are shown in percentages.
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Abstract

Non invasive analyses of kidney injury molecule-1 messenger RNA in

kidney transplant recipients with graft dysfunction.

Background: Kidney graft fibrosis is a major factor related to chronic loss of
kidney function. At present, the finding of fibrosis depends on the analysis of
tissue in the renal biopsy which has important limitations. In this study we
evaluated the mRNA transcription and gene expression of KIM-1 in kidney
tissue and in urinary sediment cells of kidney transplant patients with graft
dysfunction aiming at the development of techniques that may allow the
noninvasive diagnosis of IF/TA.

Patients and methods: RNA extracted from cells in tissue and urine of 77
renal transplant patients whose biopsies were classified according to the Banff
scheme-2007. Four diagnostic groups were established: (1) acute tubular
necrosis (ATN; n=9); (2) acute rejection (AR, n = 49); (3) acute calcineurin
inhibitors nephrotoxicity (CIN, n = 10); and (4) interstitial fibrosis and tubular
atrophy (IFTA, n= 29). Tissue and urine cell RNA was amplified and
quantification were made by real-time PCR. Data from the quantification of gene
expression are presented as median and percentiles 25 to 75.

Results: Messenger RNA levels of the KIM-1 gene were higher in the biopsies
(26.17; 3.38-294.53) and urinary sediment cells (0.09; 0-5.81) of the patients
classified as having IF/TA as compared with all others groups. A significant
correlation between gene expression in samples of urine and tissue cells was
found (P <0.01).

Conclusion: These initial data suggests that KIM-1 gene mRNA quantification

can be used as a noninvasive biomarker of IF/TA.
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Introduction

Kidney fibrosis is a major factor related to chronic graft loss. Currently the
diagnosis of interstitial fibrosis and tubular atrophy (IF/TA) depends on the
analysis of graft biopsies (1). The development of non-invasive biomarkers
would be important for better graft monitoring. Kidney injury molecule -1 (KIM-1)
is a protein present in toxic and ischemic acute renal injury and in chronic
kidney diseases (2-4). In this study we evaluated the mRNA transcription and
gene expression of KIM-1. in kidney tissue and in urinary sediment cells (USC)
of kidney transplant patients with graft dysfunction.

Patients and methods

Seventy-seven kidney transplant recipients who undertook an indication
graft biopsy between January 2008 and December 2009 were included. At each
biopsy one-third of a core was immediately frozen in liquid nitrogen for later
molecular analyses. Urine samples were obtained immediately before biopsy,
USC were isolated and frozen until RNA extraction. Pathologic analyzes were
performed according to the Banff 2007 classification (1). The biopsies were
classified in 4 diagnostic groups: (1) acute tubular necrosis (ATN, n = 9); (2)
acute rejection (AR, n = 49); (3) acute calcineurin inhibitors nephrotoxicity (CIN,
n = 10); and (4) interstitial fibrosis and tubular atrophy (IFTA, n= 29). Tissue and
USC RNA was extracted, reversed transcribed and amplified by real-time
polymerase chain reaction polymerase (TagMan, ABI-PRISM 7000 SDS,
Applied Biosystems) using specific primers (HAVCR-1, Applied Biosystems) for
the KIM-1 gene and 18s rRNA as an endogenous control. The analysis of the
amplified products were performed by the relative quantification method 2724°T.

Data are presented as means * standard deviations and medians and
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percertiles (P25-75) values. Multiple comparisons where made by Tukey’s test,
and nonparametric data was analyzed by Kruskal-Wallis test. P levels lower
than 0.05 were considered statistically significant.

Results

Patients were predominantly males (79%), caucasians (87%) and 78%
received grafts from deceased donors. A significantly higher serum creatinine,
at the day of the biopsy, was observed in the ATN group (6.4+1.9 mg/dL) as
compared to the patients classified in the CIN (2.0£0.71 mg/dL) and IF/TA
groups (3.5£1.6 mg/dL) (P<0.05). The group with AR (4.5+2.3 mg/dL) also
presented higher serum creatinine as compared to the CIN group (P<0.05).
Cold ischemia time was significantly higher in the ATN group (23.6+5.7 hours)
as compared to the CIN group (13.3£9.6 hours) (P<0.05). Time interval
between the transplant surgery and graft biopsy was higher in the IF/TA group
(672; 242-1752 days) as compared to other groups (P <0.05).

