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Resumo

A transplantagdo ¢ a terapia de eleicdo para doentes com insuficiéncia renal
crénica terminal. Desde o nascimento da area da transplantagdo de 6rgdos, o progresso
das técnicas cirurgicas e a introducdo de novos agentes imunossupressores tém
conduzido ao aumento da sobrevivéncia do enxerto a curto prazo.

Contudo, este aumento dos resultados das taxas de sobrevivéncia do enxerto a
curto prazo ndo tem sido acompanhado com o aumento dos resultados a longo prazo. E
a acompanhar a perda tardia do enxerto estdo as complica¢des associadas a uma terapia
imunossupressora continua.

Hoje em dia, a monitorizagdo funcional dos enxertos renais € feita pela
determinagdo da creatinina sanguinea, cujas variacdes nao serdo especificas da rejeigao,
e pela analise da bidpsia renal, sendo este um procedimento invasivo.

Portanto, o desenvolvimento de ensaios ndo invasivos, que detectem
biomarcadores moleculares de rejeicdo, pode revolucionar a monitorizagdo dos
receptores de transplantes, pela identificagdo de um perfil de pré-rejeicdo que permita a
intervengdo atempada antes da disfuncao do enxerto estar instalada.

O objectivo deste trabalho foi fazer uma avaliagdo genética, gendmica, celular e
humoral de doentes transplantados com fung¢do renal estavel ha mais de dez anos e
transplantados aos quais foi diagnosticada rejeicao/ disfungdo cronica do enxerto. De
forma, a encontrar algum aspecto diferencial entre os grupos, que pudesse constituir um
potencial alvo de estudo, com o intuito de monitorizar a evolu¢do do transplante sem
recorrer a técnicas invasivas e, acima de tudo, avaliar o impacto dessas caracteristicas
na longevidade do enxerto.

Ao nivel de incompatibilidades HLA os grupos de estudo ndo apresentaram
diferencas, assim como, no perfil farmacogenético.

Foram observadas diferencas entre os grupos, nomeadamente, na presenca de
anticorpos anti-HLA, na analise da expressao génica em células do sedimento urinario,
em células do sangue periférico e em subpopulagdes celulares.

As diferencas encontradas tendem a ser indiciadoras de algum grau de tolerancia
nos transplantados com fungao renal estdvel hd mais de dez anos, tendo em atengdo que

estes doentes continuam a realizar uma terapéutica imunossupressora.

Palavras — chave: transplantagao renal; rejeigdo cronica; tolerdncia; biomarcadores.
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Abstract

Transplantation is the therapy of choice for patients with end-stage renal failure.
Since the birth of the field of organ transplantation, progresses in surgical techniques
and introduction of new immunosuppressive agents have resulted in sustained
improvements in the short-term outcomes of organ transplantation.

However, this improved of outcomes in short-term graft survival rates have not
been accompanied with increased long-term outcomes. And to accompany the late loss
of graft complications are associated with a continuous immunosuppressive therapy.

Today, the monitoring function of renal grafts is done by determining the blood
creatinine, whose variations are not specific for rejection, and the analysis of renal
biopsy, which is an invasive procedure.

Therefore, the development of noninvasive tests which detect molecular
biomarkers of rejection, may lead an overturn in the monitoring of transplant recipients,
by the identification of a pre-rejection profile allowing early intervention before the
graft dysfunction is installed.

The aim of this study was to evaluate genetic, genomic, cellular and humoral
patients with stable renal function for over ten years and who have been diagnosed
transplant rejection/chronic graft dysfunction. In order to find some difference between
the groups, which could be a potential target of study, in order to monitor the progress
of the transplant without resorting to invasive techniques and, above all, evaluate the
impact of these characteristics on graft survival.

At the level of HLA mismatches study groups showed no differences, as well as
the pharmacogenetic profile.

Differences were observed between the groups, in particular in the presence of
anti-HLA antibodies, the analysis of gene expression in cells of urinary sediment, in
peripheral blood cells and lymphocyte subsets.

The differences founded tend to be indicative of some degree of tolerance in
patients with stable renal function for more than ten years, it is important refers that

these patients continue to perform an immunosuppressive therapy.

Keywords: renal transplantation; chronic rejection; tolerance; biomarkers.
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Capitulo 1. Introducio



1.1.Transplantacao

Transplantacdo, como termo usado em imunologia, refere-se ao acto de
transferir células, tecidos ou orgdos de um local para outro. O objectivo inerente a
realizagdo de transplantes ¢ implantar um 6rgao saudavel, tecido ou células — o enxerto
— de um individuo (o dador) para um outro individuo que necessita de um transplante (o
receptor) (Kuby et al., 2003).

A transplantagdo renal ¢ o tratamento de eleigdo para a maioria dos doentes com
doenca renal cronica em estado terminal, os quais estdo permanentemente dependentes
de dialise possibilitando-lhes, assim, maior sobrevida e melhor qualidade de vida (Lee
et al.,2012; Dias et al., 2005).

O primeiro transplante renal experimental realizado com sucesso teve lugar em
1902 e o progresso rapido neste campo esteve, principalmente, relacionado com o
desenvolvimento de técnicas de cirurgia vascular. No entanto, em 1914, numa palestra
marcante que tinha como tema os aspectos cirurgicos da transplantagdo, Alexis Carrell
referiu que os esforgos futuros nesta area deviam ser “...direccionados para os métodos
bioldgicos, os quais vao prevenir a reac¢do do organismo contra o tecido estranho...”
(Somasundaran e Quiroga, 2011).

O primeiro transplante renal realizado com sucesso em humanos foi, em Boston,
em 1954, entre gémeos idénticos.

Para além de existir uma desproporc¢ao entre os individuos que necessitam de
transplantes e os 6rgdos para transplantagdo, existe uma barreira enorme a ser transposta
no tratamento médico de rotina da transplanta¢do, barreira essa denominada sistema
imune.

O sistema imune estd envolvido em mecanismos elaborados e efectivos para
proteger o organismo do ataque de agentes estranhos, e esses mecanismos causam a
rejeicdo dos enxertos em individuos que ndo sdo geneticamente idénticos (Kuby et al.,
2003).

Actualmente, a monitorizagdo funcional dos enxertos renais ¢ feita pela
determinagdo da creatinina sanguinea, cujas variacdes nao serdo especificas da rejeigao,
e pela andlise da bidpsia renal, sendo este um procedimento invasivo com potencial de
morbidade, caro e sujeito a erro de amostragem, uma vez que, OS Processos
inflamatorios podem ser focais e na biopsia examina-se, apenas, um fragmento de tecido

renal. Assim, a identificagdo de moléculas por métodos ndo invasivos, sensiveis e uteis



na pratica clinica — os biomarcadores — tém sido alvo de extensos estudos (Dias et al.,
2005).

A expansao dos conhecimentos e o aparecimento de novas técnicas em biologia
celular e molecular tém vindo a proporcionar o conhecimento da fisiopatogenia de
diversas condi¢des associadas com disfun¢do dos enxertos, possibilitando diagnodsticos
mais precisos e precoces. Estas técnicas, aplicadas no estudo da rejei¢do subclinica,
rejeigdo aguda e cronica, tém contribuido na elucidagao dos mecanismos imunoldgicos
envolvidos (Dias et al., 2005).

O desenvolvimento de ensaios ndo invasivos, que detectem biomarcadores
moleculares de rejeicdo pode revolucionar a monitorizagdo dos receptores de
transplantes, pela identificagdo de um perfil de pré-rejeicdo que permita a intervengdo
atempada antes da disfuncao do enxerto estar instalada; pelo aumento da sensibilidade e
especificidade do diagnéstico da rejei¢do; pelo desenvolvimento de novos sistemas de
classificagdo da rejeicdo que melhorem o prognostico; e pelo fornecimento de
informagao para se estabelecerem regimes individualizados de imunossupressao que,
simultaneamente, possam prevenir a rejeicdo com o minimo de toxicidade (Baxter-

Lowe e Busch, 2006).

1.1.1. Tipos de transplante

O grau da resposta imune ao enxerto difere de acordo com o tipo de transplante.

Os diferentes tipos de transplante podem ser denotados com os seguintes termos:
autotransplante, quando um autotecido ¢ transferido de um local do corpo para um
outro local, do mesmo individuo; isotransplante refere-se a tecido transferido entre
individuos geneticamente idénticos; alotransplante ocorre quando o tecido ¢ transferido
entre membros geneticamente diferentes da mesma espécie; e, por fim, o
xenotransplante tem lugar quando o tecido ¢ transferido entre espécies diferentes (Kuby
et al.,2003).

Quando o enxerto ¢ singénico (geneticamente idéntico ao receptor, nos casos de
transplantacdo entre gémeos idénticos) ou autdlogo (enxerto do proprio individuo), ha

uma identidade geneticamente perfeita e a resposta imune torna-se quase inexistente.



No caso de um alotransplante, a presenga de células de um outro individuo com
caracteristicas genéticas diferentes, vai fazer com que haja o desencadear de uma
resposta imune contra essas células (Kuby et al., 2003).

Os varios antigénios que determinam a compatibilidade de células e tecidos sao
codificados por mais de 40 loci diferentes, mas os loci responsaveis pelas reac¢gdes mais
vigorosas de rejeicdo do aloenxerto estdo localizados no designado ‘“Major
histocompatibility complex” (MHC), que desempenha um papel central no
desenvolvimento da resposta imune.

O MHC ¢ um conjunto de genes dispostos no braco curto do cromossoma 6
(6p21) nos humanos, sendo referido como o sistema HLA (Figura 1). Os genes HLA
estdo organizados em regides que codificam trés classes de moléculas, moléculas HLA
classe I, Il e III (Kuby et al., 2003).

Os genes HLA classe I codificam glicoproteinas expressas a superficie de quase
todas as células nucleadas; a principal funcdo dos produtos dos genes de classe I ¢ a
apresentacao de péptidos antigénicos as células T citotdxicas (Tc).

Os genes HLA classe II, por sua vez, codificam glicoproteinas expressas,
principalmente, nas células apresentadoras de antigénios (macrdofagos, células
dendriticas e células B), as quais apresentam péptidos antigénicos processados as
células T auxiliadoras (Th).

Por fim, os genes HLA classe III codificam, adicionalmente com outros
produtos, varias proteinas que possuem fungdes imunologicas, incluindo componentes
do sistema complemento e moléculas envolvidas na inflamacao (Kuby et al., 2003).

Chromosome 6
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Figura 1. Localizagdo do complexo MHC no cromossoma 6 nos humanos. O sistema HLA esta localizado
no brago pequeno do cromossoma 6 (6p21) e representa os genes mais polimorficos do genoma humano. Os genes
HLA envolvidos na resposta imunitaria estdo divididos em genes HLA classe I e classe II, com base na estrutura,
expressdo e fungdo das moléculas que codificam. (Fonte: Billen, Evy V.A.; HLA antibodies detection and clinical

relevance. Universitaire Pers Maastricht; 2011)



As moléculas HLA classe I codificadas pelos loci A, B e C foram as primeiras a
serem descobertas e sdo expressas numa gama variada de tipos de células. As duas
cadeias das moléculas HLA classe II sao codificadas pelas regidoes DP, DQ e DR, em
humanos.

As moléculas HLA classe 1 e classe II possuem caracteristicas estruturais
comuns ¢ ambas desempenham fungdes no processamento de antigénios. Sao
glicoproteinas ligadas a membrana, cuja funcdo especializada € servirem como
moléculas apresentadoras de antigénios, pois formam complexos estdveis com o0s

péptidos antigénicos, mantendo-os a superficie das células para reconhecimento pelas

células T (Figura 2).
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Figura 2. Diagrama esquematico das moléculas HLA de classe I e classe II representando os dominios
extracelulares, os segmentos transmembranares ¢ a cauda citoplasmatica. A fenda de ligagdo dos péptidos é formada
pelos dominios mais distantes da membrana, em ambas as moléculas. (Fonte: Kuby, J., Kindt T.J., Goldsby R.A.,

Osborne B.A (2003). Immunology. 5™ edition. W.H. Freeman and Company. New York)

Uma das principais caracteristicas dos genes HLA € o seu vasto polimorfismo.
Actualmente, sdo conhecidas mais de 1000 proteinas HLA diferentes codificadas pelos
genes HLA classe I e II cléssicos.

Os genes HLA sao altamente polimérficos, existindo varias formas alternativas
dos genes ou alelos de cada locus entre individuos. Cada grupo de alelos ¢ referido
como um haplétipo. Um individuo herda um haplétipo da mae e um haploétipo do pai.

Embora, a taxa de recombinagdo através de “crossover” seja baixa nos genes do
sistema HLA, contribuiu significativamente para a diversidade do locus na populagdo

humana. A recombinagdo genética gera novas combinacdes alélicas e o elevado numero



de geragdes desde o aparecimento da espécie humana permitiu intimeras
recombinagdes, o que torna raro a possibilidade de dois individuos, sem qualquer
relagdo parental, terem grupos de genes HLA idénticos (Kuby et al., 2003).

Em suma, o sistema HLA e o seu polimorfismo evoluiram de forma a assegurar
a identidade imunoldgica individual, pois, s6 assim, o sistema imune pode discriminar
entre “self” e “non-self”. Portanto, as moléculas HLA constituem a base da imunologia
da transplantagao.

As diferencas entre dador e receptor ao nivel do sistema HLA, isto €, o grau de
incompatibilidade, podem ser expressas em termos de “mismatches”.

HLA “mismatch” refere-se a falta de correspondéncia entre dador e receptor ao
nivel de HLA-A, HLA-B e HLA-DR, dado estes serem os /oci mais polimorficos e
antigénicos e, consequentemente, serem os mais relevantes na transplantagao.

Um elevado nimero de “mismatches” entre estes antigénios HLA est4 associado
a um pior resultado a nivel de transplantagdo renal (Somasundaran e Quiroga, 2011;

Feucht e Opelz, 1996).

1.2. Rejeicio do enxerto

O dano do enxerto pode ocorrer a diferentes momentos depois da transplantagao,
podendo ser: apos minutos ou horas, na designada rejeicao hiperaguda; apos dias ou
semanas, no caso de rejeicao aguda; e, por fim, passados meses a anos, estando perante
a rejeicao cronica.

