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RESUMO

Introducéo. A rejeicdo aguda (RA) permanece entre as principais causas de perda de enxertos
renais. A disponibilidade de biomarcadores prognosticos de RA no periodo pré-transplante
poderia ser util na individualizacdo do tratamento destes pacientes. Neste estudo avaliamos o
potencial da mensuracdo do RNA mensageiro de diferentes genes envolvidos na resposta
alogénica como biomarcadores progndsticos pré-transplante.

Material. Foram coletadas amostras pré-transplante de 51 pacientes que receberam enxertos
renais entre 2008 a 2009. Realizou-se a mensuracdo da expressdo do mRNA dos genes TIM3,
FOXP3, Perforina, CXCL-9, CXCL-10 e Granulisina, em células mononucleares do sangue
periférico através da técnica de PCR em tempo real. Os resultados da expressdo génica foram
correlacionados com a ocorréncia de RA, presenca de infecgdes virais e bacterianas em até 1 ano
e com a funcdo do enxerto renal aos 1, 6 e 12 meses pos-transplante.

Resultados. Os genes TIM3, FOXP3, Perforina e CXCL-9, ndo apresentaram significancia
estatistica nos grupos que apresentaram ou ndo episodios de rejeicdo aguda. A expressdo génica
de CXCL-10 e Granulisina foi significativamente menor no grupo que apresentou rejeicao aguda
(P<0,05). N&@o houve diferenca significativa na correlacdo entre pacientes que desenvolveram
infeccdo viral ou bacteriana no pos-transplante renal. O mesmo resultado foi encontrado na
avaliacdo da funcéo renal do enxerto.

Conclusdo. A analise da expressdo dos genes avaliados neste estudo no momento prévio ao
transplante renal ndo foi preditor da ocorréncia de rejeicdo aguda, infeccdes virais ou bacterianas

ou da funcgdo do enxerto até um ano pos-transplante.



ABSTRACT

Background. Acute rejection (AR) remains a significant risk factor for kidney-graft failure.
Availability of AR prognostic biomarkers during pre-transplant could be helpful to individualize
patient’s immunosuppressive treatment. In this study we evaluated the measurement of RNA
messenger of different genes involved in the allogeneic response as potential biomarkers of
kidney graft rejection.

Methods. Pre-transplant samples were obtained from 51 kidney-grafted patients between 2008
and 2009. Expression of the messenger RNA from peripheral blood mononuclear cells of the
TIM3, FOXP3, Perforin, CXCL-9, CXCL-10, and Granulisine genes was measured by real-time
PCR technique. Gene expression results were associated with AR occurrence, the presence of
bacterial and viral infections up to one year after grafting , and with kidney-graft function at 1, 6,
and 12 months.

Results. Expression of the TIM3, FOXP3, Perforin and CXCL-9 genes were not correlated with
episodes of acute rejection. CXCL-10 and Granulisine gene expressions were significantly lower
in the group that presented acute rejection (P<0.05). No significant differences in mRNA
expression were observed in patients with infections after kidney transplantation and kidney
graft function was not correlated with gene expression.

Conclusions. As evaluated in the present study pre-transplant gene expression profiles were not

predictive of acute rejection, infection or graft function.
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CAPITULO 1. INTRODUCAO
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Ao longo da histéria a humanidade tentou de diversas maneiras a realizacdo de
transplantes, porém sem o conhecimento dos fendmenos biolégicos implicados na interacéo
entre 0 receptor e 0 doador. O sucesso do transplante de 6rgdos sélidos, no entanto sé foi
alcangado no século XX, gracas aos progressos marcantes nas técnicas cirargicas, imunologia
dos transplantes e mais recentemente, no desenvolvimento de drogas imunossupressoras capazes
de controlar a rejeicdo dos enxertos. A transplantacdo de 6rgdos constituiu um dos principais
progressos da medicina nas Ultimas décadas, representando profundas transformacdes na vida de
milhares de doentes [1].

A partir dos anos 50, o transplante renal comecgou a ser realizado com sucesso em seres
humanos, sendo em 1959 realizado nos Estados Unidos o primeiro transplante bem sucedido,
realizado entre gémeos univitelinos. No Brasil, o primeiro transplante foi realizado seis anos
mais tarde. Atualmente o transplante renal constitui a terapia de escolha em pacientes com
insuficiéncia renal cronica, j& que apresenta melhores resultados em relagdo tratamentos como a
didlise, oferecendo melhor sobrevida aos pacientes [2-5].

A possibilidade de rejeicdo do 6rgdo é um importante fator a ser analisado, e sendo assim
uma melhor compreensdo de seus mecanismos é fundamental na abordagem terapéutica do
receptor e na adequacdo da imunossupressao [6].

A rejeicdo aguda (RA) esta entre as maiores causas de perda do enxerto renal nos
primeiros anos pos-transplante e esta relacionada a uma serie de complicagcbes, como o
desenvolvimento da disfuncéo cronica (DC) e a faléncia renal [7, 8]. Em qualquer dos casos a
sua influéncia negativa na sobrevivéncia do enxerto é descrita [9]. Os novos protocolos
imunossupressores diminuiram a incidéncia da rejeicdo aguda significativamente, no entanto a

sobrevida em longo prazo apresentou melhora apenas limitrofe devido principalmente as perdas



14

de enxertos pela condicdo atualmente denominada fibrose intersticial com atrofia tubular
(IF/TA). Além destes, outros fatores contribuem para a perda de enxertos tais como a morbidade
causada pela imunossupresséo, infeccdes, diabetes mellitus, hipertensdo arterial, obesidade,
todos implicando também na sobrevida dos pacientes [10].

As tecnicas de biologia molecular vém apresentando grandes avangos nos ultimos anos.
Estas técnicas sdo potencialmente utilizdveis na monitorizacdo dos transplantes renais,
possibilitando diagndsticos precisos, ndo-invasivos e elucidacdo de mecanismos que possam vir
a ser Uteis na predicdo dos processos nocivos aos transplantes [11, 12].

O estudo de genes que possam ser preditores dos processos de rejeicdo pode visar
também a adequacdo dos regimes de imussupressdo para condi¢des de menor toxicidade. Sendo
assim a capacidade de prevera rejeicdo antes da ocorréncia de lesdo irreversivel permitiria
estratégias imunossupressoras mais eficazes, levando a melhoras em desfechos como rejeicdo
aguda e funcédo do enxerto.

Até o presente momento maioria dos estudos que evidenciaram genes candidatos a
marcadores do desenvolvimento de rejeicdo aguda, foram realizados ap6s o transplante.
Consideramos, no entanto que, um teste preditivo pode ter maior valor clinico se puder antecipar
0 risco antes da realizacdo do transplante, o que poderia levar a escolha de estratégias

imunossupressoras mais eficazes.
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CAPITULO 2. REFERENCIAL TEORICO
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2.1 Imunologia do Transplante

A substituicdo eficiente de um o6rgdo doente ou danificado foi aguardada por muito
tempo. Todavia, para que isto se tornasse realidade seria necessario romper a limitacdo imposta
pela resposta imune do receptor ao tecido transplantado. Para isso uma maior compreensdo dos
mecanismos imunolégicos envolvidos na transplantacéo de 6rgéos foi essencial [13, 14].

A incompatibilidade no sistema sanguineo ABO é a primeira barreira no processo da
transplantacdo de um érgdo, seguida pela compatibilidade no sistema HLA (Human Leukocytes
Antigen), e na sequéncia séo realizadas as provas cruzadas e as pesquisas de anticorpos anti-
HLA do doador. Assim, em um transplante renal ABO compativel, os antigenos tissulares que
compdem o sistema HLA séo os principais alvos moleculares da rejeicéo [15].

Diante da possivel disparidade genética entre o doador e o receptor, 0s enxertos podem
ser classificados em: enxertos autdlogos ou auto-enxertos, enxertos singénicos ou isoenxertos,
xenoenxertos ou heteroenxerto e aloenxertos ou homoenxertos, que sdo largamente a forma mais
utilizada [16].

Né&o hé protocolo clinico eficaz para a inducao da tolerancia aos aloenxertos. Sendo estes
enxertos imunogénicos se ndo ocorrer modificacdo da resposta imune vai ocorrer sua destruicdo
pela rejeicdo [17].

As moléculas HLA s&o glicoproteinas expressas nas superficies celulares, e apresentam a
funcéo principal de apresentar os antigenos aos linfocitos T. Estdo localizadas no braco curto do
cromossomo 6, sendo herdados em haplétipos e subdivididos em duas grandes classes de acordo
com sua estrutura e local de expressdo: HLA de classe | e HLA de classe 1l. A regido da Classe |
consiste nos loci HLA-A; HLA-B; HLA-C e estdo presentes na membrana citoplasmatica da

maioria das células nucleadas que incluem os linfocitos T e B, células de &rgdos
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parenquimatosos e plaquetas, sendo esses alvos dos linfocitos T citotdxicos. A classe 11 consiste
na regido HLA-D, na qual se subdivide em trés subgrupos: HLA-DP, HLA-DQ e HLA-DR, que
sdo encontrados na maioria das vezes nos linfocitos B, células apresentadoras de antigenos
(APCs) como: macrofagos e células dendriticas; células T ativadas, endotélio vascular e algumas
celulas epiteliais timicas. A determinacdo destes antigenos é de importancia significativa uma
vez que quanto maior a compatibilidade entre o doador e o receptor maior a probabilidade de
sobrevida em longo prazo dos transplantes [18].