Figure 1 shows KIM-1 mRNA quantifications from tissue and UCS. KIM-1
MRNA levels were higher in the biopsies with IF/TA (26.17; 3.38-294.53) as
compared with all others groups (P<0.01). Also the AR (4.79; 0.92-34.07) had
a higher expression than the CIN group (0.09; 0-0.58) (P < 0.05). Likewise KIM-
1 mRNA levels were higher in the UCS of IF/TA biopsies (0.09; 0-5.81) as
compared with ATN (0; 0-0.52), AR (0; 0-2.0) and CIN (0-0; P< 0.05). In
addition, a significant correlation between gene expression USC and biopsies
was found (P <0.01).

Discussion
KIM-1 is a type | transmembrane glicoprotein with immunoglobulin and

by mucin domains the extra-cellular portion. The cytoplasmic domain is
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relatively short and has a potentially phosphorilated site, indicating that KIM-1 is
perhaps involved in molecular signalling. The ectodomain is cleaved by a
metalloproteinase and released in urine (5,6). KIM-1 expression in
dedifferentiated tubular epithelium suggests that this protein is involved in the
processes of tubular fibrosis and that may also play a role as a biomarker for
proliferation in regenerative mechanisms (7). We have previously shown
increased KIM-1 mRNA transcription in biopsies of kidney transplant recipients
with IF/TA and chronic calcineurin inhibitor nephrotoxicity. In this study we
confirmed our previous findings in another cohort and expanded by showing it is
also significantly increased in UCS (8). These data suggests that USC KIM-1
MRNA quantification may be used as a non-invasive biomarker of fibrosis in
kidney grafts with IF/TA.
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Legend to Figure 1.

The box-plot representation graphics showing the logarithmic
transformed medians and P25-P75 values if the quantification levels of
normalized mRNA (22°T). KIM-1 mRNA expression levels in kidney tissue and
in urinary sediment cells in the diagnostic groups ATN, AR, CIN and IF/TA are
presented. KIM-1 gene mRNA levels were significantly higher in IF/TA as
compared with CIN (P<0.01; panel A) and (P< 0.05; panel B). ATN = acute
tubular necrosis; AR = acute rejection; CIN = calcineurin inhibitor-induced

nephrotoxicity; IFTA = interstitial fibrosis and tubular atrophy.
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Capitulo 6. Consideracdes finais
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Os achados do presente estudo permitem as seguintes consideracdes finais:

1. Os resultados revelam expressdo aumentada do mRNA dos genes
CTG-F, TGF-B e KIM-1 nos processos de IF/TA quando comparada aos
demais grupos de bidpsias de pacientes com disfuncéo do enxerto renal. Esses
achados apresentam plausabilidade biologica em relacdo aos mecanismos de
acdo das proteinas codificadas por estes genes nos processos de fibrose
tecidual. Os dados do presente trabalho mostram elevada correlacdo entre na
expressao dos trés genes nas amostras de bidpsias, indicando que essas
moléculas s&o igualmente fortes candidatas a biomarcadores das lesbes

fibroticas de aloenxertos renais;

2. As evidéncias de que a avaliacdo da expressdo do mRNA de CTGF,
TGF-B e KIM-1, por RT-PCR, sejam marcadores acurados no diagnéstico da
fibrose, foram obtidas pela analise das respectivas AUCs. Além disso,
demonstramos que a expressao génica se intensifica a medida em que o grau
de fibrose observado na bi6psia aumenta. Atribuimos a falta de significAncia

estatistica desse ultimo achado a falta de poder estatistico da amostragem;

3. Na area da genbmica funcional a introducdo da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) apés a transcricdo reversa do RNA por agdo da enzima
transcriptase reversa, permitiu o descobrimento de perfis transcriptdmicos de
varias doencas e vem ganhando espaco nos laboratérios clinicos e de
pesquisa por apresentar a capacidade de gerar resultados quantitativos. O uso

dessa e de outras ferramentas da biologia molecular, associada aos critérios
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morfologicos e clinico-laboratoriais convencionais, devera permitir diagnosticos
mais precisos e um entendimento mais aprofundado da fisiopatologia da

doenca renal cronica do enxerto renal.