Estes termos estdo relacionados com o tempo clinico de apresentacdo de
sintomas da rejeicdo mas, também, podem tender a reflectir quais os diferentes
mecanismos que estdo a contribuir para o processo, ou seja, a contribuicao pelas células
e anticorpos (Rose e Hutchinson, 2006), tendo em conta que a resposta imune contra o
orgdo transplantado consiste em ambos os mecanismos celular (mediada por linfocitos)
e humoral (mediada por anticorpos) (Malhotra, 2011).

A resposta imune pode ser dividida em duas partes distintas: a resposta inata
(ndo especifica, independente de antigénio) e a resposta adaptativa (adquirida,
especifica, dependente de antigénio). Existe uma estreita cooperacdo entre as duas
respostas e cada uma consiste em duas fases, a de reconhecimento e a efectora. Os
diferentes componentes da resposta podem, também, ser divididos em celular e humoral

(Somasundaran e Quiroga, 2011).



O sistema imune inato (monocitos, células NK, neutréfilos) compreende células
que nao possuem mecanismos de reconhecimento especificos de antigénios, mas
reconhecem um largo espectro de antigénios, que consistem em motivos conservados
nos patogenes. Estes motivos sdo designados “Pathogen-associated molecular patterns”
(PAMPs). O reconhecimento de patogenes pelos mondcitos ndo requer expansao clonal.

Existem evidéncias fortes que os componentes do sistema imune inato sao
responsaveis por danos no enxerto nos estadios iniciais do transplante. Os enxertos sao
infiltrados com mondcitos e neutréfilos muito cedo ap6s a implantagdo, resultando na
expressdo de uma gama variada de novas moléculas, incluindo moléculas de adesdo,
citocinas pro-inflamatorias € quimiocinas, as quais promovem a infiltragdo do enxerto
por linfécitos. O complemento, embora esteja associado com a activagdo de anticorpos,
também pode ser activado na auséncia. A activacdo do complemento ocorre durante o
dano da reperfusdo isquémica e causa danos nos tecidos e amplifica a resposta imune.

A resposta imune adquirida € a resposta mediada por linfocitos especificos para
os antigénios. A caracteristica da resposta imune adquirida ¢ a sua capacidade de
responder rapidamente a antigénios que ja estiveram presentes previamente, € a resposta
obtida deve-se a seleccdo clonal e expansdo de linfocitos especificos contra os
antigénios.

Os clones individuais de linfocitos que apresentam especificidade para distintos
motivos antigénicos com uma larga diversidade de receptores sdo gerados através de
rearranjos somaticos dos genes que os codificam. A larga diversidade de receptores das
células T e das células B significa que os clones de linfocitos com especificidade para
um dado antigénio estdo sempre presentes (Rose e Hutchinson, 2006).

As células T sdo as principais directrizes do sistema imune adquirido, na fase de
reconhecimento e na fase efectora. A apresentacdo de antigénios aos linfocitos T resulta

na activacao e proliferagcdo das células T (Somasundaran e Quiroga, 2011).

1.2.1. Papel das células T na rejeicao

Até ao momento, as c€lulas T sdo consideradas as células centrais na rejeigao
dos enxertos. A reaccdo de rejeicdo consiste na fase de sensibilizagdo e na fase efectora
(Malhotra, 2011).

Como ja foi referido, anteriormente, a funcdo das moléculas HLA expressas a

superficie das APCs, ¢ ligar fragmentos de péptidos antigénicos e apresenta-los as
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células T, as quais os reconhecem através dos seus receptores (TCR). Este passo de
reconhecimento inicia a resposta imune mediada por células T, iniciando-se, portanto, a
fase de sensibilizagao.

Mas a completa activagdo das células T requer dois sinais distintos mas
sinergisticos. O primeiro sinal, entregue através do receptor de antigénios das células T,
¢ proveniente do proprio antigénio e € responsavel pela especificidade da resposta
imune. O segundo, ou co-estimulatorio, ¢ um sinal nao especifico do antigénio. Varias
moléculas das células T podem servir como receptores para sinais co-estimulatorios, a
molécula CD28 ¢ uma dessas moléculas. A molécula CD28 tem dois ligandos
conhecidos, B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86), os quais sdo expressos principalmente em
APCs activadas (Figura 3).

As células T, também, expressam CTLA4, uma molécula estrutural semelhante a
CD28, a qual pode, igualmente, ligar-se a B7-1 e B7-2. No entanto, ao contrario de
CD28, CTLA-4 transmite um sinal inibitério que faz com que a resposta imune termine

(Figura 3) (Sayegh e Turka, 1998).

Unresponsiveness

Figura 3. Representacdo esquematica das fungdes das moléculas CD28, B7-1, B7-2 e CTLA-4. As células
T ndo-activadas expressam CD28, mas as APCs ndo-activadas ndo expressam moléculas B7. Apds activagdo as
APCs, inicialmente, expressam B7-2, sendo possivel a sua ligagdo a molécula CD28, transmitindo o sinal co-
estimulatorio a célula T. Mais tarde, as APCs passam a expressar também B7-1 e as células T expressam o receptor
inibitorio, CTLA-4. Ambas as moléculas B7-1 ¢ B7-2 podem ligar quer CD28 ou CTLA4, levando a cabo uma co-
estimulagdo continuada ou a um novo sinal inibitorio, respectivamente. (Fonte: Sayegh, Mohamed H. and Turka,
Laurence A.; The role of T-cell costimulatory activation pathways in transplant rejection. Mechanisms of disease

338, 35 (1998)).



A estimulacdo das células T pelas moléculas CD80 e CD86 e reconhecimento do
antigénio induz a expressao de uma molécula de superficie denominada Ligando CD40
(CD40L), o qual se liga ao CD40 presente nas células B, células dendriticas,
macrofagos activados e células endoteliais. Esta interac¢do ligando-receptor
desempenha um papel fundamental na resposta imunoldgica e, perante o seu bloqueio, a

activacdo de células B e T ndo ocorre (Figura 4) (Kamoun, 2001).

Adhesion
molecules

HLA class I
b/

CD40 CD40L T H « i
B Hr;%t ~ > Alloantigen Activation
APC TCA er ) i i
i omm— ool — Costimulation

I'd 77 OO
Cytokine
secretion

crse) _von T Toh Cytokine Secretion

apo \ l‘ | / / (e 1L2)

Expression of cytotoxic 4 A ( B}II
aftack molecules ] -
(Granzyme B, Perforin)
b, 4 .
Clonal expansion Anti-HLA » Cytokine Clonal expansion
of alloreactive alloantibodies * Growth factors of alloreactive
cytotoxic T cell Thcells

Figura 4. Esquema representativo do reconhecimento de aloantigénios e activagdo de linfocitos. As células
T usam os seus receptores especificos para antigénios (TCR) para reconhecer os aloantigénios. Os TCR reconhecem
apenas os fragmentos antigénicos que sio apresentados pelas moléculas HLA. As células T CD4" reconhecem
antigénios apresentados pelas moléculas HLA classe II e as células T CD8+ reconhecem os antigénios apresentados
pelas moléculas HLA classe I. O reconhecimento pelos TCR ¢ necessario mas ndo suficiente para activar as células T
alo-reactivas. A interacgdo B7-CD28 gera o sinal co-estimulatorio que promove a completa activagdo das células T.
A interac¢do B7-CTLA-4 inibe a activagdo das células T. A interac¢do do receptor CD40 com o CD40L afecta as
APCs, levando a uma sobre-regulacdo da expressdo de citocinas inflamatdrias, moléculas de adesdo e B7. As APCs
activadas, assim, através do seu receptor CD40 funcionam como mais um estimulador para as células T. (Fonte:
Kamoun, Malek; Cellular and molecular parameters in human renal allograft rejection. Clinical biochemistry 34,

29-34 (2001))

O alo-reconhecimento refere-se ao fendmeno pelo qual o sistema imune do
receptor reage com os antigénios do dador, que sdo considerados “non-self” (Bharat e
Mohanakumar, 2007). Existem, no minimo, duas vias de alo-reconhecimento, vias essas
designadas por via directa e via indirecta.

Na via directa, as células T do receptor reconhecem as moléculas HLA
alogénicas intactas expressas nas cé¢lulas do dador. Os o6rgdos transplantados
transportam um numero varidvel de APCs passageiras, na forma de células dendriticas

intersticiais. Estas APCs possuem uma elevada densidade de moléculas aloantigénicas e



sdo capazes de estimular directamente células T do receptor (Figura 5) (Malhotra,
2011).

Na via indirecta, os péptidos derivados do catabolismo das moléculas HLA do
dador sdo apresentados pelas proprias APCs do receptor (Figura 5) (Sayegh e Turka,
1998).

A via directa parece ser responsavel pela resposta imune vigorosa na rejeicao
aguda, e, por outro lado, a via indirecta parece ser dominante na disfun¢do cronica

(Sayegh e Turka, 1998).
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Figura 5. Tlustragdo das vias de alo-reconhecimento. Na via directa de alo-reconhecimento, moléculas
MHC de células alo-génicas, funcionam como APCs alo-génicas, ligando-se as células T. Na via indirecta, as
moléculas MHC do dador sao processadas em péptidos que sdo apresentados as células T. (Fonte: Sayegh, Mohamed
H. and Turka, Laurence A.; The role of T-cell costimulatory activation pathways in transplant rejection. Mechanisms

of disease 338, 35 (1998))

As células T CD4", aparentemente, sio as mais importantes na iniciacio da
rejeicdo do enxerto. S3o responsaveis pela producdo da maioria das citocinas
necessarias a estimulagcdo da resposta imune.

Ap6s a apresentagdo do antigénio pelas APCs, os linfocitos T CD4" naive sdo
activados, proliferam e sofrem diferenciacdo. E sob diferentes condi¢gdes de activagao,

estes linfocitos, estimulados pelo antigénio, podem sofrer um processo de diferenciacao
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Thl ou Th2. De forma geral, as células Thl conduzem a resposta imune celular e as

células Th2 produzem a resposta imune humoral (Figura 6).
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Figura 6. Diferenciacio dos linfocitos T CD4 naive em Thl e Th2. Apés a apresentacio do antigénio pelas
APCs, os linfocitos T CD4 naive sdo activados, proliferam e sofrem diferenciagio em subtipos com perfis
caracteristicos de produgdo de citocinas, nomeadamente, células Thl e células Th2. As células Thl conduzem a

resposta imune celular e as células Th2 produzem a resposta imune humoral (Adaptado de www.biolab.cn).

Embora, as células T CD8" possam produzir pequenas quantidades de citocinas,
a sua contribuicdo para a rejeicdo do enxerto estd relacionada com a lise directa das
células do dador.

Macroéfagos activados e células T CD4 " por si s6 contribuem para o processo de
rejeicdo pela resposta de hipersensibilidade tardia envolvendo a producdo de
mediadores soltiveis como o TNF e intermedidrios reactivos de oxigénio. Esta resposta
¢ suficiente para causar a perda do enxerto, mesmo na auséncia de células T CD8"
(Sayegh e Turka, 1998).

As células T CD8" citotoxicas (CTLs) desencadeiam as reacgdes de
citotoxicidade mediada por células induzindo apoptose. Depois da activacao das CTLs,
ocorre a formagdo de granulos que contém Perforina e Granzima. E, ao mesmo tempo,
com a c¢lula-alvo identificada e mobilizada, esses granulos fundem com a membrana da

célula efectora e libertam o seu contetido na sinapse imunologica. Assim, as granzimas
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sao inseridas dentro do citoplasma da célula-alvo, onde a Granzima B pode desencadear
apoptose através de varios mecanismos, incluindo a clivagem directa da procaspase-3 e
a activacao indirecta da procaspase-9.

Em alternativa, as CTLs podem, também, usar a via dependente de Fas para
induzir citolise e apoptose. A via Fas ¢, igualmente, importante na limitagdo da
proliferacdo das células T na resposta a estimulagdo antigénica.

A citoxicidade mediada por células aparenta ter um papel importante na rejeicao

aguda do aloenxerto, mas ndo na rejei¢ao cronica (Sayegh e Turka, 1998).

1.2.2. Rejeicao hiperaguda

A rejeicdo hiperaguda acontece quando o dano do enxerto ocorre minutos ou
horas ap6s o transplante, porque a vascularizagdo ¢ destruida. Este tipo de rejei¢do €
causada pela presenca de anticorpos pré-formados dirigidos contra os antigénios do
enxerto. E existem trés possiveis hipoteses para explicar a presenca desses anticorpos:
as transfusdes sanguineas, a realizag¢do prévia de outros transplantes ou a gravidez.

As células endoteliais dos vasos sanguineos do “novo” 6rgdo sdo os principais
alvos, dado os anticorpos ao se ligarem as células levarem a consequéncias catastroficas
para o enxerto, causando a lise celular dependente do complemento ou a activacdo das
células endoteliais, conduzindo a trombose intravascular e coagulacdo. O bloqueio do

fornecimento de sangue ao enxerto torna-se critico (Rose ¢ Hutchinson, 2006).

1.2.3. Rejeicao aguda

1.2.3.1. Rejeicao aguda celular (mediada por linfocitos)

A rejeicdao aguda celular ¢ mediada por linfocitos que foram activados contra
antigénios do dador, principalmente, nos tecidos linféides do receptor. As células
dendriticas do dador, também designadas por leucocitos passageiros, entram em
circulacao e funcionam como APCs (Malhotra, 2011).

Transplantados com rejeicao celular aguda desenvolvem um aumento abrupto de
creatinina, retencao de fluidos e, algumas vezes, febre (Cornell et al, 2008).

Patologicamente, a rejeicdo aguda celular manifesta-se pela acumulagdo de

células mononucleares no intersticio. As células mononucleares permeiam o espaco
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intersticial que rodeia os tibulos e sdo constituidas, maioritariamente, por células T
CD4" ¢ CD8" (Cornell et al., 2008).

Os subgrupos das células T auxiliadoras CD 4" (Th) possuem padrdes distintos
de citocinas e permanece o conceito de que as células Thl medeiam a rejei¢cdo enquanto
as células Th2 promovem tolerdncia. Embora as células T CD4" produzam citocinas
inflamatorias (IFN-Y e IL 2, as quais conduzem a resposta celular, e IL 4, IL 5 e IL 13
produzem a resposta humoral) e as células T CD8" medeiem a citotoxicidade, as suas
fungdes efectoras sobrepdem-se (Nankivell e Alexander, 2010).