A resposta imune a um enxerto consiste no mecanismo da resposta celular (mediada
pelos linfocitos) quanto pelo mecanismo da resposta humoral (mediada por anticorpos). Os
linfocitos T representam o papel central na rejeicdo de enxertos, porém entre as diversas formas

celulares participantes estdo os macrofagos, leucécitos e plasmdcitos [16, 19].

2.1.1 A Rejeicdo

O processo origina-se a partir do aumento da expressao de mediadores inflamatdrios e de
moléculas de adesdo, levando a intensa migracdo leucocitaria, assim como de células
apresentadoras de antigenos para o enxerto. Os linfocitos T CD8+ do receptor fazem o
reconhecimento dos antigenos HLA de classe | ndo proprios no enxerto, originando uma série de
atividades mediadas por leucdcitos (macrofagos, células T citotoxicas (CD8+) e auxiliares
(CD4+) e plasmdcitos). A partir de entdo as interleucinas, serdo responsaveis pelo
desencadeamento da expansdo clonal das células efetoras e anticorpos com acéo citolitica [18].

A resposta imune inicia com o reconhecimento e captacdo de antigenos do doador por
APCs, que os apresentam as células auxiliares (CD4) do receptor. Esta apresentagdo ocorre na

fenda dos seus antigenos de classe Il, na forma de pequenos peptideos que sdo apresentados ao
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receptor de células T (RcT) dos linfocitos CD4+. Os linfocitos T reconhecem o0s antigenos
dentro de uma molécula de HLA, apresentados pelas APCs aos receptores de células T (TcR),
das células CD4+. O TcR encontra-se associado ndo covalentemente a moléculas CD3,
encarregadas da transmissdo do sinal de ativacdo para o citosol das células. O contato das
moléculas CD4+ se d& nas porg¢des ndo polimdrficas (a2 ¢ p 2) do HLA de classe II, e o contato
das moléculas CD8+ se d& com a porg¢do ndo polimoérfica (o 3) do HLA de classe I. Existem duas
vias pelas quais as moléculas de HLA podem ser apresentadas para a ativacao de linfécitos T de
um receptor: via de apresentacdo direta e via de apresentacéo indireta [11, 16].

Na via direta de alorreconhecimento os linfocitos T do individuo transplantado
reconhecem os antigenos polimorficos presentes na superficie das células do doador (peptideos
apresentados dentro de moléculas HLA em APCs do doador), que podem ser desde células
dendriticas presentes no 6rgdo, como células endoteliais dos vasos do enxerto, até células do
parénquima do 6rgdo que expressam moléculas de HLA. Na via indireta de alorreconhecimento
os linfécitos T reconhecem antigenos polimdrficos processados e apresentados na forma de
peptideos, dentro de moléculas HLA, presentes na superficie celular das APC do préprio
receptor. A importancia relativa das vias direta e indireta na rejeicdo ao enxerto ndo esta clara,
mas sugere-se que os linfocitos T citotoxicos CD8+ induzidos pelo reconhecimento direto de
aloantigenos sejam mais importantes na rejeicdo aguda, em contra partida as células T CD4+
efetoras estimuladas pela via indireta, teriam um papel mais relevante na rejeicao cronica (Figura

1) [15, 16].
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Figura 1. O reconhecimento dos antigenos do doador pelo linfocito T do receptor pode ser feitos atraves
de apresentacdo por célula do proprio doador (via direta) ou por célula do receptor (via indireta). No
primeiro caso, 0 leucdcito passageiro presente no 6rgao transplantado apresenta antigeno proprio, e 0
complexo peptideo mais molécula do HLA serd reconhecido como estranho. No segundo caso, a
molécula do HLA do doador processada por célula apresentadora de antigeno do receptor é apresentada
ao linfécito do receptor (linfocito alorreativo)[15].

Desta maneira a molécula HLA do doador é tratada como qualquer antigeno estranho.
Ela é processada e apresentada em moléculas HLA classe Il para a ativacdo de LT CD4+, os
quais sdo ativados em um padréo de resposta Thl (helper). Tanto a via direta como a indireta
ndo sdo excludentes entre si e, muito provavelmente, os dois mecanismos operam no
alorreconhecimento, no desencadeamento da resposta imune e consequentemente na rejeicéo de
6rgdos [16]. As células Th (helper) sdo ativadas por APC derivadas da medula dssea e
expressam moléculas HLA de classe T1. As APCs indutoras de rejeicdo podem ser oriundas do

doador ou do receptor. Aquelas oriundas do doador estdo presentes no enxerto como “leucocitos

passageiros” (células dendriticas intersticiais) e causam ativacdo direta das células Th do
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receptor. Ja as APCs oriundas do receptor estdo localizadas nos tecidos linfoides que drenam a
regido do tecido transplantado e adquirem o antigeno liberado do transplante apresentando-o as
celulas Th do receptor, promovendo a ativacao indireta [16].

E importante salientar que o sinal gerado através do TCR durante o reconhecimento no é
suficiente para a completa ativacdo do linfécito T, desta forma sinais coestimulatérios, também
chamados de segundos sinais, devem ocorrer para a ativacdo de celulas T se complete [15, 18,
20]. A principal via coestimulatéria ¢ a via B7:CD28. As moléculas CD28 sdo expressas
principalmente em linfécitos T, na maioria CD4+, e moléculas B7 e B7-2, (CD80 e CD86
respectivamente) em APCs. Outra via coestimulatoria importante é a via CD40:CD40L . A partir
destas ocorre a traducdo dos sinais intracelulares, que por intermédio de uma cascata de ativacdo
de fatores levara a transcricdo de diversos genes e sintese de fatores de crescimento como as
diversas interleucinas, além de receptores de alta afinidade para citocinas, o que ird colaborar
para a diferenciacdo em células efetoras e para a expanséo clonal [13].

Apos a estimulagdo dos linfocitos T pela interacdo TCR com HLA mais peptideos,
ocorre aumento na concentragdo de calcio intracelular e ativagdo de varias proteinas
citoplasmaticas regulatorias, chamadas fatores de transcrigdo, entres eles destacam-se: NF-kB
(nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cell), NF-AT (nuclear factor of
activated T cells) que se liga a regides regulatorias dos genes de varias citocinas como IL-2, IL-
4, Interferon-y e TNF- a (Fator de Necrose Tumoral). A ativagdo da imunidade celular, seguida
de resposta do tipo hipersensibilidade tardia com a ativacdo de macréfagos, mondcitos e
linfocitos T CD8+ parece ser o0 mecanismo final de agressdo celular ao enxerto, sendo estes
linfocitos os responsaveis pelo reconhecimento e a destruicdo da célula alvo. Para tanto o

mecanismo final inclui os mediadores citoliticos como as granzimas e a perforina que ficam
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estocadas no citoplasma dos linfocitos T CD8+, em granulos semelhantes aos lisossomos,
ocorrendo ativacao celular ocorre a migracdo para a membrana citoplasmaética, fundem-se a ela e
libera os granulos na direcdo da célula alvo. As células podem morrer por mecanismos de
apoptose ou por necrose. A morte celular pode ocorrer pela ativacdo da via Fas/Fas-L uma
potente indutora de apoptose. Estudos clinicos relataram através de técnicas de expressdo
molecular a presenca de mRNA (RNA mensageiro) de Fas-L e perforina em rins com rejei¢ao
irreversivel [16, 21]. Os principais mecanismos de reconhecimento, ativacdo e efetores da

resposta aloimune estdo sumarizados na figura 2 abaixo.

) CC_éll-lk} T Citotoxicidade
Célula T itotdxica perforina

Receptor _ N granzima
APC HLA/ w apoptose
Doador Peptideo RCT ;

Hipersensibilidade
Retardada

citocinas
IFN-v, IL-2, TNFa
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Figura 2. Mecanismos efetores de rejeicdo de aloenxertos. O reconhecimento alogénico, pelos
linfocitos T, desencadeia uma série de interacOes 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) reacdo
imunoldgica de hipersensibilidade retardada (ou tardia), com a producdo de diversas citocinas
inflamatdrias; (iii) citotoxicidade mediada por anticorpos, seja pela ativacdo da cascata do
complemento, seja com o envolvimento conjunto de células como as células NK (citotoxicidade
dependente de anticorpo).
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2.1.2 Tipos de rejeicao

Os principais tipos de rejeicdo ao enxerto renal séo a rejeicdo hiperaguda, acelerada,
aguda e a cronica [22].

A rejeicdo hiperaguda caracteriza-se por uma rapida trombose oclusiva da vasculatura do
enxerto, que tem inicio poucos minutos apds 0s vasos sanguineos do hospedeiro serem
anastomosados aos vasos do 6rgdo enxertado. A resposta hiperaguda ¢ mediada por anticorpos
pré-existentes que aderem ao endotélio, ativam complemento produzindo quimiotaxia de
polimorfonucleares e trombose intravascular. A rejeicdo ocorre de forma imediata ou dentro de
do prazo de 24 horas. Muitas vezes o processo é observado ainda no centro cirurgico pela equipe
médica que contata um rim com aspecto flacido e azulado [16, 22, 23].