4. A precocidade no diagnoéstico, acompanhada de alta sensibilidade e
especificidade, € certamente uma das maiores vantagens da utilizacdo da
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real no diagndstico da doenca
renal, pois ao prever a formacao da proteina, pela expresséo génica, a qual ira
manifestar e desencadear fibrose intersticial e atrofia tubular, poderemos
intervir e direcionar um tratamento mais correto ao paciente, de modo que este
ndo venha a manifestar esse processo patoldgico. Curvas ROC mostraram boa
sensibilidade e especificidade em relacdo a quantificacdo da expressédo dos

genes estudados por RT-PCR .

5. Cabe ao patologista classificar, graduar e avaliar as alteracdes
histopatolégicas nas lesfes de biopsias de transplantados renais, atualmente
baseado na classificacdo Banff 2007, que é o padrdo-ouro para o diagndstico
das afecgdes dos transplantes renais. No entanto, o uso de ferramentas
moleculares pode revelar processos de agressdo aos enxertos ainda nao
detectaveis pelos métodos histopatologicos. Desta forma tais ferramentas
deverdo se incorporar aos procedimentos diagndsticos na avaliacdo dos

transplantes renais.
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Banco de Dados
Identificacéo:

Nome:
Amostra:
Prontuario:

Dados do receptor:

Idade:

Sexo:

Raca (branco/ ndo branco):

Doenca bésica: ( ) Diabetes mellitus ( ) Hipertensdo arterial sistémica
( ) Doenca policistica ( ) Pielonefrite cronica ( ) Uropatia obstrutiva
() Nefrite hereditaria

Citomegalovirus receptor: IgG: IgM:

Tipagem HLA:

AC_,_);B(_,_);DR(_,_)

Orgéao recebido de doador:

Vivo: Idéntico ( ); 1 Haplo ( ); Distinto ( ); Nao relacionado ( )
Falecido: numero de incompatibilidades:

Hepatite B ( ) Hepatite C ( )

N° de gestacgoes:

N° de transfusfes sanguineas:

N° de transplantes prévios:

Painel pico: Linfocitos T ; Linfocitos B
Painel atual: Linfocitos T : Linfécitos B

Dados do doador:

Nome:

Idade:

Sexo:

Doador: ( ) Vivo ( ) Falecido

Causa da morte ( se doador falecido): ( ) AVC isquémico ( ) AVC hemorragico
( ) Trauma ( ) Tumor SNC ( ) Outros

Co-morbidades:
( ) Hipertensao arterial sistémica; ( ) Diabetes mellitus; ( ) Outra, qual:__
Creatinina do doador:
Basal:
Na retirada:
Tipagem HLA:
A(__)B(_)DR(_ )
Citomegalovirus doador: IgG: __ IgM:
Doador de critérios expandidos (sim/ndo):._
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Dados da cirurgia e do transplante:

Data do transplante:

Tempo de isquemia fria (horas:minutos):

Tempo de anastomose (minutos):

Imunossupressao:

( ) ATG; ( ) Basiliximab; ( ) Prednisona; ( ) Micofenolato; ( ) Tacrolimus
( ) Ciclosporina; ( ) Sirolimus; ( ) Everolimus; ( ) Azatioprina

Dados da bidpsia:

Data:

Tempo pos-transplante na biopsia:

Creatinina na biopsia:

Uréia na bidpsia:

Nivel sérico de IC na bidpsia: __ () Ciclosporina; __ () Tacrolimus
Diagnostico anatomopatolégico (AP) na bidpsia:

( ) Necrose tubular aguda; ( ) Rejeicdo aguda; ( ) Nefrotoxicidade aguda por
inibidores de calcineurina; ( ) Fibrose intersticial e atrofia tubular; ( ) Normal

Biopsia em DGF (Sim/N&o):

Diagnostico poés revisdo AP+clinica :

( ) Necrose tubular aguda; ( ) Rejeicdo aguda; ( ) Nefrotoxicidade aguda por
inibidores de calcineurina; ( ) Fibrose intersticial e atrofia tubular; ( ) Normal

Dados das analises moleculares:

indice 260/280 nM tecido renal:
indice 260/280 nM urina:
Quantificacdo KIM-1 tecido renal:
Quantificacdo TGF-B tecido renal:
Quantificacdo CTGF tecido renal:
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