A tubulite, invasdo do epitélio tubular pela infiltracdo de células T e macréfagos,
¢ uma caracteristica da rejeicdo aguda celular, como j4 foi referido, anteriormente. Em
casos extremos, a membrana basal tubular sofre ruptura, causando a libertacao de
proteinas tubulares no intersticio, o que se pode correlacionar com a disfuncao do
enxerto e progressiva perda do enxerto (Cornell ef al., 2008).

Portanto, as células T medeiam o dano do aloenxerto através do contacto directo
com as células epiteliais tubulares e através dos efeitos da libertagao local de citocinas
(Nankivell e Alexander, 2010).

Durante a rejeigdo aguda, uma variedade de quimiocinas sdo produzidas no
enxerto, incluindo CXCL10, CCL2 e¢ CCL3. Os tabulos sdo, também, fonte de
quimiocinas como CCLA4, CCL5 e CXCLS8 e citocinas como TNF-0, TGF- e IL 6. O
padrao de expressao sugere uma predominancia de células Thl sobre células Th2.

IFN-Y, a citocina prototipica das células Thl, estd fortemente associada com a

rejeicdo e a infiltracdo de células no enxerto (Cornell ef al., 2008).

1.2.3.2. Rejeicao aguda humoral (mediada por anticorpos)

A rejeicdo aguda mediada por anticorpos ou rejei¢do aguda humoral ¢ devido
25%, aproximadamente, a anticorpos para antigénios HLA do dador. Os factores de
risco incluem a pré-sensibilizagdo e a diminui¢do da imunossupressao. Este tipo de
rejeigdo ocorre com todos os regimes de imunossupressao, mesmo com as terapias que
inibem profundamente as células T. A rejeicao aguda humoral pode ocorrer com ou sem
a componente da rejeicdo mediada pelas células T (Cornell ef al., 2008).

A proteinuria esta associada com a detec¢ao de anticorpos especificos contra o

dador e aparenta ser um factor importante que determina o declinio répido da taxa de
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filtracdo glomerular e a falha precoce do enxerto em pacientes que desenvolvem

anticorpos anti-HLA de novo (Malhotra, 2011).

1.2.4. Rejeicao/ Disfuncio cronica

A rejeigdo cronica desenvolve-se meses ou anos depois de episddios de rejeicao
aguda terem ocorrido.

A rejeicdo cronica ou disfungdo cronica do enxerto pode ser causada por um
variado numero de processos, particularmente, inflamag¢des repetidas e danos
provenientes de causas mediadas imunologicamente ou ndo. Chang e Platt recorreram
ao termo rejeicdo cronica para se referirem a disfun¢do cronica do enxerto causada por
reacgOes imunologicas e ao termo disfungdo cronica do aloenxerto para mencionar a
disfuncdo causada por isquémia, toxicidade de farmacos, envelhecimento e outros
processos ndo-imunoldgicos (Chang e Platt, 2009).

A rejeigdo ou disfungdo crdnica resulta em vasculopatia obliterativa, infiltragao
de leucocitos, oclusdao luminal e resposta fibrotica, o que conduz a deterioracao
estrutural e perda de fungao.

Supde-se que mais de 60% da rejeigdo cronica dos oOrgaos transplantados seja
causada pela presenca de anticorpos anti-dador (Chang e Platt, 2009).

Desde 1970, através das observagdes clinicas efectuadas que se sugere, entdo,
uma ligacdo entre a presenga de anticorpos especificos para o dador e a rejeigao cronica,
a qual Thaunat designa por “Teoria Humoral” da rejei¢ao cronica (Thaunat, 2012).

Em estudos recentes, a presenca de anticorpos anti-HLA II no soro foi
considerada a melhor caracteristica predictiva para danos na microcirculagdo, o que
sugere que este tipo de anticorpos podera ter uma maior capacidade para desencadear a
falha do enxerto do que os anticorpos anti-HLA 1. Contudo, ¢ de salientar que os
anticorpos detectados no sangue podem ndo representar os anticorpos que estdo a actuar
no enxerto (Thaunat, 2012).

Existem varios factores que aumentam o risco de rejeicao/disfuncao cronica, os
quais podem ser: anteriores episodios de rejeicao aguda; imunossupressao inadequada;
funcdo inicial do enxerto tardia; factores relacionados com o dador (e.g.; idade do
dador, hipertensao); danos de reperfusdo do 6rgdo; tempo de isquémia fria prolongado;
factores relacionados com o receptor (e.g.; diabetes, hipertensdo, hiperlipidémia);

infeccao pos-transplante (e.g.; citomegalovirus) (Malhotra, 2011).
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1.3. Tolerancia

A tolerancia imunologica ¢ um fendmeno complexo que ocorre naturalmente em
todo o ser vivo (Manfro et al., 1999).

Como ja foi referido anteriormente, os xenos e os aloenxertos sdo tecidos
altamente imunogénicos, levando, portanto, ao desenrolar de uma forte resposta imune
que se ndo for controlada, leva a destrui¢do dos mesmos no processo de rejeigao.

Em contraste, quando um o6rgdo ou tecido transplantado entre seres
geneticamente distintos ndo € rejeitado, na auséncia de imunossupressao inespecifica ¢
denominado de tolerancia imunoldgica ao transplante.

Os mecanismos responsaveis pela inducao de nao resposta aos aloantigénios,
assim como os potenciais mecanismos da manutencdao da tolerancia permanecem sob
intenso estudo (Manfro ef al., 1999).

Logo, um objectivo central para os imunologistas na area da transplantacdo ¢
explorar os mecanismos da ‘“self-tolerance” com o intuito de induzir tolerancia
especifica aos tecidos alogénicos durante a transplantagao.

Existem caracteristicas da tolerancia ao transplante que sdo sinéonimo de “self-
tolerance”, ambos os processos requerem uma aquisicdo de tolerancia a um largo
nimero de antigénios e podem ocorrer através de um mecanismo central ou periférico
(Priyadharshini et al., 2011).

A tolerancia central ¢ induzida através da injec¢do de medula 6ssea do dador em
hospedeiros condicionados de forma a estabelecer quimerismo hematopoiético
alogénico. Este quimerismo vai resultar, portanto, na delec¢do clonal de células B e T
alo-reactivas durante o seu desenvolvimento.

A tolerancia periférica requer a deleccdo de células B e T alo-reactivas maduras,
que residem na periferia, através de mecanismos como a delecc¢do, anergia e regulacio

(Priyadharshini et al., 2011).

1.3.1. Deleccao

A barreira central para a indugdo de tolerancia aos tecidos alogénicos ¢ a elevada
frequéncia de precursores de células T alo-reactivas. Assim, um aspecto fundamental
para o estabelecimento de tolerancia ¢ a delec¢ao de células T alo-reactivas através de

vias, quer passiva, quer activa de morte. A deleccao de células T periféricas por morte
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celular induzida por activagdo ¢ um exemplo de um mecanismo activo. Este caso
envolve a morte de células T activadas reestimuladas pelo acoplamento do TCR e que
tenham recebido sinais através dos receptores de morte celular como o Fas (CD95) e os
receptores TNF.

A morte celular passiva ¢ desencadeada por stress extracelular, farmacos
citotoxicos ou irradiagdo, e ¢ regulada por membros da familia Bcl-2 (Priyadharshini et

al., 2011).

1.3.2. Anergia

A anergia caracteriza-se pela inactivagdo funcional da resposta das células T a
estimulagdo de novo pelo aloantigénios (Wood e Sakaguchi, 2003).

Embora, uma quantidade significativa de células T alo-reactivas seja deletada
durante a indugdo de tolerdncia ao transplante através do bloqueio dos sinais de co-
estimulagao das células T, ¢ detectado na periferia um nivel baixo dessas células T
especificas para o antigénio. Estas células T que escapam a delec¢ao durante o processo
de indugdo de tolerancia designam-se anérgicas ou nao-respondedoras.

As células T anérgicas falham a sua activagdo depois do acoplamento do TCR
devido a uma redugdo da sua capacidade de mediar processos de sinalizacdo a jusante
do TCR. Além disso, as células T anérgicas estdo funcionalmente nao-respondedoras a
sinalizagao por IL 2, produzem niveis reduzidos desta interleucina e a sua proliferacdo

estd comprometida (Priyadharshini et al., 2011).

1.3.3. Regulacio (Células T reguladoras)

Um dos mecanismos mais importante para a indug@o de tolerancia ao transplante
é a existéncia das células T reguladoras CD4 CD25 FoxP3" (Tregs) (Priyadharshini et
al.,2011).

As células Tregs podem ser definidas como células CD4 " que expressam o factor
de transcricdo “Forkhead box P3” (FoxP3), o qual ¢ fundamental para o normal
desenvolvimento e fungdo destas células (Huehn, 2009). Para além disso, este tipo
particular de células expressa a superficie CD25, a subunidade a do receptor da IL 2, o

que permite a sua separagao celular.
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Este tipo de células T ¢ essencial para manter a homeostase do sistema imune e
para prevenir o desenvolvimento de reactividade autoimune de células T “self-reactive”
que tenham escapado a selec¢cdo negativa no timo.

As células Tregs podem diferenciar-se durante o desenvolvimento de células T
no timo até ao estadio de timocitos CD4 “single-positive”. Estas células Tregs derivadas
timicamente ou naturais retém um fenotipo estavel durante a sua exportacdo para a
periferia. Uma vez na periferia, elas podem ser activadas por antigénios especificos e
adquirem algumas propriedades fenotipicas de células T efectoras de memoria, tais
como, a sua capacidade de migrarem para tecidos periféricos inflamados, mantendo a
expressao de FoxP3 e a sua fungdo supressora (Huehn, 2009).

Para além das células Tregs naturais, existem evidéncias que indicam que as
células Tregs, também, podem surgir da conversao de células T CD4" convencionais na
periferia, seguida do reconhecimento do antigénio sob condi¢des tolerogénicas.
Presume-se que esta criagdo de novo de células Tregs possui um papel importante na
tolerancia adquirida (Huehn, 2009). A populacdo de células Tregs induzida inclui
células T reguladoras 1 (Trl), as quais produzem IL 10; células T helper 3 (Th3),
secretoras de TGF-B; e células Tregs Foxp3" convertidas (Adalid-Peralta et al., 2011).

A IL 10 estd envolvida no aumento e manuten¢do das células Tregs. O papel
desta interleucina na indugdo regulatéria das células T, provavelmente, estd envolvido
em varios eventos: nas APC, a IL 10 reduz a apresentacdo de antigénios através do
impedimento da ligacdo péptido-MHC II; reduz a expressio de moléculas co-
estimulatorias CD80 e CD86; e destabiliza o mRNA de citocinas.

Em relacdo ao TGF- B1, a sua presenga parece ser necessaria na indugdo das
Tregs acompanhada por um aumento na expressao de FoxP3 (Adalid-Peralta et al,
2011).

Este tipo celular, nos receptores de transplantes, pode ser encontrado, portanto,
no tecido linféide do receptor, mas também no local do enxerto. As células Tregs
reconhecem as moléculas HLA do dador através da via indirecta de alo-reconhecimento
(Figura 7). Depois da transplantagdo, a presenca continuada de aloantigénios
provenientes do enxerto, pode promover, portanto, a geracdo de células Tregs, o que
torna o enxerto por si s6 crucial para a manuten¢do da tolerancia (Wood e Sakaguchi,

2003).
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Figura 7. Reconhecimento dos aloantigénios pelas células Tregs e a sua accdo imunomoduladora. As
células Tregs manifestam o seu potencial regulador, quando células T especificas para aloantigénios respondem
através da via directa ou indirecta de alo-reconhecimento. A actividade funcional das células Tregs parece estar
dependente de moléculas associadas a células como CTLA4, assim como, a mediadores soliiveis como a IL 10 e o
TGF-B. (Fonte: Wood, Kathryn and Sakaguchi, Shimon. Regulatory T cells in transplantation tolerance. Nature
reviews Immunology 3, 199 — 210 (2003))

Konieczny et al demonstraram que a IL 2 e o IFN-y sdo necessarios para a
sobrevivéncia do aloenxerto a longo prazo, o que indica que estas citocinas possam ser,
igualmente, requeridas para o desenvolvimento de células Tregs especificas para os
aloantigénios a nivel periférico (Konieczny et al., 1998).

Os inibidores de calcineurina, como iremos ver mais a frente, tais como,
Ciclosporina e Tacrolimus, fazem parte de um cocktail de farmacos imunossupressores,
que bloqueiam a transcri¢do do gene que codifica a IL 2, de forma a prevenir a rejei¢cao
do enxerto. Contudo, ao inibir a secre¢do de IL 2, a sobrevivéncia do aloenxerto a longo
prazo estara comprometida, uma vez que, a sinalizacao pela IL 2 ¢ exigida para a funcao
das células Tregs (Wood e Sakaguchi, 2003).

CTLAA4, como ja foi referido, ¢ um importante regulador negativo da fungao das
células T, mas estd, também, implicado no mecanismo de ac¢ao das Células Tregs, quer
para a populacdo dita natural quer para a populagdo induzida.

Em resumo, as células Tregs exercem a sua ac¢do supressora na proliferagdo e
activagdo de células T CD4" e T CD8  via contacto célula-célula, e secrecio de

citocinas como TGF-B e IL 10 (Wood e Sakaguchi, 2003).
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1.3.4 Acomodacao

Acomodagdo refere-se a condigdo, na qual o transplante apresenta pequenos ou
nenhuns danos e a sua fungdo normal, apesar da presenga de anticorpos anti-dador na
circulagdo do receptor. No fundo, a acomodacdo refere-se a resisténcia adquirida do
enxerto ao dano humoral (Chang e Platt, 2009; Thaunat, 2012).

Os mecanismos que ddo origem a acomodagdo ainda permanecem
desconhecidos, mas a expressao de genes protectores do endotélio, incluindo A20, Bcl-
2, Bcl-xL, assim como, da Hemo-oxigenase (HO-1) ¢ importante para o
desenvolvimento e manuten¢ao da acomodacao.

Este processo de acomodacdao foi descrito pela primeira vez, a partir de
observagdes resultantes de um transplante renal onde existia incompatibilidade ABO.
Nao existindo duvidas, actualmente, que a acomodagdo ocorre em transplantes
incompativeis no sistema ABO, em relagdo aos anticorpos anti-HLA ainda existe
alguma controvérsia.

Por fim, também, se sugere que da acomodacdo podem incorrer desvantagens
bioldgicas na forma de alteragdes no metabolismo celular ou perda da funcdo. Portanto,
as vias e produtos associados a acomodacdo podem proteger contra danos humorais

agudos mas podem contribuir para a rejei¢do cronica (Thaunat, 2012).