Este processo decocorre da presenga de anticorpos anti-HLA dirigidos a antigenos
presentes nas células endoteliais do enxerto. Esses anticorpos reconhecem 0s antigenos do
endotélio vascular ativando o complemento e a coagulacdo intravavascular. Este tipo de rejeicéo
é muito infreqliente com uso dos métodos disponiveis da prova cruzada pré-transplante,
entretanto, incompatibilidades do sistema ABO também podem levar a perda imediata de 6rgaos
transplantados [24, 25].

Clinicamente a rejei¢do acelerada pode ser considerada como uma forma intermediaria
entre a rejeicdo hiperaguda e aguda. Ela esta relacionada & resposta imune secundaria,
usualmente por componente misto, composto por células e anticorpos citotoxicos. Clinicamente
ela se apresenta com a diminuicdo subita e importante da funcdo renal geralmente entre o
primeiro e o quarto dia pds-transplante [22].

O processo de rejei¢do aguda pode ocorrer em qualquer momento pds-operatorio, porém

0 periodo critico situa-se nos trés primeiros meses. Ela ocorre devido a ativacdo primaria dos
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linfécitos T e de varios outros mecanismos efetores. As células T sdo ativadas em resposta
principalmente as disparidades HLA produzindo citocinas que recrutam e ativam células
inflamatorias com conseqiente inflamagdo do enxerto. O componente humoral se deve
anticorpos anti-HLA de novo. Histologicamente a reacdo caracteriza-se pela presenca de um
infiltrado agudo de mononucleares freqliientemente associados a angeite e tubulite podendo
haver evidéncia de danos mediados por anticorpos, como presenca de polimorfonucleares e
glomerulite. Na analise imuno-histoquimica encontra-se infiltrado mononuclear heterogéneo de
células T, macrofagos, células B, diversos linfécitos granulares com ocasionais leucécitos
polimorfonucleares, eosindfilos e basoéfilos [26, 27]. O componente humoral é detectado pela
deposicéo, nos capilares peri-tubulares, de fracdo C4d do complemento [28].

A rejeicdo crbnica é a principal causa de perda tardia de rins transplantados, e sua
patogenia esta relacionada com mecanismos imunolégicos mediados por células T e anticorpos
[29, 30]. Caracteriza-se por fibrose, com perda da funcdo do enxerto, fato este que ocorre em
periodos tardios ao transplante podendo estar presente por longos periodos ou até mesmo anos.
Dentre os achados patologicos neste tipo de rejeicdo encontram-se arteriosclerose e
nefroesclerose relacionado a dano endotelial, fibrose intersticial relacionada a dano e reparacéo

dos elementos do intersticio e alteracfes da estrutura dos glomérulos [31, 32].

2.2 Biomarcadores

Nos ultimos 60 anos tem se observado uma explosiva evolugdo nos campos da genética e
biologia molecular: a descoberta da dupla hélice de DNA por Watson e Crick em meados dos
anos cinquenta, a conclusdo do projeto genoma humano em 2003 e o aperfeicoamento das

ferramentas utilizadas nas analises possibilitaram o mapeamento da grande variagdo estrutural
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genética humana. Com todos esses conhecimentos em ascensdo, as técnicas e 0s equipamentos
em biologia molecular passaram por grandes e importantes transformacdes [33].

O termo biomarcador foi introduzido a partir de 1989 e traduz a idéia de “marcadores
biolégicos”, onde descreve qualquer indicador mensuravel de diagndstico que pode ser utilizado
para avaliar o risco ou a presenca de doenga, levando a elucidacdo de processos fisiopatologicos
e identificando novos alvos terapéuticos [33, 34].

A utilizagdo de biomarcadores vem sendo uma ferramenta util na avaliacdo da
fisiopatogenia de diversas condi¢Ges associadas com disfun¢do do enxerto, podendo fornecer
dados prévios sobre o 6rgdo transplantado, possibilitando a elucidacdo precoce dos mecanismos
envolvidos nos ataques imunoldgicos. Além disso, a mensuracdo se da de forma rapida,
exequivel e padronizada, sendo altamente sensiveis [11, 35].

Os marcadores biologicos ganham espago na pratica clinica principalmente na
monitorizacdo do enxerto, uma vez que a dosagem serica da creatinina ndo pode ser considerada
como um indicador acurado da funcdo renal devido ao grande viés ao qual esta inerente, como
por exemplo: alteracdo em virtude a idade, sexo, hidratacdo. Além do mais as concentracdes
séricas da creatinina podem ndo mudar até que uma por¢do substancial da funcdo renal seja
perdida. A bidpsia renal é o “padrdo-ouro” para a elucidacdo das disfuncbes dos enxertos, no
entanto ela é um procedimento com potencial morbidade, elevados custos, sujeito a erros de

amostragem e a variabilidade de interpretacéo [36-38].

2.2.1 Biomarcadores: Aplicacdes no transplante renal

O alorreconhecimento, a ativagdo de linfocitos T, e a subsequente infiltracdo de células

inflamatorias séo elementos chaves no processo de rejeicdo aguda ao enxerto. Na fase efetora os
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processos citotoxicos desempenham um importante papel, que quando ativam células CD8+
secretam, entre outras moléculas, perforina e granzima B. Essas duas moléculas sdo importantes
para a atividade citotoxica do linfécito CD8+, que acarretara em danos nos tecidos e apoptose
das ceélulas alvo [39].

A identificacdo de linfocitos T citotoxicos em aloenxertos foi inicialmente demonstrada
por Strom e colaboradores, pela da fenotipagem do infiltrado mononuclear em rins com rejeicéo
irreversivel. Posteriormente, utilizando a técnica do PCR competitivo em rins com rejeigdo
aguda, pesquisadores do mesmo grupo, quantificaram o aumento da expressdo dos genes de
perforina e granzima B, que atuam na fase cito-destrutiva da resposta imune. Na continuidade,
Strehlau e colaboradores detectaram em rins com critérios histolégicos de rejeicdo aguda,
aumento significativo da expressdo dos genes que codificam para a sintese de I1L-7, IL-10, IL-15,
fas ligante, perforina e granzima B. Neste estudo a analise simultanea de perforina, granzima B e
fas ligante foram capazes de identificar rejeicdo aguda mesmo em orgdos com infiltrados leves,
com elevada sensibilidade e especificidade [40-43].

A perforina sofre polimerizacdo na presenca de ions de calcio promovendo assim a
formacdo de poros na membrana da célula alvo, permitindo a entrada da granzima B na célula
que exercerd as acOes descritas abaixo. Além disso, estes poros induzem as mudangas no
gradiente osmotico celular, propiciando assim perturbacdo do ambiente intra-celular com a
ocorréncia de lise. A granzima B, que pertence a familia da serino-proteases, quando presente no
citoplasma de uma célula-alvo ativa reacfes que levam a fragmentagdo do DNA, causando a
apoptose da célula [39, 44].

A proteina codificada pelo gene Fas é um membro da superfamilia de receptores do TNF,

que desempenha papel fisiol6gico da morte celular programada. Assim como o Fas, o seu ligante
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Fas Ligante (Fas-L), fica expresso na superficie de linfocitos Thl ativados, representando assim
funcdo na modulagdo da resposta imunoldgica, incluindo a supressdo periférica de células com
atividade auto-imune, a ativacdo da morte celular induzida por células T e a mediada por células
T citotoxicas [44-46].

Outra proteina relevante neste processo foi descrita em 2001 e pertence a familia TIM (T-
cell immunoglobulin domain mucin). Dentre os trés grupos existentes em humanos destaca-se a
TIM-3 (T-cell immunoglobulin domain mucin 3), que se expressa principalmente na superficie
celular de linfécitos Thl com fungdo de inibir a resposta imune, e importantes implicagcdes no
transplante de 6rgdos, investigacdo de processos imunes e a inducdo de tolerdncia imunoldgica
[47-49]. Renesto e colaboradores demonstraram que a molécula Tim-3 estd expressa em células
da urina de pacientes com rejeicdo aguda 428 vezes mais do que em pacientes sem esta
condicdo, apresentando sensibilidade superior a 97% para o seu diagnostico [50].

Quantificado o0 mMRNA desta mesma molécula o observou-se resultados acurados, tanto
na analise do sangue periférico quanto nas células do sedimento urinario, para o diagnéstico ndo
invasivo da rejeicdo aguda em pacientes com disfuncdo aguda e em pacientes com disfuncéo
inicial do enxerto [51].