1.3.5 Células B

Os mecanismos associados ao papel regulador exercido pelas células B estardo
associados a IL 10, através da supressdo directa da diferenciacdo de células T,
promovendo o desenvolvimento de células Tregs e restringindo as fungdes das células
dendriticas.

Apesar da importincia da regulacdo das células B na transplantacdo de orgaos
solidos, ainda permanece por esclarecer de forma mais concreta o seu envolvimento. Foi
demonstrado que receptores de transplante renal operacionalmente tolerantes, isto &,
pacientes com fun¢do do enxerto renal estavel, na auséncia de imunossupressao por
mais de um ano, sdo caracterizados por um aumento da expressdo de genes envolvidos

na diferenciagdo das células B, uma sobre-regulagao de CD20 nas células do sedimento
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urindrio ¢ um elevado nimero de células B naive e transicionais no sangue periférico

(Sagoo et al., 2010; Newell et al., 2010).

1.4. Imunossupressao

O actual sucesso da transplantagdo de orgdos estd, em grande parte, associado
aos avancgos da terapia imunossupressora € muito poucos aloenxertos sdo perdidos
devido a rejei¢des agudas (Taylor et al., 2005).

A estimulagdo imunoldgica € um processo complexo com varios passos €, por
isso, a prevencao da activagdo da resposta imune contra células estranhas pode ser
conseguida através de métodos nao-especificos (reducdo do ntimero total de linfocitos)
ou meétodos especificos (bloqueio especifico de vias da resposta linfocitaria). No
entanto, a terapéutica imunossupressora deve ser contrabalangcada com as consequéncias
indesejadas de imunodeficiéncia, como a infec¢do e cancro.

Adicionalmente, todos os fArmacos imunossupressores possuem uma toxicidade
nao imune relacionada com o tipo e mecanismo de accdo. O objectivo no
acompanhamento a longo prazo das pessoas transplantadas ¢ maximizar a sobrevivéncia
do enxerto e minimizar a sobre-imunossupressdo e a toxicidade dos farmacos (Wallace

e Kingsmore, 2006).

1.4.1. Modelo dos 3 sinais da resposta aloimune

Para uma melhor compreensdo dos mecanismos de acc¢do dos agentes
imunossupressores, segue-se uma breve revisao da sequéncia de sinais para a activagdo
e proliferacdo das células T.

A interac¢do do antigénio a superficie das APCs (células dendriticas) com o
complexo TCR/ CD3 constitui o sinal 1. Esta interacgdo ¢ altamente especifica, mas de
baixa afinidade e, portanto, necessita de co-estimulacdo, como ja foi referido
anteriormente. O sinal 2 € constituido pela conexao dos ligandos CD80 e CD86 da APC
com o receptor CD28 da célula T (Figura 8).

Os sinais 1 e 2 activam 3 vias de conduc¢ao de sinais: a via calcio-calcineurina; a
via “ras mitogen-activated protein (MAP) Kinase” e a via do “nuclear factor-kappa B”

(NF-kB). Estas trés vias activam factores de transcricdo, desencadeando a expressao de

varias moléculas, incluindo a IL 2, IL 15 e CD25 (Figura 8).
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Um ferceiro sinal serd a activacdo de uma segunda via, a via “target of
rapamycin” pela IL 2 e outras citocinas, a qual conduzira a proliferagao celular (Figura

8) (Wallace e Kingsmore, 2006).
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Figura 8. Activacdo das células T descrita por uma sequéncia de trés sinais. A interac¢do do antigénio a
superficie das APCs com o complexo TCR/ CD3 constitui o sinal 1. Esta interac¢do ¢ altamente especifica, mas de
baixa afinidade e, portanto, necessita de co-estimulag@o. O sinal 2 é constituido pela conexdo dos ligandos CD80 e
CD86 das APCs com o receptor CD28 da célula T. Os sinais 1 e 2 activam 3 vias de condug@o de sinais: a via célcio-
calcineurina; a via “ras mitogen-activated protein (MAP) Kinase” e a via do “nuclear factor-kappa B” (NF-kB). Estas
trés vias activam factores de transcrigdo, desencadeando a expressdo de varias moléculas, incluindo a IL-2, IL-15 ¢
CD25. O terceiro sinal sera a activagdo de uma segunda via, a via “target of rapamycin” pela IL-2 e outras citocinas,
a qual conduzira a prolifera¢ao celular (Fonte: Wallace, Catherine J. and Kingsmore, David B. Transplantation and

immunosuppressive therapy. Anaesthesia and lintensive Care Medicine 7:6, 196 — 199 (20006)).

1.4.2. Classificacio dos farmacos imunossupressores

Os agentes imunossupressores usados podem ser divididos em trés grupos:
Corticosterdides (e.g.; Prednisolona); “Small-molecule drugs” (e.g.; inibidores de
calcineurina; inibidores da via “target of rapamycin”; anti-metabolitos); e “Protein

drugs” (e.g.; anticorpos) (Wallace e Kingsmore, 2006).

Apesar do uso destes trés grupos de farmacos imunossupressores estar associado

a uma terapéutica imunossupressora apds transplante, irei descrever, apenas, o
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mecanismo de ac¢do dos imunossupressores mais utilizados e, também, no fundo, os de

maior relevancia na realizacao deste trabalho.
1.4.2.1. “Small-molecule drugs”

1.4.2.1.1. Inibidores da via “target of rapamycin”: Sirolimus e Everolimus

Sirolimus (SRL) e Everolimus (EVL) pertencem ao grupo dos agentes
imunossupressores denominados inibidores de ‘“mammalian target of rapamycin”
(mTOR). Ambos sdo lactonas macrociclicas, onde Sirolimus aparece naturalmente
como produto da fermentagdo por Streptomyces hygroscopicus, enquanto Everolimus
representa uma modificagdo quimica de Sirolimus de modo a aumentar a absor¢ao

(Figura 12) (Taylor et al., 2005; Halloran, 2004).
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Figura 9. Representaco da estrutura quimica de Sirolimus e Everolimus (Fonte: Taylor, Anna L., Watson,
Cristopher J. E. and Bradley, J. Andrew. Immunosuppressive agents in solid organ transplantation: mechanisms of

action and therapheutic efficacy. Critical reviews in Oncology/Hematology 56, 23 — 46 (2005)).

Sirolimus e Everolimus ligam-se a uma imunofilina intracelular de 12 kDa, a
FKBP12 (FK506 binding protein), mas nao inibem a actividade da calcineurina. Os
complexos SRL/ FKBP12 ¢ EVL/FKBP12 sao inibidores altamente especificos do
mTOR; mTOR ¢ uma serina/treonina cinase envolvida na via de sinalizagdo da
Fosfatidilinositol 3-cinase (P12K)/AKT (Taylor et al., 2005).

A inibicdo do mTOR tem um efeito profundo na via de sinalizacdo celular
requerida para a progressdo do ciclo celular e proliferagio celular. E bloqueada a
activagao das células T, através da travagem na progressao do ciclo celular da fase G1

para a fase S.
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Os efeitos secunddrios associados ao uso destes farmacos estdo distribuidos por
varias categorias: metabdlicos, hematologicos, dermatoldgicos e efeitos relacionados

com a inibi¢ao do factor de crescimento (Taylor ef al., 2005).

1.4.2.1.2. Inibidores de Calcineurina: Ciclosporina e Tacrolimus

A Ciclosporina (CsA) e o Tacrolimus (FK506) sdao inibidores de calcineurina,
sendo os principais fairmacos imunossupressores usados em receptores de orgdos
transplantados (Masuda e Inui, 2006).

A CsA apresenta uma estrutura ciclica hidrofébica composta por 11 aminoacidos
naturalmente sintetizada por Tolypocladium inflatum. O FK506 ¢ uma macromolécula

resultante da fermentacao por Streptomyces tsukubaensis (Figura 13) (Halloran, 2004).
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Figura 10. Representagdo da estrutura quimica dos inibidores de calcineurina, Ciclosporina e Tacrolimus
(Fonte: Taylor, Anna L., Watson, Cristopher J. E. and Bradley, J. Andrew. Immunosuppressive agents in solid organ
transplantation: mechanisms of action and therapheutic efficacy. Critical reviews in Oncology/Hematology 56, 23 —

46 (2005)).

A interac¢do entre o TCR com o MHC/ péptido do dador normalmente
desencadeia uma via de sinalizagdo intracelular dependente de calcio que resulta na
activacdo da calcineurina, a qual ¢ uma fosfatase dependente de calcio/ calmodulina. A
activacdo da calcineurina ¢ crucial para a activagdo e proliferagdo das células T (Taylor
et al., 2005).

Em consequéncia da activagdo da calcineurina, a sua actividade de fosfatase vai
permitir a desfosforilagdo do NFAT (“Nuclear factor activated T-cells”) conduzindo a
sua translocacdo para o interior do nucleo, onde aumenta a ligagdo de factores de
transcrigdo de genes que codificam citocinas pré-inflamatérias como IL 2, IL 3, IL 4,

IFN-y e TNF-a.
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Os inibidores de calcineurina (CNIs) depois de entrarem para o citoplasma,
formam complexos com as imunofilinas ai presentes. A CsA liga-se a ciclofilinas e o
FK506 liga-se a FKBP12. Os complexos CNI-imunofilina inibem a actividade da
calcineurina, bloqueando a transloca¢do nuclear do NFAT e a transcri¢do de genes que
codificam citocinas.

Em suma, a presenca dos CNIs bloqueia a produgdo de citocinas como a IL 2 e
inibe a activagao e proliferacao das células T (Taylor et al., 2005).

Em relacdo a efeitos secundarios, ambos os farmacos estdo associados a
nefrotoxicidade, sendo este um dos efeitos secundarios mais relevantes, particularmente,
depois de um transplante de rim. Isto acontece devido a vasoconstri¢do da arteriola
aferente, com consequente redugdo do fluxo sanguineo renal e taxa de filtracdo
glomerular. Estas alteracdes sdo reversiveis com a descontinuagdo da administracdo de
CNIs.

Em estudos recentes, sugere-se que o efeito nefrotdxico seja menos acentuado
no caso do FK506.

Também, a neurotoxicidade € um efeito secundario associado ao uso de CNIs,
sendo mais comum com FK506 do que CsA, assim como a diabetes e hiperlipidémia

(Taylor et al., 2005).

1.4.3. Farmacogenética

Todos os dias, o uso clinico de imunossupressores ¢ dificultado pelo facto da
maioria dos farmacos possuirem uma farmacocinética varidvel entre pacientes. Mas,
acima de tudo, e como ja foi referido, anteriormente, os firmacos imunossupressores
apresentam uma elevada toxicidade, provocando, na maioria dos pacientes, efeitos
secundarios.

E, como tal, o principal objectivo dos clinicos ¢ individualizar a terapia
imunossupressora de modo a optimizar o balango entre a eficacia e a toxicidade
associada ao fdrmaco.

Como ja foi dito, a resposta individual dos receptores de drgaos transplantados a
imunossupressores difere e essas diferencas podem dever-se a varios factores como a
funcdo hepatica, os niveis hormonais, a farmacocinética de interac¢cdes farmaco-

farmaco, dieta e variagcdes genéticas.
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Durante as ultimas décadas, o desenvolvimento da farmacogenética aplicada a
transplantacdo tem-se focado em enzimas metabolizadoras de farmacos e
transportadores.

A principal contribuicdo da farmacogenética estard no facto de se fazer uma
previsdo da dose inicial do fairmaco a tomar, aumentando as possibilidades de uma
exposicao adequada, logo na fase inicial da terapia (Masuda e Inui, 2006; Shuker et al.,

2011; Felipe et al., 2009).

1.4.3.1. Transporte e metabolismo de CsA, FK506, SRL, EVL

Ciclosporina, Tacrolimus, Sirolimus e Everolimus s3ao substratos do
transportador de permeabilidade glicoproteina-P (P-gp) e das enzimas metabolicas do
citocromo P450 do subgrupo 3A (CYP3A). Os polimorfismos genéticos da P-gp e
CYP3A podem explicar, em parte, a variabilidade das concentracdes dos farmacos
(Felipe et al., 2009).

A P-gp possui um papel central na absor¢ao e distribuicdo destes farmacos no
organismo, actua como uma bomba de efluxo transmembranar envolvida na exportacao
dependente de energia de xenobidticos de dentro para fora da membrana plasmatica.

A P-gp ¢ constitutivamente expressa e ancorada na bicamada lipidica das
membranas celulares de varias células. Fisiologicamente, a P-gp ¢ expressa no figado,
no pancreas, na superficie apical de enterdcitos maduros do intestino delgado e,
também, em linfocitos (Shuker et al., 2011; Dean et al., 2001).

A P-gp é um produto do gene “Multidrug resistance” (MDRI), o qual,
actualmente, ¢ designado por “Adenosine Triphosphate binding cassette B1” (4BCBI).
Nos ultimos 10 anos, mais de 50 “Single-nucleotide polymorphisms” (SNPs) foram
identificados no gene ABCBI. Os SNPs nas posigdes 1236 (exdo 12), 2677 (exao 21) e
3435 (ex@o0 26) sdo os que tém merecido maior atenc¢do por parte dos investigadores. Os
SNPs nas posi¢des 1236 e 3435 ndo se traduzem em alteragdes na sequéncia de
aminoacidos (Hoffmeyer et al., 2000; Wang et al., 2005; Kimchi-Sarfaty et al., 2007).

As isoenzimas do citocromo P450 (CYPs) pertencem a uma superfamilia de
enzimas hemoproteicas que se encontram na membrana do reticulo endoplasmatico.
Estas enzimas catalisam o metabolismo de moléculas, estruturalmente diversas,
exodgenas e endogenas, e as varias reacgdes por elas catabolizadas tém como fim tornar

as moléculas mais hidrofilicas, prontas para serem excretadas (Kalra, 2007).
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Os genes que codificam as diferentes isoformas de CYP3A estdo localizados no
cromossoma 7 (7g21). Nos adultos, as principais isoformas sao CYP3A4 (figado, colon
e pancreas) e CYP3AS (intestino delgado e estomago) (Felipe et al., 2009).

Vérios SNPs ja foram identificados para o gene CYP3A45. O polimorfismo mais
frequente e funcional consiste na transi¢do de Adenina para uma Guanina na posi¢ao
6986, no intrdo 3 (CYP3A45*3), resultante num mRNA aberrante e numa proteina

CYP3AS truncada (Kuehl et al., 2001).

1.5. Expressao génica

Embora, os bons resultados de transplantes renais a curto prazo tenham
aumentado, uma parte substancial desses transplantados desenvolvem uma progressiva
disfung¢ao do enxerto (Joosten et al., 2005).

Actualmente, os métodos de diagnostico de dano do enxerto implicam a
realizagdo de bidpsias, as quais sdo um método invasivo, e detectam as alteracdes
patolégicas num estado avangado e, frequentemente, irreversivel. Assim, o uso de
metodologias mais sensiveis e especificas baseadas no perfil transcripcional e
protedmico podem constituir um dos pontos-chave para detectar e diferenciar, de um
modo nao-invasivo, estados precoces de danos no enxerto (Roedder et al., 2011).

No caso de transplantados renais, o acesso facil e, acima de tudo, de uma forma
ndo-invasiva, a urina, a qual constitui um bom indicador do que se passa no rim, tem
concentrado as atengdes de inumeros investigadores, nomeadamente, em analises de
expressdo génica. Também, o recurso a expressdo génica em leucdcitos do sangue
periférico pode ser considerado um método ndo-invasivo.

Relativamente, a expressdo génica em sangue periférico pode ser feita tendo em
conta duas perspectivas, a expressdo ao nivel das células em sangue total e em células

separadas através de “Cell Sorting”.

1.5.1. Citocinas

As citocinas sdao proteinas soluveis, de baixo peso molecular, produzidas
geralmente, em resposta a estimulos antigénicos, € que funcionam como mensageiro

quimico para a regulacdo do sistema imune adaptativo e inato. As citocinas ligam-se a
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receptores especificos na membrana das células-alvo, desencadeando vias de transdugdo
do sinal que alteram a expressao de genes nas cé¢lulas-alvo.

Algumas citocinas sao designadas por interleucinas (IL), pois sdo produzidas por
leucdcitos e actuam noutros leucocitos (Pereira et al., 2009).

Na tabela I estdo representadas as citocinas, cuja analise da expressao génica tera
relevancia no contexto deste trabalho, e respectivas fungdes, assim como, as principais

células que as segregam.

1.5.1.1. Quimiocinas

Outro subgrupo das citocinas que tem ganho alguma proeminéncia ¢ o das
quimiocinas, que apresentam um papel fulcral na fisiologia leucocitaria, controlando o
trafego basal e inflamatorio. A designagdo quimiocina provém da capacidade de exercer
quimiotaxia para leucdcitos e outras células inflamatorias (Kuby et al., 2003; Pereira et
al., 2009).

As quimiocinas possuem na sua constituicao 4 residuos conservados de cisteina
e com base na posic¢ao de dois desses residuos, as quimiocinas sdo classificadas em dois
subgrupos, o subgrupo C-C, no qual as cisteinas sdo contiguas; e o subgrupo C-X-C, no
qual as cisteinas sdo separadas por um outro aminoacido (Kuby et al., 2003; Pereira et
al., 2009).

As quimiocinas CXC exibem propriedades quimiotacticas direccionadas para
neutréfilos e linfocitos (Romagnani e Crescioli, 2012).

Neste trabalho, as quimiocinas CXCL10 e CXCL9 sdo de grande interesse.
CXCL10 exerce a sua funcdo quimiotactica para varias células do sistema imunitario,
como células Thl activadas, células NK, células dendriticas e macrofagos. Esta
quimiocina ¢ segregada por variados tipos celulares quer do sistema imune (leucocitos,
neutrofilos, eosinofilos e mondcitos) e quer por células ndo-imunes (epitelial, endotelial
e queratinodcitos) (Romagnani e Crescioli, 2012).

A quimiocina CXCL10 partilha a propriedade de ser induzida por IFN-y com as
quimiocinas CXCL9 e CXCLI11. Estas quimiocinas exercem a sua ac¢do biologica
através da ligacao ao receptor CXCR3 (Romagnani e Crescioli, 2012).

Em suma, as fung¢des destas quimiocinas estdo associadas a processos
fisiologicos de maturacao e trafego das células imunes. Regulam, também, processos

inflamatorios através da inducao, manutencao e amplificacao de reacc¢des inflamatorias.

27



Tabela I. Alvos, efeitos e células secretoras das citocinas cuja analise da expressdo génica serd relevante
para este trabalho.

Citocinas Secrecao Alvos e efeitos
Proliferacdo das células T.'
IL 2 Células T Activagio e proliferacio das células NK.'
Proliferacdo das células B.'
Macréfagos, células | Influenciar a imunidade adaptativa (promove as
fL12 dendriticas células Th).
As células NK constituem um dos seus alvos.'
) ) Activagio de macrofagos.'
IFN-y Células Thl, células | Aymento da expressio de moléculas MHC classe 1 e
CD8", células NK | classe !
Aumento da apresentagio de antigénios.'
Citocina que induz a diferenciagdo das células T helper
naive em células Th2.'
Células Th2, células | Sub-regulagdo da produgdo de ILI2 derivada de
IL 4 , . | macrofagos e inibigdo da diferenciacdo de células
B, células estromais )
Thl.
Efeito inibitdrio na expressado e libertacao de citocinas
pré-inflamatorias.”
Células T, células B, | Possui propriedades pro e anti-inflamatorias.”
IL6 . Inibicdo da producio de TNF e IL1 pelos macrofagos.”
macrofagos . ~ ~ . 1
Proliferacdo e secrecdo de anticorpos.
Monécitos/Macrofag Inibicdo da produgdo de citocinas por monocitos/
IL 10 os, células Th2; | macrofagos e neutrofilos.
células B Inibicdo das respostas do tipo Th1.>
Células T, Inibicdo da proliferagdo e das funcdes efectoras das
TGF-B | macrofagos e outros células T.'

tipos celulares

Inibigao da proliferagao de células B.!
Inibicdo dos macrofagos.'

Legenda: 1 — Fonte: Kuby et al., 2003; 2 — Fonte: Opal e DePalo, 2000.

Nas tabelas II e III sdo feitas as descricdes dos restantes genes, cujo estudo da

expressao génica terd relevancia no contexto deste trabalho.
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Tabela II. Descricao de genes cuja andlise de expressao génica serd relevante no contexto deste trabalho.

Descricao

CD79b

Proteina de membrana que forma um heterodimero com a molécula
CD79a. Juntos com a imunoglobulina membranar de superficie
formam o complexo receptor de antigénios das células B (BCR).’

TCL1A

Proteina envolvida na fosforilagdo e activa¢dao de proteinas AKT, que
promovem a translocagao nuclear do AKT1.

Aumenta a proliferagao celular, estabiliza o potencial membranar
mitocondrial e promove a sobrevivéncia celular. A expressdo deste
gene ¢ mais elevada nas células B naive do que nas células B de
memoria. A sobreexpressdo de TCL1A prolonga a sobrevivéncia das
células B naive.

SH2D1B

Dominio adaptador SH2 singular que se liga a residuos especificos de
tirosina da cauda citoplasmatica da molécula de sinalizagdo de
activacdo linfocitica (SLAM) e receptores relacionados.

Sinaliza a jusante do CD84, que ¢ regulado positivamente na maioria
das células B de memoria, induzindo a adesao homotipica de linfocitos
B.

As células B estimuladas sofrem eventos apoptoticos precoces na
presenga de SH2DIB.?

MS4A1

Especifica dos linfécitos B, ¢ uma molécula da superficie celular
. . ~ , . . ~ 3
envolvida na activagao das células B e diferenciagao.

HLA-DRBI1

Molécula HLA classe II presente na superficie das APCs.

Legenda: 3 — Fonte: Sagoo et al., 2010.

Tabela III. Descrigdo de genes cuja analise de expressdo génica sera relevante no contexto deste trabalho

(Cont.).

Descricao

a-1,2-manosidase

Enzima envolvida na glicosilagdo de proteinas.

A N-glicosilagdo de proteinas da superficie de células T
pode ser importante para a regulagdo negativa da
activacdo de células T. Além disso, a expressdo elevada
de o-1,2-manosidase no infiltrado de células T no
enxerto, em enxertos com sobrevida a longo prazo, pode
ser um importante mecanismo para a atenuagdo da
resposta de células T alo-reactivas.”

(Continua na pagina seguinte)
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FoxP3

FoxP3 (Forkhead box P3) ¢ um factor de transcrigao, que
é expresso pelas células Tregs CD4 'CD25" no timo e na
periferia.

A expressdao de FoxP3 ndo pode ser induzida em células
T naive, sendo um marcador especifico para as células
Tregs. >

Perforina e
Granzima B

As células T CD8+ segregam granulos contendo
Perforina e Granzima B.

A Perforina ¢ uma proteina litica, que sofre polimerizagdo
na presenca de Ca’” e promove a formagio de poros na
membrana da célula-alvo. Assim, permite a entrada de
Granzima B na célula e os poros induzem, também,
alteragdes no gradiente osmotico celular, o qual permite a
lise da célula-alvo.

A Granzima B pertence a familia das protéases serinicas;
quando estd presente no citoplasma da célula-alvo,
promove uma cascata de reacgdes activadas por nucleases
que causam a fragmentacao do DNA. A cé¢lulas-alvo sofre
apoptose.’

FAS-L

FAS ¢ uma glicoproteina transmembranar e ¢ expressa na
membrana da célula-alvo.

FAS-L é uma proteina transmembranar do tipo I e ¢
expressa nos linfocitos T activados. Esta proteina interage
com FAS, activando uma cascata de reacgdes ao nivel da
maquinaria enzimatica da célula-alvo, que culmina com a
fragmentacdo do DNA e morte celular por apoptose.’

CTLA4

Parece estar funcionalmente associado com as células

Tregs, mas a sua expressao nao ¢ especifica desta
N 5

populagdo celular.

GATA3

Factor de transcrigdo da linhagem de células Th2.”

Legenda: 4 — Fonte: Jiang, 2008; 5 — Fonte: Wood e Sakaguchi, 2003; 6 — Fonte: Leitdo ef al., 2006; 7 — Fonte:

Moraes-Vieira et al., 2012.

30



Capitulo 2. Objectivos



2.1. Objectivos

O objectivo geral do trabalho consistiu em efectuar uma avaliacdo genética,
gendmica, celular e humoral de transplantados renais com fun¢do do enxerto estavel ha
mais de dez anos e transplantados com rejei¢ao/ disfuncdo crénica do enxerto.

A elaboragdo dessa caracterizagdo foi dividida por varios pontos:

-Avaliacao da influéncia das incompatibilidades HLA;

-Pesquisa de anticorpos;

-Perfil farmacogenético (metabolizagdo e transporte de farmacos
1munossupressores);

-Avaliacao da existéncia de quimerismo nas células do sedimento urinario e da
sua expressao génica;

-Avaliagdo da expressdo génica em células do sangue total;

-Avaliacdo da expressdo génica em populacdes celulares separadas a partir de
sangue periférico.

Assim, através da realizagdo desta caracterizagdo pretendia-se encontrar algum
aspecto diferencial entre os grupos, que pudesse constituir um potencial alvo de estudo,
de forma a permitir a monitorizagdo da evolugdo do transplante sem recorrer a técnicas
invasivas e, acima de tudo, avaliar o impacto dessas caracteristicas na longevidade do

enxerto.
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Capitulo 3. Materiais e métodos



3.1. Populacio em estudo

Para a realizagdo deste trabalho foram recolhidas, amostras de urina e sangue, de
dois grupos de transplantados renais constituidos por doentes com fungdo renal estavel
ha mais de dez anos (Grupo 1) e transplantados aos quais foi diagnosticada rejei¢ao/
disfuncdo crénica do enxerto (Grupo 2) (Tabela IV). Ambos os grupos sdo avaliados em
consulta periodica pela Unidade de Transplantagdo Renal do Centro Hospitalar
Universitario de Coimbra (CHUC) e a sua distribui¢do pelos dois grupos foi feita com
base na quantificacao de creatinina no soro.

Foram colhidas entre Dezembro de 2011 e Abril de 2012, 48 amostras de sangue
e urina dos transplantados renais com fungdo do enxerto estdvel, e 24 amostras de
sangue e urina dos transplantados com disfuncdo cronica. A colheita das amostras foi

conseguida através da colabora¢do com a Unidade de Transplantagdo Renal — CHUC.

Tabela I'V. Resumo dos dados dos doentes estudados.

Dados Valores - Grupo 1 Valores - Grupo 2
Idade (anos; média + dp) 59,27 £ 10,97 52,96 + 11,97
Género (M/F) 29/19 19/5
Tempo de transplante
18+4 8+ 6
(anos; média + dp)
Idade do dador
) 23,27 +£8,76 46,92 + 16,47
(anos; média £ dp)
Imunossupressao inicial CsA - 0,15 CsA -0,15
CsA/ FK506 (mg/Kg) FK506 - 8 FK506 - 8
Tempo de isquémia fria
P 1 ) 19 20
(horas; média)
Creatinina
_ 0,93 +0,13 2,52 +0,68
(mg/ dL; média + dp)

Legenda: dp — desvio-padrdo; mg — miligramas; kg — quilogramas; dL — decilitros; M — masculino; F —

feminino.

Foram utilizados dois grupos controlo, um para avaliar a expressdo génica no

sangue total e um segundo grupo para a expressao génica nas fracgdes celulares. Os
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grupos controlo sdo constituidos por pessoas saudaveis que ndo realizaram qualquer tipo
de transplante.

Do primeiro grupo fazem parte 14 pessoas, 7 do género feminino e 7 do
masculino com uma média de idades de 51,57 anos e desvio-padrao de 8,17. O segundo
grupo tem na sua constituigdo 10 pessoas, 5 do género feminino e 5 do género

masculino, cuja média de idades ¢ 49,7 anos com um desvio-padrdo de 7,17.

3.2. Processamento das amostras de sangue periférico

3.2.1. Extraccao de DNA das amostras

O sangue foi colhido para Tubos VACUETTE® K;EDTA (Greiner Bio-One), pois
com a quelatagio dos ides de Ca’", a cascata de coagulagdo é bloqueada.

Retiraram-se 200 uL da amostra de sangue para proceder a extraccdo de DNA a
partir dos leucocitos presentes, recorrendo-se a utilizacdo do MagAttract” DNA Blood
Midi M48 kit (Qiagen®).