Na ultima década diferentes estudos destacam um subgrupo de linfécitos especializados
na supressao da auto-imunidade, chamados “reguladores de expressao” (Treg cells). Essas
celulas expressam o fator de transcricdo FOXP3 (X-linked forkhead/winged helix transcription
factor) [52, 53], sendo capazes de inibir a atividade de outros linfocitos, por mecanismos ainda
ndo completamente esclarecidos, mas que aparentemente envolvem a regulagédo transcricional do
gene da IL-2. Além da presenca nas celulas Treg de origem timica, a expressdo de FOXP3

também pode ser induzida em linfocitos CD4+CD25+ no sangue periférico, sob estimulo de



27

algumas citocinas, como o TGF-B [54-57]. No sangue humano 97,5% destas células, expressam
FOXP3, em vista da especificidade do gene, ele tem sido proposto como marcador molecular de
eventos imunoldgicos. Em transplante renal 0 mRNA deste gene foi identificado em células
urinérias, podendo propiciar um marcador ndo-invasivo acurado na predi¢do de rejeicdo aguda
destes transplantes . Muthukumar e colaboradores observaram sensibilidade de 90% e
especificidade de 96 % nos niveis de FOXP3 na urina de pacientes com rejeicdo aguda,
concluindo que a quantificagdo do MRNA FOXP3 na urina pode oferecer um diagnéstico ndo
invasivo e assim, predizer a rejeicdo aguda no transplante renal [58] . Em estudo de nosso
laboratério, fomos capazes de detectar aumentos expressivos desta molécula em episodios de
rejeicdo aguda de transplantes renais com disfuncdo inicial em trés compartimentos (tecido
renal, células sanguineas e células do sedimento urinario) [11, 26, 59, 60].

A granulisina € uma molécula pertencente a familia da saposin-like protein (SAPLIP)
sendo descrita como uma proteina com acao citolitica expressa constitutivamente em células
natural killer (NK) e linfdcitos T citotdxicos [61, 62]. O seu mecanismo relaciona-se com a
estimulacdo do receptor da célula T levando a apoptose celular devido a liberacdo da granulisina
na célula alvo com subseqlente dano celular na membrana e na mitocéndria com ativagdo das
caspases . Esta proteina ja vem sendo considerada preditora de episodios de rejeicdo ja nos
primeiros dias ap6s o transplante, atraves da mensuracdo do gene que a codifica em células
urinarias [63, 64].

As quimiocinas sdo citocinas com funcdo central na fisiologia leucocitaria ao controlar o
trafego basal e inflamatdrio. Elas se classificam em familias baseadas no numero e localizacéo
de residuos de cisteinas N-terminais. O papel das citocinas e quimiocinas no transplante renal,

foi documentado pela primeira vez em 1993 e os estudos demonstram a participa¢do tanto de
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mediadores relacionados com a producdo de celulas T helper 1 (Thl) quanto de células T
helper2 (Th2) [65]. Recentemente investigacOes da expressdo génica estudaram dois grupos de
quimiocinas e as relacionaram com a rejei¢do aguda em transplante renal: Chemokine ligand -10
(CXCL-10/ IP-10) e a Chemokine ligand -9 (CXCL-9/IP-9), a primeira revelou ndo somente uma
correlagcdo do seu aumento em amostras de urina em casos de rejeicdo aguda do enxerto, como
também a diferenciagdo de sua expressdo nos primeiros dias ap6s o transplante [66]. Em
pacientes pds-transplante renal, Rotondi e colaboradores relacionaram um aumento da expressao
de CXCL10, com o diagndstico de rejeicdo aguda nos trés primeiros meses apos o transplante
[67]. Estudos realizados por Pereira e colaboradores relataram a importancia do CXCL10 e
CXCL9, como preditores Uteis da resposta ao tratamento da rejei¢do aguda [68].

Em estudos realizados por grupos distintos, o gene denominado CXCL9 caracterizou-se
como um biomarcador preditivo da rejeicdo aguda em transplante renal [69-71]. Rotondi e
colaboradores relataram que niveis de CXCL9, bem como CXCL10, poderiam representar um
parametro clinico Gtil para identificar individuos com alto risco de rejeicdo aguda e faléncia do
enxerto [67]. Brouard e colaboradores também demonstraram que CXCL9 € altamente expressa
em células de bidpsias renais de pacientes com rejei¢do aguda, particularmente em estruturas
vasculares e tubulares. Os autores sugerem que o CXCL9 pode estar envolvido no surgimento da
disfuncdo cronica do enxerto [71].

Outros estudos demonstram a relevancia na quantificacdo de células urinérias de CXCL9,
como indicativa de eventos relacionados a rejeicdo aguda [72]. Rotondi e colaboradores
relataram que o nivel sérico pré-transplante do CXCL9 foi significativamente maior em
pacientes cujos enxertos sobreviveram do que naqueles em que houve perda do enxerto. Neste

mesmo estudo 0s niveis sericos pré-transplante de CXCL9 de pacientes que desenvolveram
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rejeicdo aguda foi significativamente maior do que nos pacientes que ndo a apresentaram [73].
Em concordancia com estes estudos, Hauser e colaboradores descrevem a medida de CXCL9
urinaria, como sendo um indicador sensivel e especifico de rejei¢do aguda [70].

Muthukumar e colaboradores avaliaram a expressdo génica da serpina proteinase
inibidora 9 (IP9), granzima B e perforina, e concluiram que a elevada expressao de IP9 pode ser
um preditor da disfuncédo renal [74].

Até o presente momento maioria dos estudos que evidenciaram genes candidatos a
preditores do desenvolvimento de rejeicdo aguda, foram feitos apds o transplante. Consideramos,
no entanto que, um teste preditivo poderia ter maior valor clinico se o teste puder antecipar o
risco antes da realizacdo do transplante, o que poderia levar a estratégias imunossupressoras
mais eficazes, levando a melhoras em desfechos como rejeicdo aguda e funcdo do enxerto.
Evidentemente, neste cenario apenas condi¢es afeitas ao sistema imune do receptor seriam

avaliadas ndo sendo considerada a importante interagdo receptor com o tecido transplantado.

2.3 Biologia Molecular aplicada no Transplante Renal

Em meados da década de 90 as diferentes abordagens diagndsticas histopatoldgicas
obtiveram consisténcia e aumento de reprodutibilidade com a introdugdo da classificagdo de
Banff [75, 76]. Desde entdo, padrdes para o diagnostico de rejeicdo vém sendo estabelecidos, no
entanto continuam a existir limitagbes relacionadas a subjetividade e a heterogeneidade
diagnostica [75].

Nas ultimas décadas as técnicas da biologia molecular proporcionaram novas
oportunidades para o desenvolvimento de ferramentas mais acuradas para relacionar a expressao

de genes em amostras ndo invasivas com eventos intra-enxerto . Ademais o advento da biologia
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molecular acrescenta novas abordagens ao diagnostico e a compreensdo da patogénese das
doencas renais, com a participacdo de areas correlatas a gendbmica como a protedmica, e a
metabolémica [33, 77]. De forma a exemplificar a vasta importancia da biologia molecular
aplicada a nefrologia, cita-se a utilizacdo desta ciéncia na avaliacdo prognostica onde é possivel
constatar que os niveis de mMRNAs codificadores de proteinas de matriz extracelular, sofrem
gradual elevacdo acompanhando o avango e o grau de esclerose nas fases tardias de vérias
doencas renais, também a expressdo dos fatores intrinsecos de protecdo do tecido contra o dano
permanente ao tecido renal [78, 79]. Em bidpsias de transplante renal, diversas moléculas
demonstraram aumento de expressdo devido a uma resposta alogénica ou por outras lesdes [80,
81].

A PCR foi descrita originalmente como uma técnica para amplificacdo de DNA,
posteriormente a amplificagdo de DNA complementar, pela acdo da transcriptase reversa,
permitiu a analise transcripcional do RNA. A reacdo a partir do DNA complementar €
denominada RT-PCR. As fases da reagéo, abertura da fita de DNA, anelamento dos “primers™ e

incorporacdo dos oligonucleotideos estdo sumarizadas na figura 3 abaixo [82].
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Figura 3. O ciclo de Temperatura da PCR: 1) A temperatura se eleva em cerca de 95°C, ocorrendo desta
forma a separacdo da dupla fita de DNA. 2) Ocorre diminuicdo da temperatura para que ocorra
anelamento dos primers 3) A temperatura, se eleva a 72°C para que a polimerase realiza o anelamento
dos primers Ciclos de uma PCR convencional.

A técnica de PCR evoluiu substancialmente com o advento da PCR em tempo real. Ela
foi desenvolvida por Higuchi e colaboradores, e basicamente permite que se monitore a
quantidade de produto formado durante o curso da rea¢do sendo assim uma reacdo quantitativa,
altamente sensivel que permite quantificar transcritos raros [83, 84] com pequenas variagdes na
expressao génica. Esta metodologia exige um termociclador com precisdo Optica, capaz de
monitorar a emissdo de fluorescéncia das amostras, uma vez que a quantificagédo do produto da
reacdo € feita ciclo a ciclo e o sistema € baseado na detec¢do e quantificacdo de um reporter
fluorescente. Os programas de computador que d&o sustentacdo ao termociclador monitoram os
dados ao longo de toda a PCR em cada ciclo e geram um grafico de amplificacdo para cada
reacdo. O sinal aumenta na proporcéo direta da quantidade de produto formado na reacdo [43,

85-88].
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No presente estudo utilizamos a técnica da PRC em tempo real aplicada em amostras de
sangue periférico colhidas ants do transplante renal para testar a hipotese de que é possivel se
obter no periodo pré-transplante analises moleculares que sejam preditivas do desenvolvimento

do evento imunoldgico da rejeicdo aguda no periodo pos-transplante renal.
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CAPITULO 3. OBJETIVOS
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3.1. Objetivo Geral
Identificar, em pacientes urémicos, pré-transplante renal, perfis de expressao génica que

permitam predizer a ocorréncia de rejei¢do aguda no periodo pos-transplante.

3.2. Objetivos Especificos

Avaliar se as quantificagdes das expressdes dos mRNAs dos genes FOXP3, TIMS3,
Perforina, CXCL-10 , Granulosina e CXCL9 em células mononucleares do sangue periférico de
pacientes em pré-operatério imediato de transplante renal podem:

Ser preditoras da rejeicdo aguda pos-transplante renal;

Se correlacionar com a fungéo do enxerto renal,

Apresentar correlacdo com a ocorréncia infecces apos o transplante renal.
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Introducéo: A rejeicdo aguda (RA) permanece entre as principais causas de perda de enxertos
renais. A disponibilidade de biomarcadores prognésticos de RA no periodo pré-transplante
poderia ser util na individualizacdo do tratamento destes pacientes. Neste estudo avaliamos o
potencial como biomarcadores progndsticos pré-transplante da mensuragdo do RNA mensageiro
de diferentes genes envolvidos na resposta alogénica.

Material e Métodos: Foram coletadas amostras pré-transplante de 51 pacientes que receberam
enxertos renais entre 2008 a 2009. Realizou-se a mensuragdo da expressao do mRNA dos genes
TIM3, FOXP3, Perforina, CXCL-9, CXCL-10 e Granulisina, em células mononucleares do
sangue periférico através da técnica de PCR em tempo real. Os resultados da expressao génica
foram correlacionados com a ocorréncia de RA, presenca de infec¢bes virais e bacterianas em
até 1 ano e com a funcdo do enxerto renal aos 1, 6 e 12 meses pos-transplante.

RESULTADO: Os genes TIM3, FOXP3, Perforina e CXCL-9, ndo apresentaram significancia
estatistica nos grupos que apresentaram ou nao episodios de rejeicdo aguda. A expressdo génica
de CXCL-10 e Granulisina foi significativamente menor no grupo que apresentou rejei¢cdo aguda
(P<0,05). N&o houve diferenca significativa na correlagdo entre pacientes que desenvolveram
infeccdo viral ou bacteriana no pos-transplante renal. O mesmo resultado foi encontrado na
avaliacdo da funcéo renal do enxerto.

CONCLUSAO: A andlise da expressdo dos genes avaliados neste estudo no momento prévio

ao transplante renal ndo foi preditor da ocorréncia de rejei¢cdo aguda.
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INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas o transplante renal passou a ser um procedimento rotineiro para o
tratamento dos pacientes com insuficiéncia renal cronica, oferecendo-lhes maior sobrevida com
melhor qualidade. A rejeicdo aguda (RA) esta entre as maiores causas de perda do enxerto renal
nos primeiros anos apos o transplante e também esta relacionada a uma série de complicacfes
que muitas vezes levam a disfuncdo crénica (DC) e a faléncia renal. Os novos farmacos
imunossupressores diminuiram a incidéncia da rejeicdo aguda significativamente, no entanto, a
sobrevida em longo prazo apresentou melhora menos substancial devido principalmente as
perdas de enxertos pela condicdo atualmente denominada fibrose intersticial com atrofia tubular
(IFITA) (1-4).

Na pratica clinica, a monitorizacdo dos enxertos renais realiza-se pela medida de sua
funcdo, determinando-se rotineiramente a creatinina sanguinea, cujas variacbes ndo séo
especificas para a rejeicdo, e pela bidpsia renal, um procedimento invasivo, com potencial de
morbidade, elevado custo financeiro e sujeito a erros de amostragem e variabilidade de
interpretacdo (5, 6). As tentativas de desenvolvimento de marcadores bioldgicos (biomarcadores)
acurados tém ocupado espaco cada vez maior como objeto de estudo na transplantacéo, podendo
ser Gtil na monitorizacdo dos transplantes renais, possibilitando estabelecimento de prognosticos
e diagnosticos precoces, ndo invasivos e acurados de diversas condi¢des, mas principalmente da
rejeicdo aguda (7-10).

A aplicacdo de técnicas mais sensiveis de biologia molecular na identificacdo de RNA
mensageiro (MRNA), como a rea¢do em cadeia da polimerase (PCR), tem fornecido informacdes

importantes com relacdo ao diagndstico da rejeicdo aguda, ao prognostico e a resposta
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terapéutica em transplantes renais, ja que é possivel por esta metodologia realizar uma
quantificacdo de transcritos de genes em amostras ndo invasivas como em células do sangue
periférico e em células do sedimento urinério (11-13).

A técnica de PCR em tempo real (RT-PCR) permite a quantificagdo dos produtos da
reacdo com elevada precisdo. O método € bastante sensivel e reprodutivel, permitindo a detecgdo
da expressdo génica em curto periodo de tempo. A aplicacdo deste método na avaliacdo de
transplantes renais poderd vir a se constituir em um importante método na monitorizacdo dos
eventos inflamatdrios intra-enxerto (14, 15).

Neste estudo buscou-se testar a hipdtese de que é possivel se obter, no periodo pré-
transplante, analises moleculares de quantificacdo da expressdo génica que possam ser preditivas
da rejeicdo aguda pos-transplante renal. Estudamos TIM3, FOXP3, Perforina, CXCL9, CXCL10

e a Granulisina como genes candidatos o0s quais foram avaliados pela técnica da RT-PCR.

RESULTADOS
Dados demograficos e rejei¢do aguda

A amostra estudada foi constituida de 51 pacientes cujos principais dados demograficos
estdo demonstrados na tabela 1. As varidveis demograficas apresentadas demonstram que a
amostra estuda é representativa da pratica atual dos transplantes na regido sul do Brasil. Onde
predominam receptores masculinos, caucasoides, com baixo grau de sensibilizacdo HLA e que
recebem oOrgdos de doadores falecidos.

Na tabela 2, estdo apresentados os principais dados demogréaficos e relacionados ao
transplante separando-se 0s pacientes entre 0s que tiveram rejeicdo aguda (RA) e 0s que nédo a

apresentaram. N&o foram observadas diferencas com significancia estatistica nas comparagdes
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entre idade, sexo, raca, uso de terapia de inducdo com anticorpos, tempo em dialise, creatinina
sanguinea final do doador, tempo de isquemia fria, utilizacdo de doador com critério expandido,
porcentagem dee reatividade contra painel (PRA) pré-transplante e no numero de
incompatibilidades nos antigenos do sistema HLA. Observou-se maior incidéncia de RA no

grupo de pacientes com disfuncdo inicila do enxerto (DGF) (P=0,011).

AvaliacOes da expressao génica e incidéncia de rejeicao aguda

A figura 1 representa os niveis da expressdo dos genes TIM3, FOXP3, Perforina,
Granulisina, CXCL-9 e CXCL-10, em sangue periférico coletado antes da cirurgia do transplante
renal e antes do inicio das medicagdes imunossupressoras, comparando-se 0s niveis de expressdo
nos grupos de pacientes com e sem RA. A expressdao dos genes TIM3, FOX3, Perforina e
CXCLD9, ndo apresentaram diferencas com significancia estatistica nos grupos (Figura 1, quadros
A, B, C e D). Entretanto, a expressdo génica de CXCL-10 e de Granulisina foram
significativamente menores no grupo de pacientes que apresentou RA (Figura 1, quadros E e F)

(P < 0,05).

Avaliacdo da expressédo génica e fungdo do enxerto renal

A avaliacédo da fungéo do enxerto renal pela equacdo Modification Diet in Renal Disease
(MDRD) foi realizada um, seis e doze meses apds o transplante renal. Como ponto de corte foi
utilizado & média da taxa de filtracdo glomerular (TFG) do grupo (n=51) em cada um dos
periodos. Obtiveram-se 0s seguintes pontos de corte: 48,1 mL/min (1°. més), 51,3 mL/min (6°.
més) e 55,10 mL/min (1 ano). Sendo que no primeiro e sexto més 41,9% dos pacientes com

rejeicdo aguda apresentaram niveis acima do ponto de corte. No primeiro ano apenas 33% dos
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pacientes com rejeicdo aguda apresentaram resultados acima do ponto de corte. O resultado da
andlise junto a expressdo génica ndo demonstrou correlagdo estatistica quando comparado com o

resultado acima ou abaixo da média, conforme demonstrado na tabela 3.

AvaliacOes da expressdo génica correlacionada com infecgéo viral e bacteriana.

Dentre os 51 pacientes analisados durante um ano apds o transplante renal, 33 (64,7%)
apresentaram algum episodio infecciooso bacteriano no periodo de seguimento. Conforme
demonstrado na tabela 4 os niveis da expressdo génica pré-transplante ndo apresentaram
diferencas significativas nos grupos com e sem infeccdo bacteriana.

No mesmo periodo de estudo 9 (26,5%) dos pacientes apresentaram infecgdes virais no
periodo pds-transplante. A exemplo do ocorrido com as infecgdes bacterianas ndo se observaram
diferencas significativas, na analise da expressdo génica nos grupos com e sem infeccdo viral

(tabela 4).