A base do procedimento de extrac¢dao deste kit estd na ligacdo do DNA a
particulas magnéticas revestidas com silica, na presenga de um sal caotropico. Os passos
constituintes deste processo de extrac¢do sdo: a lise das células através do Tampao ML,
seguida da adicdo, as amostras, da suspensdo MagAttract B (contém as particulas
magnéticas), com consequente ligagdo do DNA as particulas magnéticas. Na presenga
de um magnete decorre, portanto, a separacdo magnética, sendo efectuados passos de
lavagem e, por fim, a eluicdo do DNA foi feita em 300 pL de tampao Tris-EDTA (TE).

Os tubos contendo o0 DNA das amostras, com uma quantidade entre os 3,9 € 6,2

ng foram guardados a 4 °C.

3.2.2. Separacio de células activadas por fluorescéncia (FACS)

O restante sangue colhido para Tubos Vacuette® K;EDTA (Greiner Bio-One), foi
utilizado para a separagdo celular de 9 frac¢des celulares: células B de memoria
(CD19°CD27") e células B naive (CD19"CD27), células Tregs (CD4 CD25"), células T
CD4" naive (CD3'CD4 CD45RA") e memoria (CD3 CD4 CD45RA"), células T CD8"
naive (CD3'CD8 CD45RA"), memoéria (CD3'CD8'CD45RA") ¢ efectoras, e células
NK (CD3").
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Para a separagdo celular recorreu-se a técnica de citometria de fluxo, mais
concretamente, a separagdo de células activadas por fluorescéncia (FACS). Esta técnica
mede propriedades fisicas (complexidade e tamanho) das células usando a dispersao da
luz que ocorre quando sobre elas incide um feixe laser e pela emissdo de luz de sondas
fluorescentes.

A mistura de células foi colocada na presenca de anticorpos monoclonais
(mABs) especificos contra proteinas de superficie, sendo que estes anticorpos estavam
marcados com fluorocromos diferentes.

Cerca de 3 mL da amostra foram colocados nos tubos, aos quais se adicionaram
10 mL de NH4Cl, agitou-se manualmente e foi feita uma incubacido de 20 minutos a
temperatura ambiente na horizontal. Centrifugou-se durante 5 minutos a 1500 rpm e
decantou-se o sobrenadante.

De seguida, adicionaram-se aos tubos o0s anticorpos monoclonais
correspondentes, agitaram-se os tubos no voértex e incubaram-se 20 minutos a
temperatura ambiente, no escuro. Os mABs usados e respectivos fluorocromos
encontram-se listados na tabela V.

Finda a incubacdo, adicionaram-se 2 mL de PBS 1x a cada um dos tubos,
agitaram-se no vortex e centrifugaram-se durante 5 minutos a 1500 rpm. O
sobrenadante foi decantado e o pellet foi ressuspenso em 500 pL de PBS 1x.

A separagdo celular das populacdes pretendidas foi feita no citdmetro de
fluxo/cell sorter FACSAria II (Becton Dickinson, Biosciences), usando o software de

aquisicdo BD FACSDiva v6.1.3.

Tabela V. Anticorpos monoclonais e respectivos fluorocromos usados na separagdo celular.

mABs Fluorocromos
CD3 PB (Pacific Blue)
CD8 V500-PO (Pacific Orange)
CD45RA FITC (Fluorescein isothiocyanate)
CD127 PE (Phycoerythrin)
CD27 PC5 (Phycoerythrin Cyanine 5)
CD25 PC7 (Phycoerythrin Cyanine 7)
CD4 APC (Allophycocyanin)
CD19 H7 (APC- Cyanine)
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Dado o intuito ser a extraccdo de RNA das frac¢des celulares, apds a sua
separacao, os tubos foram centrifugados a 5000 rpm durante 5 minutos numa centrifuga
de bancada (Eppendorf, Centrifuga 5415R), desprezando-se o sobrenadante e
procedendo-se a ressuspensdo do pellet em 350 puL de RNeasy Lysis Buffer (Tampao
RLT; Qiagen), ao qual se adiciona, previamente, -Mercaptoetanol. Apds a realizagao
de vortex com alguma intensidade, os tubos foram guardados a — 20 °C.

Quando se trata de RNA, é necessario ter em conta a degradagdo pelas RNases,
as quais sdo extremamente estaveis e activas. Dai, se ter adicionado ao tampao RLT, o
B-Mercaptoetanol, o qual por ser um agente redutor conduz a desnaturacao irreversivel
das RNases, pela quebra das ligagdes dissulfito destruindo, assim, a conformagao nativa

da enzima, que ¢ essencial a sua actividade.

3.2.3. Extrac¢ao de RNA das fraccoes celulares

Os tubos contendo as amostras em RLT foram descongelados a 4 °C e sujeitos a
vortex vigoroso, antes da sua centrifuga¢cdo a velocidade maxima durante 3 minutos
numa centrifuga de bancada (Eppendorf, Centrifuga 5415R). Sendo, este passo de
centrifugacdo, o primeiro passo constituinte do protocolo de extrac¢do do RNeasy®
Micro kit (Qiagen™), recorrendo-se, de seguida, ao protocolo de extrac¢io automatizado
no QIACube (Qiagen®).

Ap6s a centrifugacdo, transferiu-se o sobrenadante (350 uL) para Eppendorfs de
2 mL, os quais foram colocados no QIACube.

O protocolo de extrac¢do no QI4Cube inicia-se com a adi¢ao de etanol a 70% ao
lisado e a sua transferéncia para a coluna RNeasy MinElute, onde o RNA ficara
imobilizado, seguida de uma breve centrifugacdo. A adi¢do primeiramente de RW1,
com sequente adicdo de RPE e, por ultimo, de etanol a 80%, constituem os passos de

lavagem da membrana da coluna. Finalmente, a elui¢do do RNA fez-se com 14 uL de

agua livre de RNases para os tubos de 1,5 mL, os quais foram guardados a — 80 °C.
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3.2.4. Processamento e isolamento de RNA total das amostras

O sangue foi colhido para tubos PAXgene™ Blood RNA System (PreAnalytix,
Hombrechtikon, Alemanha), procedendo-se a sua incubagdo de, pelo menos, duas horas
a temperatura ambiente. De seguida, a extraccdo do RNA total do sangue foi feita
recorrendo a0 PAXgene® Blood RNA kit (PreAnalytix, Hombrechtikon, Alemanha).

Retiraram-se 3 mL do conteudo dos tubos PAXgene™ Blood RNA System, ap0s
vigoroso vortex, para tubos Falcon de 15 mL e centrifugaram-se durante 10 minutos a
5000g, descartando-se o sobrenadante. Adicionaram-se 4 mL de dgua livre de Rnases,
procedendo-se a uma nova centrifugacdo nas mesmas condi¢des atrds referidas, num
passo de lavagem do sedimento. Os sobrenadantes foram, novamente, decantados e os
sedimentos foram ressuspensos em 350 uL de tampao BR1, este volume foi transferido
para tubos Eppendorfde 2 mL.

Os tubos de 2 mL foram colocados no shaker do equipamento QIA4Cube
(Qiagen™), no qual se executa o protocolo de extrac¢io PAXgene Blood RNA Part A.
Para a realizagdo deste protocolo, ¢ necessaria a preparacdo prévia de 3 tubos de
processamento contendo Proteinase K, uma mistura de incuba¢do de DNase I (DNase I
e RDD) e tampao de eluicdo (BRS5), os quais sdo designados, respectivamente, por A, B
e C. O volume final de cada um destes componentes depende do niimero de amostras
que se pretende extrair. De igual modo, sdo preparados, previamente, os ‘“rotors
adapters”, nos quais se coloca na posi¢ao 1, a coluna de rotagdo de RNA (cor-de-rosa),
na posi¢do 2, a coluna de rotacdo do homogeneizador (lilds) e na posi¢do 3, os tubos
Eppendorf de 1,5 mL devidamente identificados.

Os passos que constituem este protocolo sao a adigdao de proteinase K e tampao
de ligacdo (BR2) com sequente incubacdo; transferéncia do material para a coluna de
rotacdo do homogeneizador e adi¢do de etanol 96-100%; de seguida, o produto ¢
colocado na coluna de rotacdo de RNA, onde ocorre a ligacdo do RNA total; apds
lavagem com o tampao de lavagem 1 (BR3), tem lugar a digestdo do DNA através da
mistura C, seguindo-se uma nova lavagem agora com o tampao de lavagem 2 (BR4).
Terminados os passos de lavagem, as colunas de rotacdo de RNA sao transferidas para
os tubos Eppendorf de 1,5 mL, onde fica o RNA total das amostras, apds adi¢ao de 80
uL de tampao de eluigdao (BRY).

Os Eppendorf de 1,5 mL, contendo o RNA eluido e que se encontravam nos

“rotor adapters”, foram transferidos para o shaker, com a tampa fechada.
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Seleccionando-se o protocolo PAXgene Blood RNA Part B, que consiste na incubagdo a
65 °C durante 5 minutos, o RNA extraido ¢ desnaturado, ficando pronto para posteriores
aplicagdes, nomeadamente, sintese de cDNA. Os Eppendorfs contendo o RNA foram

guardados a — 80 °C.
3.2.5. Isolamento de soro das amostras

O sangue foi colhido para Tubos de Bioquimica — sem preparagdo (Vacuette”,
Greiner Bio-One) com gel.

Esses tubos foram submetidos a uma centrifugagdo de 3000rpm durante 10
minutos (Kubota 5900), permitindo a separacdo do soro, dos restantes componentes
sanguineos, com o auxilio do gel. O soro foi colocado em tubos Eppendorf de 1,5 mL e

armazenado a — 80 °C.
3.3. Processamento das amostras de urina
3.3.1. Sedimento urinario

Pipetaram-se 30 mL de urina colhida para frascos colectores, para tubos de
centrifuga e centrifugaram-se a 11.820 rpm durante 15 minutos a 4 °C (Beckman J2-
21M/E). Finda a centrifugagao, o sobrenadante foi decantado e foi-lhe adicionado 1 mL
de PBS, transferindo-se para tubos Eppendorf de 2 mL. De seguida, procedeu-se a uma
nova centrifugacdo, desta vez a 9000 rpm durante 7 minutos a 4 °C (Eppendorf,
Centrifuga 5415R), o sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi ressuspenso em 1
mL de PBS.

Apds uma boa homogeneizacdo do sedimento, procedeu-se a uma distribuicao
do sedimento urindrio para dois objectivos distintos, 500 pL de sedimento para
extraccao de DNA e os restantes 500 uL para extraccdo de RNA. Assim, os 500 uL de
sedimento para extrac¢do de DNA foram colocados em tubos Eppendorf de 1,5 mL e
guardados a — 20 °C; e os tubos contendo os 500 pL para extraccdo de RNA foram
centrifugados a velocidade maxima durante 1 minuto (Eppendorf, Centrifuga 5415R),
desprezou-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspenso em 350 uL de tampao RLT com

adicao de B-Mercaptoetanol e armazenado a — 80 °C.
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3.3.2. Extrac¢ao de RNA das células do sedimento urinario

As amostras foram descongeladas a 4 °C, homogeneizadas e submetidas a
centrifugacdo a velocidade méxima durante 3 minutos (Eppendorf, Centrifuga 5415R).
O sobrenadante (350 pL) foi transferido para tubos Eppendorf de 2 mL, sendo estes
colocados no shaker do equipamento QIACube (Qiagen™), para se proceder ao
protocolo de extrac¢do de RNA através do RNeasy Mini kit (Qiagen®), tal como se
procedeu para a extrac¢do de RNA de células separadas por cell sorter.

Prepararam-se os “rotors adapters”, ficando na posi¢ao 1 a coluna RNeasy spin e
na posicao 3, o Eppendorfde 1,5 mL.

A elui¢do do RNA foi feita em 50 pL de agua livre de RNases e os tubos foram
guardados a — 80 °C.

3.3.3. Extraccao de DNA das células do sedimento urinario

As amostras foram descongeladas e pipetaram-se 200 uL do sedimento urinario
para novos tubos, de modo a proceder a extracgdo de DNA através do MagAttract™
DNA Blood Midi M48 kit (Qiagen®). Os principios da extracgdo de DNA deste kit
encontram-se expostos no topico 2.2.1.

E de referir, apenas, que neste caso, o volume de eluicio do DNA foi de 75 pL

de TE.
3.4. Tipagem HLA por Luminex® (LABType® SSO Typing Tests)

Para se proceder a tipagem HLA de todos os participantes neste estudo,
comecou-se por amplificar as regides codificantes dos alelos HLA-A, HLA-B, HLA-C e
HLA-DR, usando a reac¢do de polimerizagdo em cadeia (PCR). Posteriormente, a
identificacao alélica foi feita recorrendo a hibridizacdo com sondas oligonucleotidicas
especificas da sequéncia (SSO) imobilizadas em microesferas.

As microesferas sdo particulas de poliestireno, altamente uniformes e sdo
internamente marcadas com quantidades variaveis de fluorocromos vermelho e

infravermelho. Cada intensidade de fluorescéncia unica define uma populacdo de
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microesferas. A cor fluorescente de cada microesfera ¢ a base para a sua identificacao
pelo sistema de analise e a sua precisa correlagdo com a sua respectiva populagao.

Como as microesferas estdo revestidas com sondas oligonucleotidicas, ¢
necessario um reporter, isto €, uma molécula especifica de detec¢do desses analitos, que
neste caso, ¢ a r-Ficoeritrina (PE).

Para a leitura das fluorescéncias recorreu-se ao equipamento LABScan™ 100, o
qual esta equipado com um processador de sinal digital e dois lasers. O laser Yttrium-
Argon-Germanium (YAG) de 532 nm que excita a molécula repérter, permitindo a
quantifica¢do de analito ligado a microesfera, sendo que apds excitagdo ocorre emissao
de luz a 578 nm. E o laser Diodo Vermelho de 635 nm que excita os dois marcadores
presentes nas microesferas e estes apds excitagao emitem luz a 658 ¢ 712 nm.

Na Figura 11 encontram-se esquematizados todos os passos da técnica utilizada

para a tipagem HLA por Luminex® (LABType® SSO Typing Tests).

Desnaturar/
Neutralizar
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Figura 11. Esquema ilustrativo dos passos constituintes da técnica utilizada para tipagem HLA

por Luminex” (LABType® SSO Typing Tests).
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3.4.1. Amplificacio dos genes HLA

Para a amplificagdo dos genes HLA usaram-se os kits de amplificagdo da One
Lambda®, nomeadamente, os primers de amplificagdo ¢ a D-mix (LABType® Primer
Sets and D-mix) e a TaqPolimerase (5U/uL) da ABgene.

Uma vez feita a Master Mix, esta foi distribuida pelos pocos de uma placa de 96
pocos e seguiu-se a adicdo de 1 uLL de DNA aos 9 uL da Master Mix, ja selada com uma
pelicula, a placa foi colocada no termociclador C1000™ Thermal Cycler ou Biometra

Professional Thermocycler com o programa de amplificagdo descrito na tabela VI.

Tabela VI. Programa de PCR usado na amplificagdo dos genes HLA.

Passos Temperatura Tempo N° de ciclos
1 96 °C 03:00 1
96 °C 00:20
2 60 °C 00:20 5
72 °C 00:20
96 °C 00:10
3 60 °C 00:15 30
72 °C 00:20
4 72 °C 10:00 1
5 4°C 0 1

3.4.2. Desnaturacao/ Neutralizacio e Hibridizacao

Apo6s amplificacdo, os produtos de PCR biotinilados foram desnaturados e
neutralizados, seguindo-se a sua hibridizacdo com uma mistura de esferas (LABType®
SSO Bead Mixtures) durante 15 minutos a 60 °C. Estas microesferas estdo revestidas
com sondas oligonucleotidicas especificas de sequéncias alélicas HLA, existindo, uma
mistura de esferas para cada um dos locus: locus A — RSSOHI1A; locus B — RSSOHI1B;
locus C — RSSOHI1C; locus DR — RSSOH2BI1.

Uma vez que os produtos de PCR sdo biotinilados, a sua detec¢do pode ser feita

utilizando Streptavidina estando esta conjugada com r-Ficoeritrina (SAPE).
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Passados os 15 minutos, seguiram-se dois passos de lavagem com tampao de
lavagem, antes da adicdo da Solugdao SAPE 1x (Stock SAPE e Tampao SAPE). Em
sequéncia da adi¢ao da solugdo SAPE Ix foi feita uma nova incubagdo a 60 °C durante
5 minutos.

Finalizada a incubagdo, seguiram-se os passos de lavagem e, por fim,
adicionaram-se 60 pL de tampdo de lavagem a cada pogo e transferiram-se para uma
placa de ELISA de fundo conico, estando pronta para ser feita a leitura no equipamento
LABScan™ 100.

As leituras de fluorescéncia foram interpretadas no programa LabTools da

OneLambda®.

3.5. Pesquisa de SNPs nos genes CYP345 e ABCB1

Com o intuito de avaliar o perfil farmacogenético, procedeu-se a amplificacao
das sequéncias de DNA, contendo os SNPs alvo pretendidos, onde os primers usados
permitiram flanquear as regides de interesse, que apos terem sido amplificadas, foram
submetidas a sequenciagao.

A sequenciacao tem por base o uso de dideoxinucleotidos (ddNTPs). Os ddNTPs
sao analogos dos nucledtidos, mas aos quais falta o grupo hidroxilo na posigao 3’, que ¢
essencial para a formacdo da ligagdo fosfodiéster. Portanto, durante a reac¢io de
sequenciacdo sdo originados fragmentos truncados no ponto em que os ddNTPs sdo
incorporados.

Assim, com o uso de ddNTPs marcados com fluorescéncias distintas € possivel a
identificacdo do ddNTP presente no terminal 3° de cada produto de sequenciagao.

Com recurso a electroforese capilar ocorre a separagdo das sequéncias truncadas
através do seu peso molecular e como os fragmentos de DNA estdo marcados com
fluorocromos a sua passagem por um feixe de laser, faz com que os marcadores
presentes nos fragmentos emitam fluorescéncia. Dado que cada ddNTP tem um
marcador que emite fluorescéncia a diferentes comprimentos de onda, quando excitados

pelo laser, as quatro bases sao passiveis de detec¢ao e distingao.
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3.5.1. Amplificacao das regides de interesse

Na reaccao de amplificagdo da sequéncia de interesse, onde se encontrava o SNP
que se pretendia estudar no gene CYP3A435, mais concretamente a troca de Adenina por
Guanina (rs776746), foram usados como Primer Forward: 5°- CTT AAC GAA TGC
TCT ACT GTC - 3’ e como Primer Reverse: 5°- ACA CCC AGG AAG CCA GACT -
3’ (Mendes et al, 2009) (Tabela VII).

No caso do SNP do gene ABCBI, a regido contendo a troca da Citosina por
Timina (rs1045642), foi flanqueada pelo Primer Forward: 5’- TGC TGG TCC TGA
AGT TGA AGT TGA TCT GTG AAC-3’ e pelo Primer Reverse: 5°- ACA TTA GGC
AGT GAC TCG ATG AAG GCA-3’ (Turolo et al, 2010) (Tabela VII).

Os primers (SigmaAldrich®) foram reconstituidos com um determinado volume
de 4gua, ficando a uma concentragdo de 100 uM, procedendo-se a uma electroforese em
gel de agarose 2%, de modo a encontrar a concentragdo adequada para o equilibrio dos

primers.

Tabela VII. Sequéncias dos primers usados na pesquisa de SNPs (CYP345 e ABCBI).

Primers SNPs Sequéncias dos primers

CYP3AS - Forward | 6986 A>G | 5°- CTT AAC GAA TGC TCT ACT GTC - 3’

CYP3AS - Reverse | 6986 A>G | 5°- ACA CCC AGGAAGCCAGACT-3’

5’-TGC TGG TCC TGA AGT TGA AGT TGA
TCT GTG AAC-3°

ABCBI1 - Forward | 3435 C>T

5’- ACA TTA GGC AGT GAC TCG ATG AAG
GCA -3’

ABCBI1 - Reverse 3435 C>T

Para um volume final de 25 pL na reac¢io de PCR usou-se: Tampédo da GoTaq”
Flexi DNA Polymerase 1x (Promega®), cada ANTP a uma concentragdo final de 1 mM,
MgCl; a 1,5 mM (Promega®), os primers a 0,4 uM e a 0,8 uM para os genes ABCBI e
CYP345, respectivamente, 0,04 pug de DNA e 0,875 U da GoTaq® Flexi DNA
Polymerase (Promega®).

Uma vez preparada a mistura para a reac¢ao de PCR, as tiras de plastico foram
colocadas no termociclador GeneAmp® PCR System 2700 (Applied Biosystems) com o
programa de PCR descrito na tabela VIIIL.
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Tabela VIII. Programa de PCR usado na amplificacdo das regides contendo os SNPs dos genes CYP3A45
e ABCBI.

Passos Temperatura Tempo N° de ciclos
1 96 °C 05:00 1
96 °C 00:30
2 10
65 °C 01:00
96 °C 00:30
3 10
60 °C 01:00
96 °C 00:30
4 55°C 00:30 15
72 °C 01:00
5 72 °C 07:00 1
6 4°C © |

3.5.2. Purificacio dos produtos de PCR com ExoSAP-IT®

Terminada a amplificacdo, obteve-se o produto de PCR pretendido, mas
permanecem na mistura ANTPs e primers que ndo foram consumidos no decorrer da
reacgio, que podem interferir na sequenciagio. ExoSAP-IT® remove esses
contaminantes.

ExoSAP-IT" tira partido da ac¢io de duas enzimas hidroliticas, a Exonuclease I
e a Fosfatase Alcalina. A Exonuclease I degrada os primers em excesso ¢ as cadeias
simples de DNA inespecificas e a Fosfatase Alcalina remove os dNTPs excedentes na
mistura de PCR.

A adigio de ExoSAP-IT® (3 pL) foi feita directamente ao produto de PCR (20
uL), sendo efectuada a sua incubagdo a 37 °C durante 15 minutos, passo no qual as
enzimas exercem as suas fungdoes, seguindo-se a sua inactivacao através da incubacao a

80 °C durante 15 minutos.
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3.5.3. Reac¢do de sequenciac¢io, purificacio e sequenciacio

Com a purificagdo do produto de PCR com ExoSAP-IT" finalizada e encontrada
a diluicdo adequada do produto de PCR a usar na reac¢do de sequenciagdo, foi
preparada a mistura para esta reacgao.

Na reacgdo de sequenciagao usaram-se 0s BigDye® Terminator V.1.1. (Applied
Biosystems) misturados com a dilui¢do do produto de PCR e os respectivos primers
Forward e Reverse para cada uma das sequéncias. O programa de PCR, ao qual a

mistura foi submetida estd descrito na tabela IX.

Tabela IX. Programa de PCR usado na reac¢do de sequenciagéo.

Passos Temperatura Tempo N° de ciclos
96 °C 00:20
26
1 60 °C 02:00
4°C o0 1

Apos a reacgdo de sequenciagdo, o produto de PCR foi submetido a um passo de
purificacao por filtracdo em gel com a resina Sephadex G50 (GE Healthcare®), onde o
excesso de terminadores foi removido, pois estes ficaram retidos na resina e s6 o
produto de PCR conseguiu atravessar. Apds este passo de purificagdo, as sequéncias
estavam prontas a ser colocados no Sequenciador 3130 Genetic Analyzer (ABI Prism).

Como programas de andlise das sequéncias foram usados o Sequencing

Analysis” ¢ 0 SeqScape®.

3.6. Pesquisa de quimerismo no sedimento urinario

Os microssatélites, também conhecidos como “Short tandem repeats” (STRs),
sao loci polimérficos de DNA, que contém sequéncias repetidas de 2 a 7 nucleotidos. O
numero de repetigdes de um determinado locus varia, resultando em alelos com

comprimentos (bp) que os permitem diferenciar.
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Logo, os STRs sdao marcadores de individualidade, onde cada individuo possui

alelos especificos.

3.6.1. Reac¢ao de amplificacio

De modo a proceder a discriminacdo alélica, ou seja, na tentativa de saber qual a
providéncia das células presentes no sedimento urinario, isto €, qual a percentagem de
células do dador e qual a percentagem de células do receptor, recorreu-se a amplificagao

dos STRs através de 3 sistemas: FES, THOI e F13 (Tabela X).

Tabela X. Sequéncias dos primers usados na amplificagdo dos STRs.

Primers Sequéncias

FES marcado (D4) 5’ - [6FAM]GGG ATT TCC CTA TGG ATT GG - 3°

FES nio marcado 5’ - GCG AAA GAA TGA GACTACAT -3

THO1 marcado (D4) | 5° - [6FAM]GTG GGC TGA AAA GCT CCC GAT TAT -3’

THO1 ndo marcado 5 -GTG ATT CCC ATT GGC CTGTTCCTC -3’

F13 marcado (D3) 5’ -[HEX]ATG CCATGC AGA TTA GAAA-3

F13 nao marcado 5’ - GAG GTT GCACTCCAGCCTTT -3’

Na reac¢do de amplificagao para um volume final de 50 pL foi usado: Tampao
da GoTaq” Flexi DNA Polymerase 1x (Promega®), cada dNTP a uma concentra¢io
final de 1 mM, MgCl, a 1,5 mM (Promega®), os primers nio marcados a 0,2 uM e os
primers marcados a 0,01 uM (FES), 0,012 uM (THO1) e 0,15 uM (F13), 0,104 ng de
DNA e 2,05 U da GoTaq” Flexi DNA Polymerase (Promega®). Para a realizacao das
reac¢des de PCR foi utilizado o termociclador AlfaGene II (Biometra®) com o

programa de PCR apresentado na tabela XI.
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Tabela XI. Programa de PCR usado na amplificagdo dos STRs.

Passos Temperatura Tempo N° de ciclos
1 96 °C 02:00 1
96 °C 01:00
2 60 °C 01:00 35
72 °C 01:00
3 4°C 0 1

Terminada a amplificagdo, seguiu-se a preparacdo da placa de leitura de 96
pocos, onde se colocou 20,5 uL de uma mistura contendo 20 puL. de formamida e 0,5 pLL
de standart 400 (Beckman Coulter”™) por amostra. Juntou-se, posteriormente, 1 pL do
produto de amplificacdo e cobriu-se com uma gota de 6leo mineral cada um dos pogos.
Paralelamente, preparou-se uma placa com tampao de separacdo nas filas
correspondentes as filas da placa de leitura.

Prontas as duas placas, a de leitura e a do tampao de separagdo, estas foram
colocadas no sequenciador Beckman Coulter CEQ™ 8000 Genetic Analysis System.

Os resultados foram analisados recorrendo ao programa CEQ800, onde foram
apresentados na forma de electroforectogramas com indicagdo, em cada pico, do

respectivo peso molecular.

3.7. Pesquisa de anticorpos anti-HLA Classe I e Classe 11 (LABscreen®)

A detec¢do de anticorpos anti-HLA no soro foi feita recorrendo ao uso de esferas
revestidas com antigénios HLA Classe I e Classe Il purificados, onde as esferas
possuem caracteristicas passiveis de aquisi¢do de dados e analise pelo LABScan ™ 100.

As amostras de soro foram descongeladas e centrifugadas a velocidade maxima
durante 10 minutos (Eppendorf, Centrifuga 5415R). Numa placa ELISA de 96 pocos
incubou-se o soro (diluido 1:2) com as esferas LABScreen®™ Mixed (2,5 puL) durante 30
minutos, no escuro e com agitagdo moderada. Permitindo, assim, a ligagao dos possiveis
anticorpos presentes no soro aos antigénios das esferas.

Finda a incubacgao, seguiram-se passos de lavagem com tampao de lavagem 1X.
Depois, procedeu-se a adicdo de R-Ficoeritrina (PE) conjugada com anti-IgG, cujo

objectivo era a sua ligacdo aos anticorpos da amostra de soro que, por sua vez, se
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tinham ligado a antigénios presentes na superficie das esferas. A adigdo do conjugado
seguiu-se uma nova incubagao no escuro, durante 30 minutos, com agitacdo moderada,
e sequentes passos de lavagem.

Apds a tultima lavagem, foi feita a adicdo de PBS 1X (80 puL) a temperatura
ambiente ¢ a placa foi colocada no LABScan™ 100 para aquisicio de dados de

fluorescéncia.
3.8. Quantificaclo relativa de transcritos (mRNA)
3.8.1. PCR de Transcricido Reversa (RT-PCR)

Anteriormente, a andlise dos niveis de expressao génica, 0 RNA necessita de ser
transcrito em DNA complementar (cDNA), usando-se para tal, uma transcriptase
reversa.