DISCUSSAO

Apesar da significativa diminuigédo da sua frequéncia com o uso dos imunossupressores
atualmente utilizados, a rejeicdo aguda ainda € um evento de impacto significativo na sobrevida
de enxertos renais em curto e longo prazo (16-18). Idealmente as rejeicOes devem ser
diagnosticadas e tratadas precocemente, sob pena de comprometimento da fungdo e mesmo da
perda do enxerto. Além do risco imediato a sua ocorréncia € preditora da ocorréncia de perda
cronica de funcdo, evento significativamente relacionado a diminuicdo da sobrevida dos rins

transplantados (19). A disponibilidade de testes capazes de que predizer com acuraria a
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probabilidade da ocorréncia de rejeigdo aguda seria Util na medida em que poderia orientar o uso
de terapias imunossupressoras mais eficazes evitando ou diminuindo a incidéncia das rejei¢oes
agudas e suas consequéncias na fungéo e sobrevida dos 6rgédos transplantados.

As quimiocinas apresentam papel central na fisiologia leucocitaria pelo controle do
trafego basal e inflamatério. A medida de niveis plasmaticos pré-transplante renal de diversas
citocinas, entre elas, CXCL-9 e CXCL-10 podem ser capazes de predizer a evolugdo da RA e
IF/TA apds o transplante renal (20, 21). Segerer e colaboradores encontraram em 26 bidpsias
com rejeicdo aguda, aumento da expressdo de CXCR3 que € o receptor celular para CXCL10.
Anteriormente, 0 mesmo autor, ja havia demonstrado que CXCL10 estavam aumentados em
bidpsias renais durante a RA (22). Outro estudo demonstrou, em bidpsias de 16 pacientes
transplantados, maior expressdo de CXCL9 e CXCL10 em pacientes com nefropatia crénica do
enxerto (NCE) e glomerulopatia do transplante em comparagdo aos que apresentavam somente
NCE (23). No presente estudo avaliamos, no sangue periférico de 51 pacientes em periodo pré-
operatorio, a expressdo do mRNA do gene CXCL-10. Encontramos que estes niveis estiveram
significativamente diminuidos nos pacientes que vieram a apresentar RA. Nossos resultados
estdo em desacordo com os obtidos por Rotondi e colaboradores que relataram que niveis
elevados da proteina CXCL-10, no periodo pré-operatério, foram preditivos da ocorréncia de
rejeicdo aguda e relacionaram-se com a sobrevida dos enxertos, porém nenhum dos
pacientes incluidos no estudo de Rotondi recebeu terapia de indugdo com anticorpos (24).
Resultados semelhantes foram descritos por Crescioli e colaboradores em receptores de
transplante cardiaco (25). Entretanto, Heid e colaboradores que avaliaram a expressdo de CXCL-

9 e CXCL-10 por técnica imunoenzimatica, encontraram que os niveis pré-transplante ndo foram
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preditores da ocorréncia de RA em pacientes sob terapia de indugdo com basilixmab ou
alemtuzumab (26).

Brouard e colaboradores sugerem que a combinacdo da mensuracéo pré-transplante renal
de niveis séricos de CXCL9 e CXCL10 possa ter elevado potencial para uso clinico (27). No
entanto, os resultados contraditorios, incluindo os do presente estudo, demonstram a necessidade
de um estudo prospectivo robusto, multicéntrico, com padronizacdo de técnicas, para que se
avalie e expressdo dessas moléculas como biomarcadores prognésticos em transplante renal.

A granulisina parece ter ampla relevancia clinica como um biomarcador diagndstico,
tendo a sua expressdo sido descrita como preditora de episédios de RA precocemente apds o
transplante renal. A mensuracdo da expresséo do mMRNA deste gene foi avaliada
sequiencialmente em pacientes transplantados renais por Kotsch e colaboradores que observaram
em células do sedimento urinario aumento na expressdo génica, precedendo o diagndstico
clinico da RA (28, 29). Resultados semelhantes foram descritos por Sarwall e colaboradores
(30). No presente estudo avaliamos a transcri¢cdo desse gene em células do sangue periférico,
colhidas antes do transplante renal, portanto antes da ativagdo antigénica e encontramos
expressdo diminuida no grupo de pacientes que apresentou rejeicdo aguda. Pena e colaboradores
descrevem que este gene se expressa somente apos ativagdo das células T sendo liberado apos
engajamento do TCR, portanto € dito como marcador de células T ativadas. Sendo assim, a sua
mensuracao, parece ter valor preditivo, desde que mensurados nos primeiros dias apds o
transplante (31, 32).

Diversos estudos anteriores demonstraram, em pacientes com RA de enxertos renais,
quantidades aumentadas de transcritos de genes que codificam moléculas com atividade

citotoxica em tecido renal, células urinarias e do sangue periférico (33, 34). Entre as moléculas
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mais estudadas estdo a granzima, perforina e o Fas-ligante, considerados biomarcadores
acurados da rejei¢ao aguda de transplantes renais (35, 36).

A perforina e a granzima sdo moléculas efetoras do ataque citolitico propiciado por
linfécitos T CD8+ e que levam a morte celular por necrose ou apoptose, na dependéncia de
ativacdo de outras vias (37-39). Lipman e colaboradores, utilizando a técnica do PCR
competitivo, detectaram 0 aumento da expressdao dos genes de perforina e granzima B, nas
amostras de pacientes com RA. Strehlau e colaboradores detectaram aumento significativo da
expressao dos genes que codificam para a sintese de IL-7, IL-10, IL-15, fas ligante, perforina e
granzima B nas bidpsias de transplantados renais com RA. Neste estudo a anélise simultanea de
perforina, granzima B e fas ligante, foi capaz de identificar rejeicdo aguda, mesmo em &rgdos
com infiltrados leves, com elevada sensibilidade e especificidade. No entanto até o momento
estas moléculas ndo haviam sido avaliadas como biomarcadores prognésticos. Em nosso estudo
ndo foi encontrada diferenca significativa na expressdo da perforina avaliada no periodo pré-
transplante, nos grupos de pacientes que apresentaram episodios de rejeicdo aguda.

O mRNA de diversos genes tem sido avaliado com o objetivo de diagnostico da RA. Em
vista sua especificidade o gene, FOXP3 tem sido proposto como marcador molecular acurado de
eventos imunoldgicos (40-42). Estudos anteriores ja haviam associado o processo da RA com
células T citotdxicas e mostraram que 0 monitoramento dos niveis dessas células no sangue,
urina, ou em ambos poderia ser util no tratamento de receptores de enxerto renal. O mRNA de
FOXP3 tem sido identificado também em células urinarias, podendo propiciar um marcador nao-
invasivo acurado na predicdo de rejeicdo aguda em transplantes renais. Muthukumar e
colaboradores observaram elevada sensibilidade e especificidade para dos niveis urinarios do

MRNA de FOXP3 para o diagnostico de rejeicdo aguda . Em estudos anteriores de nosso



53

laboratorio, detectamos aumentos expressivos desta molécula em episodios de rejei¢do aguda de
transplantes renais com disfuncéo inicial do enxerto em tecido renal, células sanguineas e células
do sedimento urinario (43). De forma semelhante a outros genes o FOXP3 nédo foi estudado
como biomarcador progndstico no periodo pré-transplante. No presente estudo ndo foi
encontrada diferenca significativa na sua expressao, avaliada no periodo pré-transplante, nos
grupos de pacientes que apresentaram ou ndo, episodios de rejeicdo aguda.

A proteina Tim-3 (T-cell immunoglobulin domain mucin 3) esta expressa na superficie
de linfécitos com o fenotipo Thl e no transplante de 6rgdos parece estar envolvida em vias de
inducdo de tolerancia imunologica (44, 45). Renesto e colaboradores demonstraram que a
molécula Tim-3 esta hiperexpressa em células da urina de pacientes transplantados renais com
rejeicdo aguda (46). Estes achados foram confirmados pelo nosso grupo que adicionalmente
relatou expresséao significativamente aumentada em células mononucleares do sangue periférico.
Novamente esta molécula ndo foi avaliada no periodo pré-transplante como marcador bioldgico
progndstico de RA. No presente estudo ndo foi encontrada diferenca significativa na sua
expressao, avaliada no periodo pré-transplante, nos grupos de pacientes que apresentaram ou
ndo, episddios de rejeicdo aguda.

Neste estudo buscamos a validagdo de biomarcadores prognosticos da ocorréncia de RA,
avaliados antes do transplante renal. A avaliacdo de marcadores preditores de rejeicdo pode ser
de importancia pratica, com a possibilidade de indicar o uso de imunossupressdo mais eficiente e
melhor controle clinico pelo diagnostico e tratamento precoces da rejeicdo ao transplante renal.
Nossos resultados ndo confirmaram a hipétese do estudo. Isto pode ter ocorrido por diferentes
razdes. A primeira seria a escolha dos genes utilizados para a analise. Metodologia de maior

amplitude em termos de geragdo como os microarranjos de RNA podem vir a evidenciar genes
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ou conjuntos de genes com maior relevancia bioldgica neste contexto. Alternativamente
polimorfismos genéticos e ndo a expressao do gene pode ser o caminho a ser testado para a
consolidacdo de biomarcadores prognésticos em transplante de érgéos solidos.

Considera-se que um extenso caminho ainda deva ser percorrido, para que a predicdo da
rejeicdo aguda possa ser utilizada na rotina clinica. Deve-se por fim considerar a possibilidade
de que este objetivo dificilmente possa ser alcangado em virtude principalmente da questdo da

resposta imune especifica aos antigenos do doador no periodo pré-transplante.

PACIENTES E METODOS

Foi realizado um estudo de avalia¢do progndstica com amostras de sangue periférico de
pacientes que realizaram transplante renal no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) entre
0s anos de 2008 e 2009. As amostras foram coletadas em momento anterior ao transplante renal.
Incluiram-se 59 pacientes adultos submetidos a transplante renal no periodo, que consentiram
em fornecer amostras de sangue para a realizagcdo deste estudo. O protocolo do estudo foi
aprovado pelo comité de ética em pesquisa da instituicdo. Foram excluidos do estudo os
pacientes que faleceram ou que perderam o enxerto em periodo inferior a trés meses ap6s o
transplante renal ou cujas amostras pré-transplante ndo puderam ser analisadas. Desta forma 51
pacientes foram acompanhados no estudo.

As amostras foram processadas com a extracdo do RNA pelo método QlAamp® RNA
Blood mini kit (QIAGEN Inc., Chatsworth, CA, USA), de acordo com as instrucdes do
fabricante. A mensuracéo da concentragdo do RNA bem como a sua pureza foi realizada através
do espectrofotdometro de amplo espectro Nanodrop 1000 v.3.7 (Thermo Fisher Scientific,

Wilmington, DE) em que foram realizadas leituras de absorbancias nos comprimentos de onda
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260/280 e somente as amostras com uma razdo de densidade Otica entre comprimentos
superiores a 1,7 foram utilizadas. A seguir realizou-se a transcricdo reversa em DNA
complementar através do kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Bioystems, Foster City, CA), de acordo com as instruc¢des do fabricante.

Os ensaios de expressdo génica consistiram em uma mistura de primers e sondas
TagMan® MGB (minor grive binding) a 360 uM, concentrada 20 vezes (20x). Estes ensaios
foram adquiridos a partir de identificacdo das sequéncias alvo no banco de genes, sendo estas ja
desenhadas, testadas e validadas em estudos prévios pelo fabricante (TagMan Gene Expression
Assays — Applied Biosystems, CA). Os corantes fluorescentes utilizados como marcadores das
sondas foram 6- carboxy fluorescein (FAM™) como reporter (em 5’) e non-fluorescent como
quencher (em 3’). O controle molecular enddgeno utilizado foi o 18S RNA (Eukaryotic 18S
rRNA Endogenous Control — Applied Biosystems, CA).

As reacgOes foram feitas em duplicatas utilizando-se para isso o kit TagMan® Universal
PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) de acordo com o seguinte
protocolo: 5,0 uL. de TagMan Universal PCR Master Mix e 2,5 pL de dgua livre de DNAse. A
esta mistura adicionou-se para cada reag¢ao 0,5 uL. de primers e sondas (20x) e 2 uL. de cDNA,
totalizando um volume final de reacdo de 10 pL. O programa de ciclagem constitui-se em:
Estagio 1 (1 ciclo): 50°C por 2 minutos; estagio 2 (1 ciclo): 60°C por 30 minutos; estagio 3 (1
ciclo): 95°C por 5 minutos; estagio 4 (40 ciclos): 95°C por 20 segundos e 60°C por 1 minuto. As
andlises dos produtos amplificados foram feitas através de quantificacdo relativa pelo método 2°
AACT " Os dados coletados conforme instrumento de coleta de dados em anexo. A expressdo de
cada gene foi analisada pelo método da quantificacdo relativa pela reacdo em cadeia da

polimerase em tempo real, utilizando-se o sistema de deteccdo ABI Prism 7000 (Applied
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Biosystems, Foster City, CA, USA). As quantificacOes relativas descrevem as mudancas na
expressao do gene alvo relativo a um grupo de referéncia que foi constituido por individuos com
funcéo renal normal.

O método 244¢T

requer equacOes e é utilizado para calcular as mudancas relativas na
expressdo dos genes determinadas nos experimentos de PCR em tempo real. O CT (ciclo do
threshold) indica a fragdo numérica em que a quantidade do alvo alcangca um limiar fixo. A partir
do valor do CT, calculou-se 0 ACT, que se caracterizsa como sendo a diferenga entre os CTs do
alvo e do controle enddgeno, subtrai-se entdo o ACT resultante do ACT do calibrador escolhido.
O resultado € apresentado em dados exponenciais, que sdo convertidos em lineares pela equagédo
24T A derivacdo da equacdo em questdo, desenho experimental e testes de validagdo est&o
disponiveis na literatura (47).

O protocolo de imunossupressdo utilizado constou do uso de terapia de indugdo com
Timoglobulina® em pacientes considerados de elevado risco imunolégico e indugdo com
Basiliximab®, administrado nas primeiras 24 horas ap0s o transplante nos pacientes que
evoluiram com disfuncéo inicial do enxerto. Todos os pacientes receberam corticosteroides,
inibidores de calcineurina e um derivado do acido micofendlico como imunossupressao de
manutencdo. O diagnostico de rejeicdo aguda foi baseado no quadro clinico de disfuncdo do
enxerto, analise histologica e resposta ao tratamento especifico com corticosterdides ou
anticorpos anti-linfocitarios. A interpretacdo das biopsias renais foi realizada por um patologista
que desconhecia o quadro clinico, de acordo com a classificagdo Banff-2007 (48, 49). A funcéo
dos enxertos renais foi avaliada pela taxa de filtragdo glomerular estimada (TFGe) através da
equacdo MDRD (Modification of Diet in Renal Disease) (50), em 1, 6 e 12 meses apds o

transplante renal, utilizando como ponto de corte a média do grupo em cada periodo. A
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incidéncia de infeccOes virais e bacterianas foi avaliada de acordo com dados de exames
laboratoriais disponiveis no prontuario eletrdnico e nas planilhas de apontamento pds-
transplante.

As analises estatisticas foram realizadas pelo programa SPSS (Statistical Package for
the Social Sciences) para Windows, versdo 18.0. As varidveis quantitativas com distribuicéo
simétrica foram descritas pela média e o desvio padrdo e comparadas pelo teste “t” de Student
para amostras independentes, e as varidveis com distribuicdo assimétrica foram descritas pela
mediana e o intervalo interquartil e comparadas pelo teste de Mann-Whitney. As varidveis
categdricas foram descritas por frequéncias e percentuais e analisadas pelo teste de qui-quadrado

com correcdo de Yates ou teste exato de Fisher. Foi adotado o nivel de significancia de p < 0,05.
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Tabela 1: Caracteristicas demograficas dos pacientes e dados relacionados ao transplante.

Idade (anos) (média + DP)? 43,2+13,1
Sexo (Masculino/ Feminino) % ° 30/21
Raca (Branca/N&o Branca) %P 48/ 03
PRA | (média + DP) ? 6,69+17,8
PRA Il (média + DP) ? 5,54%17,5
Doador (Vivo/Falecido) 21/30
Inducdo [Sim/N&o] % ° 41/10
Doador com critério expandido” 12/34
DGF (Sim / N&o) % ° 22129
Tempo em dialise (meses) © 18 (10-63)
Creatinina final do doador (mg/dL) ° 1,27 (0,80-1,83)
Tempo de isquemia fria (horas) © 19,145,6
Incompatibilidades HLA ABDR (N)
0/6 3,(5.9)
1/6 0 (0)
2/6 7(13,7)
3/6 12 (23,5)
4/6 11 (21,6)
5/6 13 (25,5)
6/6 5(9,8)

® Variaveis quantitativas com distribuicdo simétrica descrita pela mediaxDP. °Variaveis categdricas descritas pelo n (%). *Variavel com distribuicdo assimétrica pela
mediana (intervalo interquartil: P25-P75)
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Tabela 2: Caracteristicas demograficas dos pacientes e dados relacionados ao transplante em pacientes com e sem rejei¢ao aguda.

Variavel RA Sem RA P
(n=21) (n=30)

Idade ( anos) (média = DP)? 45,6+13,8 41,3£12,6 0,267
Sexo (Masculino/ Feminino)% ° 13/8 (61,9/56,7%) 17/13 (56,7) 0,932
Raca (Branca / Ndo Branca)% ° 21 (100,0) 2713 0,259
Doador (Vivo/Falecido) 7/14 (33,3%/66,7%) 14/16 0,507
Indugéo (Sim / N&o) % ° 19/2 (90,5%/9,5%) 22/8 0,167
Doador com critério expandido (S/N) 6/13 (31,6%/68,4%) 6/21 0,513
DGF (Sim/ N&o) % ° 14/7 (66,7/33,3%) 8/22 0,011
Tempo em dialise (meses) ° 25,0 (9,0-53,0) 15,0 0,877
Creatinina final doador (mg/dL) ° 1,30 (1,20-2,00) 1,24 0,375
Tempo de isquemia fria (horas) © 20,2+5,5 18,1+5,7 0,324
Incompatibilidade HLA - A/B/DR (N)

0-3 8(38,1) 14 (46,7)

0,748
4-6 13 (61,9) 16 (53,3)

®\/ariaveis quantitativas com distribuicdo simétrica descrita pela média+DP e comparada pelo teste t de Student para amostras independentes, ° Variaveis categéricas descritas pelo n
(%) e comparadas pelo teste de Qui-quadrado com corregdo de Yates ou teste Exato de Fisher,, ¢ Variaveis quantitativas com distribuicdo assimétrica descritas pela mediana (intervalo
interquartil: P25-P75) e comparadas pelo teste Mann - Whitney,
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Tabela 3. Expressdo dos genes e a correlacdo coma TFG.

Periodo 1°més (PC=48,1) p 6°més (PC =51,3) p 12° més (PC=55,1) p
Expressédo génica
Tim3 >PC 17,01 mL/min 14,65 mL/min 19,06 mL/min
<PC 12,34 mL/min 0,324 15,75 mL/min 0,930 10,14 mL/min 0,408
Foxp3 >PC 6,77 mL/min 5,87 mL/min 6,77 mL/min
<PC 5,8 mL/min 0,498 6,31 mL/min 0,790 5,47 mL/min 0,454
Perf >PC 23,95 mL/min 24,86 mL/min 26,64 mL/min
<PC 12,34 mL/min 0,44 12,34 mL/min 0,406 16,80 mL/min 0,558
CXCL-9 >PC 7,68 mL/min 6,22 mL/min 6,22 mL/min
<PC 3,88 mL/min 0,44 3,06 mL/min 0,545 3,88 mL/min 0,597
CXCL-10 >PC 12,2 mL/min 226,82 mL/min 18,60 mL/min
<PC 3,99 mL/min 0,44 395,31 mL/min 0,465 3,99 mL/min 0,387
GNLY >PC 857,51 mL/min 18,60 mL/min 247,59 mL/min
< PC 274,72 mL/min 0,25 6,44 mL/min 0,833 387,26 mL/min 0,984

*Expressdo quantitativa dos genes do estudo com a divisdo da TFG acima e abaixo do ponto de corte (PC) em cada periodo,Per/ Perforina, GNLY/ Granulisina


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/10578
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/10578

Tabela 4. Pacientes com infeccdo bacteriana e viral e a expressdo génica no primeiro ano apés o transplante renal.
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Variaveis

TIM3?

FOXP3?

PER?

CXCL-9?

CXCL-10°

GNLY *®

Sem Infeccao
bacteriana

22,6 (6,3-393,0)
21,4 (1,6-492,2)

146,7 (8,0-3711,7)

13,9 (0,9-181,3)
74,7 (1,8-1636,7)

7896,5 (122,7-
53402,2)

Com infeccao
bacteriana

14,8 (4,4-108,1)
5,5 (1,3-134,4)

16,6 (3,6-582,4)

2,7 (1,2-60,9)

7.3 (1,6-639,1)

206,1 (74,9-11361,4)

P

0,387

0,682

0,554

0,441

0,407

0,241

Sem Infeccao
viral

46,3 (6,7-829,0)
32,7 (1,7-1489,3)

52,5 (5,0-3245,3)

7,9 (1,0-192,1)
25,2 (2,2-1246,0)

4875 (65,3-
40419,0)

Com infeccao
viral

22,1 (8,7-5674,9)
13,7 (3,4-3655,6)
35,3 (10,0-
18206,6)
55,3 (3,8-35725,1)
46,9 (4,6-2418,7)

1018,2 (313,4-
115556,3)

0,848

0,685

0,564

0,256

0,606

0,254

Varidveis descritas pela mediana (intervalo interquartil e comparadas pelo teste de Mann-Whitney. Per/ Perforina/ GNLY/ Granulisina


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/10578
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/10578
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Legenda da figura, 1

Figura 1, Niveis de mRNA em leucécitos de sangue periférico de amostras coletadas
pré-transplante renal: TIM3(A), FOXP3 (B), Perforina (C), CXCL-9 (D), CXCL-10 (E) e
Granulisina (F), Os graficos boxplot demonstram os valores medianos e percentis 10, 25, 75, e
90 para os niveis quantificados normalizados de RNAm (2°"*"), Os valores de P representam a
relacdo entre o0 gene e 0 processo de rejeicdo aguda, Os genes TIM3(A), FOXP3(B),
Perforina(C) e CXCL-9(D), ndo apresentaram significancia estatistica, O CXCL-10(E) e a

Granulisina(F) apresentaram diminuicdo da expresséo nos pacientes com rejeigdo aguda.
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CAPITULO 6. CONCLUSOES
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Nossos resultados ndo confirmaram a hipotese do estudo. Isto pode ter ocorrido por
diferentes razdes. A primeira seria a escolha dos genes utilizados para a analise, Metodologia de
maior amplitude em termos de geracdo como 0s microarranjos de RNA podem vir a evidenciar
genes ou conjuntos de genes com maior relevancia bioldgica neste contexto, Alternativamente
polimorfismos genéticos e ndo a expressdao do gene pode ser o caminho a ser testado para a
solidacéo de biomarcadores prognosticos em transplante de orgéaos solidos.

Considera-se que um extenso caminho ainda deva ser percorrido, para que a predicdo da
rejeicdo aguda possa ser utilizada na rotina clinica, Deve-se por fim considerar a possibilidade
de que este objetivo dificilmente possa ser alcangado em virtude principalmente da questdo da

resposta imune esfecifica aos antigenos do doador no periodo pré-transplante.
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CAPITULO 7. ANEXOS



Anexo 1. Protocolo de coleta de dados
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Nome:

Prontuario:  Tx N° Pesquisa n°:
Data de nascimento: Sexo:

Data transplante: Idade:

Doenga bésica:

Tempo em dialise: (meses)

Prova cruzada pré Tx:

Ultimo PRA: CI: CII:

Protocolo imunossupressor inicial:

Inducao:

Tempo de isquemia fria: horas + minutos

HLA Doador: A B DR

Doador: Tipo: Idade:

Doador falecido. Causa do ébito:

Creatinina do doador: Inicial: ; Final:

Doador de critérios expandidos:

HLA Receptor:A B DR

Rejeicdo aguda po6s-TR:

Tipo da rejeicéo:.

Data:

]

Tratamento:
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Tipo da rejeicéo:. Data: _/ /  Tratamento:
Tipo da rejeicéo:. Data: _/ [/ Tratamento:
InfeccBes Virais - POs Tx ?: .

Infeccéo bacteriana ? .

DGF: ; Se SIM duracéo: (dias)

POD 7: Creatinina  MDRD

POD 30: Creatinina MDRD P24/1PC:

POD 180: Creatinina  MDRD P24/1PC:

POD 360: Creatinina  MDRD P24/1PC:

Perda do enxerto: Data:

Obito: Data:
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Anexo 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

A unidade de Transplante Renal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre pelo presente

termo de consentimento convida o (a) Sr (a) a participar

de um estudo que tem como objetivo desenvolver melhores métodos para o diagndstico da
rejeicdo de transplantes renais e de forma mais rapida e segura. Os procedimentos a que o0s (as)
Sr (as) serdo submetidos séo coleta de bidpsias renais que forem necessarias por indicacdo do
médico. Junto com a bidpsia serdo coletados sangue e urina. Informamos que 0s riscos
envolvidos na pesquisa sdo 0s mesmos envolvidos no transplante renal e o risco minimo
representado pelas bidpsias renais. Pode ocorrer em até 2% dos casos, sangue na urina depois da
coleta, que ndo necessita tratamento especifico. Risco de hemorragia grave € raro ocorrendo em
menos de 1% dos pacientes submetidos a biopsias. As coletas de sangue (por pun¢édo da veia do
brago) e urina ndo oferecem risco, podendo ocorrer apenas um pequeno hematoma na area da
puncdo da veia. Nenhum beneficio financeiro serd obtido na participacdo presente estudo tanto
para a unidade de transplante renal, quanto para os (as) Sr (as), mas sua ajuda sera importante na
pesquisa de tratamentos melhores para a rejeicdo de futuros pacientes. Para seu esclarecimento a
qualquer momento ou em caso de necessidade o Sr (a) podera entrar em contato com 0S
membros da equipe da unidade de transplante renal pelos telefones 2101-8295, 2101-8121,
2101-8878 ou ainda pelos telefones celulares do Dr. Roberto Ceratti Manfro (9975-2461). Ainda
em caso de urgéncias com o plantdo da Nefrologia Transplante do HCPA telefone 21018000.

Eu, aceito a  participar do  estudo

declaro que fui também informado:
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Da garantia de receber resposta a qualquer pergunta sobre o presente estudo;

Da liberdade de retirar meu consentimento, a qualquer momento, sem que isto traga
prejuizo a continuagdo de meu cuidado e tratamento;

Do caréter confidencial das informagdes relacionadas com minha privacidade;

Da disponibilidade de tratamento médico caso existam complica¢fes causadas por esta
pesquisa;

De que néo terei despesas por participar do estudo.

Assinatura do paciente Assinatura do pesquisador
Dr. Roberto Ceratti Manfro
(51) 3359-8295
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