No caso, da transcricdo reversa do RNA total (extraido a partir do sangue
periférico colhido para os tubos PAXgene®) e do RNA extraido a partir das células do
sedimento urinario, foi usado o kit SuperScript® 111 (Invitrogen™).

Assim, para se proceder a sintese de cDNA, adicionou-se ao RNA extraido (< 1
ug) 2X RT Reaction Mix (10-15uL) e RT Enzyme Mix (2 puL). As reaccdes de sintese
realizaram-se no termociclador DNA Engine® Thermal Cycler (Bio-Rad) com o

programa de PCR apresentado na tabela XII.

Tabela XII. Programa de RT-PCR usado na sintese de cDNA com o kit SuperScript™ III.

Passos Temperatura Tempo
1 25°C 10:00
2 50 °C 30:00
3 85 °C 05:00
4 4°C 00

Terminada a reac¢do de RT-PCR, adicionou-se a mistura de cDNA recém-

sintetizado 1 uL de E.coli RNase H e incubou-se a 37 °C durante 20 minutos. Apos

incubacao, as amostras de cDNA foram guardadas a - 20 °C.
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Relativamente, a sintese de cDNA a partir do RNA extraido de fraccdes
celulares foi feita com recurso ao kit iScript’” Reverse Transcription Supermix. Neste
caso, a0 RNA extraido (< 1 pg) adicionou-se 5X iScript Reverse Transcription
Supermix (4 uL) e agua livre de nucleases (2 pL). A reac¢do de sintese realizou-se no
termociclador DNA Engine® Thermal Cycler (Bio-Rad) com o programa de PCR
apresentado na tabela XIII.

Tabela XIIL Programa de RT-PCR usado na sintese de cDNA com o kit iScript™ Reverse Transcription

Supermix.

Passos Temperatura Tempo
1 25°C 05:00
2 42 °C 30:00
3 85 °C 05:00
4 4°C 00

3.8.2. PCR em tempo real

PCR em tempo real ¢ idéntico a um simples PCR, excepto no facto da reaccao
ser monitorizada por um detector em tempo real, ou seja, detecta a acumulagao da
sequéncia amplificada durante a reaccdao, sendo essa informacdo obtida na fase
exponencial.

Existem numerosas técnicas que sdo usadas de modo a permitir que o progresso
da PCR seja monitorizado. Cada técnica recorre a um determinado tipo de marcador
fluorescente, o qual se vai ligar ao cDNA. Uma vez que, o nimero de copias dos genes
aumenta durante a reaccdo, a fluorescéncia também vai aumentar, o que se torna uma
vantagem, pois a eficiéncia e a taxa de reac¢do podem ser seguidas.

O marcador fluorescente usado foi SYBR® Green I, o qual se liga de forma
homogénea a moléculas de DNA de cadeia dupla, emitindo um sinal fluorescente de
comprimento de onda definido. A detecc¢ao do sinal ¢ feita, portanto, durante o passo de
extensdo da reaccdo de PCR em tempo real. A intensidade do sinal aumenta com o

aumento do niamero de ciclos devido & acumulagio do produto de PCR (Figura 12).
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Na reac¢ao de PCR em tempo real, a amplificagdo do cDNA ocorre na presenca
de uma DNA polimerase, de primers especificos para o gene que se pretende estudar e

de SYBR® Green 1.
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Figura 12. Esquema representativo da detecgiio dos produtos de PCR em tempo real recorrendo a SYBR®
Green 1. (Fonte: Integrated solutions — Real-Time PCR Applications, Critical factos for sucessful Real-time PCR;
QIAGEN)

Contudo, o uso de marcadores fluorescentes apresenta desvantagens,
relativamente ao facto do SYBR® Green se ligar a qualquer cadeia dupla de DNA,

dentro dos quais, produtos de PCR nio especificos e dimeros de primers.

3.8.3. Normalizacao

Para efectuar a andlise dos resultados obtidos por PCR em tempo real foi
necessario encontrar dois genes de referéncia, para se proceder a normalizacdo dos
valores obtidos. Sendo que, um gene de referéncia ¢ definido como um gene cuja
expressao ndo deve diferir entre amostras.

Para escolher os dois genes de referéncia a usar, utilizaram-se amostras
aleatorias nas reacgdes com cada um dos 12 genes que poderia ser usado como gene de
referéncia: ACTB (codifica a Beta Actina), GAPDH (codifica gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase), UBC (codifica Ubiquitina C), B2M (codifica B-2-Microglobulina),
YWHAZ (codifica Fosfolipase A2), SF3A41 (codifica subunidade 1 do factor de splicing
3a), 18S rRNA (codifica subunidade ribossomal 18S), CYC! (codifica Citocromo C-1),
EIF4A42 (codifica isoforma 2 do factor eucaridtico de iniciagdo de tradugao 4a), SDHA

(codifica complexo sucinato desidrogenase), TOP! (codifica Topoisomerase I (DNA)) e
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ATP5B (codifica ATP sintase) e procedeu-se a realizacdo das reac¢des de PCR em
tempo real de acordo com o que esta descrito no topico 3.8.4.

Uma vez terminadas as reacgdes, os resultados obtidos foram analisados
recorrendo ao programa geNorm (PrimerDesign), o qual fez a escolha dos dois melhores
genes que se adequavam ao tipo de amostras usadas no estudo.

Conhecidos os dois genes de referéncia para cada uma das situagdes (amostras
de sangue total; amostras de sedimento urindrio; amostras de fracgdes celulares),
realizaram-se as reac¢des de PCR em tempo real para os trés tipos de amostras com os
respectivos genes de referéncia. De seguida, foi necessdrio proceder ao calculo do
Factor de Normalizagdo para cada uma das amostras recorrendo, novamente, ao
programa geNorm (PrimerDesign). Este valor foi, posteriormente, usado para o calculo
do valor de expressao génica normalizado (do inglés, Normalized Gene Expression,

NGE).
3.8.4. Reac¢des de PCR em tempo real

A quantificagdo relativa da expressdo génica das amostras foi feita por PCR em
tempo real recorrendo ao equipamento Light Cyclelr® 480 (Roche). Estudaram-se
diferentes genes de acordo com o tipo de amostra usada, na tabela XIV encontram-se
atribuidos os genes estudados em cada uma das situagoes.

Para a realizagdo das reac¢cdes de PCR preparou-se uma mistura contendo 2x
QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix (QIAGEN), os primers 10x QuantiTect
Primer assay (QIAGEN) especificos para cada um dos genes de interesse e agua livre de
RNases. Os primers encontravam-se liofilizados e foram reconstituidos com 1,1 mL de

agua livre de RNases.
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Tabela XIV. Esquema-resumo dos genes de referéncia e de interesse usados para os diferentes tipos de amostras.

Genes de .
referéncia Genes de interesse
(QT()10]5125435) 1L4 IL 6 1L10 1L12
(QT00012565) (QT00083720) (QT00041685) (QT00000364)
(Qf(%f)‘fgfs@ TGF-B1 IFN-y P9 P10
RNA SF3A1 TOP1 (QT00000728) (QT00000525) (QT00013461) (QT01003065)
Total QT00061257) | (QT00068915)
o ( " @ (QT};Egmz) GzmB FasL SLC8A1 MAN
(QT01001875) (QT00001281) (QT00075376) (QT00017388)
(é\;{)ﬁéﬁ}m CD79B TCL1A SH2D1B _
(QT00203651) (QT00001561) (QT00056175)
RNA de FoxP3 TGF-p1 P9 P10
, (QT00048286) (QT00000728) (QT00013461) (QT01003065)
células SF3A1 UBC
di t
Serilrl’ll’léil’iloo (QT00061257) (QT00234430) Prfl MAN KIM-1
u (QT01869602) (QT01001875) (QT00017388) (QT00022372)
RNA de FoxP3
células SF3AI UBC (QT00048286) TGF-$1 IL10 GATA3 CTLA4
Tregs (QT00061257) (QT00234430) (QT00000728) (QT00041685) (QT00095501) (QT01670550)
RNA de
c¢lulas SF3Al TOPI1 IL10 TGF-p1 HLA-DRB1 CD79b
B27 e (QT00061257) | (QT00068915) (QT00041685) (QT00000728) (QT00090993) (QT00203651)
B27

Foram utilizadas Light Cycler® 480 Multiwell Plate 96 para a realizagdo das

reaccoes de PCR, onde cada reac¢do tinha um volume final de 10 pL com Ix

QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix, 1x QuantiTect Primer assay, cDNA e agua

livre de RNases (nos casos em que era necessario perfazer os 10 uLL de volume final da

reaccdo). A placa foi colocada no aparelho Light Cycler®™ 480 para se efectuarem as

reac¢des de amplificagdo do cDNA, com o programa de amplificacdao representado na

tabela XV.
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Tabela XV. Programa de PCR em tempo real usado para analise da expressdo génica.

Passos Temperatura Tempo N° de ciclos
1 — Activagdo da 95 °C 15:00 1
enzima
94 °C 00:15
2 55°C 00:30 50
72 °C 00:30
3 —Curva de 65 °C — 95 °C - 1
melting

No fim da amplificagdo do cDNA, procedeu-se a andlise dos resultados através
do software do Light Cycler” 480. O primeiro aspecto a analisar foi a curva de melting
dos produtos de PCR, para que se conseguisse aferir se os produtos da amplificacdao
eram ou nao especificos, isto €, se haviam desvios na temperatura de melting (Ty,).

Obtidos os valores de C, (Crossing points), procedeu-se ao calculo da
quantidade relativa (QR = 27°P) ¢ os valores normalizados da expressao génica (NGE)
foram obtidos através do quociente entre o valor de QR para o gene de interesse e o

factor de normalizagao.

3.8.5 Analise estatistica

A apresentagdo dos resultados ¢ feita com recurso a média + desvio-padrao para
cada um dos grupos. A nivel estatistico, os resultados foram submetidos ao teste U de

Mann-Whitney e considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05.

O software usado foi o IBM SPSS® Statistics 19.
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Capitulo 4. Resultados



4.1. Tipagem HLA

A partir da tipagem HLA feita para o par dador — receptor, foi feita a avaliacao
da qualidade do “matching” HLA, sendo esta expressa em termos de incompatibilidades

para os loci A e B (HLA classe 1) e o locus DR (HLA classe II) (Tabela XVI).

Tabela XVI. Média e desvio-padrdo do numero de incompatibilidades nas moléculas HLA classe I e

classe II entre o par dador-receptor.

Incompatibilidades (média = dp)
Classe HLA HLA classe I HLA classe II
Grupos A B DR
Grupo 1 1,33+0,53 | 1,45+0,59 0,93 £ 0,71
Grupo 2 1,30+ 0,57 | 1,50+0,51 1,00 £+ 0,65

Legenda: Grupo 1 - transplantados renais com fungdo renal estavel ha mais de dez anos; Grupo 2 -

transplantados com disfuncao crénica do enxerto; dp — desvio-padrao.

Verifica-se que os valores médios de incompatibilidades para os dois grupos de

transplantados sdo semelhantes.

4.2. Pesquisa de anticorpos

Na pesquisa de anticorpos no soro de transplantados com funcao renal estavel ha
mais de dez anos (Grupo 1) obteve-se uma baixa percentagem de presenga de anticorpos
anti-HLA classe I e classe II (Tabela XIV).

No caso dos transplantados com disfungdo cronica do enxerto (Grupo 2),
verificou-se um aumento na percentagem de doentes com anticorpos anti-HLA classe |
em relacdo ao grupo 1. Relativamente, a presenca de anticorpos anti-HLA classe 1,
mais de 50% de transplantados do grupo 2 apresentaram positividade para esta classe de

anticorpos (Tabela XVII).
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Tabela XVII. Percentagem de doentes, dos dois grupos de transplantados, obtida na pesquisa de

anticorpos HLA Classe I e Classe 11.

Anticorpos HLA Classe I Anticorpos HLA Classe I1
Positivos (%) | Negativos (%) | Positivos (%) | Negativos (%)
Grupo 1 10,42 89,58 22,92 77,08
Grupo2 20,83 79,17 54,17 45,83

Legenda: % - percentagem

4.3. Perfil farmacogenético

A reac¢do de amplificagdo ¢ crucial para o processo de sequenciacdo, pois
pretende-se obter um produto de PCR especifico, o qual se pode visualizar na realizagao
de electroforese em gel de agarose de 2%. Assim, os produtos de PCR foram
submetidos a electroforese para se observar se ocorreu amplificagdo, se ndo houve
formacao de produtos inespecificos e determinar qual seria a melhor dilui¢do do produto
a usar na reacc¢ao de sequenciagao.

Na Figura 13A, pode-se visualizar a intensidade e a especificidade dos produtos

de amplifica¢do da sequéncia de interesse do gene ABCBI, o mesmo acontece na Figura

13B no caso do gene CYP3A45.

RN “""-"

Figura 13. Resultados de electroforese em gel de agarose. A — Visualizacao dos produtos de
amplificacdo referentes ao gene ABCBI. B — Visualiza¢do dos produtos de amplificagdo referentes ao

gene CYP345.
A partir dos resultados obtidos pela analise das sequéncias no SeqScape”,

efectuaram-se os calculos das percentagens dos SNPs nos transplantados dos dois

grupos (Tabelas XVIII e XIX).
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Tabela XVIII. Percentagem dos SNPs para o grupo dos transplantados com fungéo renal estavel ha mais

de dez anos.
Sequéncia nucleotidos Genotipo
SNP Gene .
Wild-type Mutante Wt/Wt | Wt/Mt | Mt/Mt
(Wt) (M)
3435
T ABCBI | agagatCgtgagg | agagatTgtgagg | 23.4% | 40,4% | 36,2%
>
6986
ASG CYP3A45 | ctttcaAtatctc ctttcaGtatctc 2,4 % 10,6 % 87,0 %
>

Tabela XIX. Percentagem dos SNPs para o grupo dos transplantados com fungdo disfun¢io cronica.

Sequéncia nucledtidos Genotipo
SNP Gene .
Wild-type Mutante WYWt | WoMt | Mt/Mt
(Wt) (Mt)
3435
ooT ABCBI | agagatCgtgagg | agagatTgtgagg | 28,0% | 40,0% | 28,0%
>
6986
ASG CYP3A45 | ctttcaAtatctc ctttcaGtatctc 0,0 % 20,0 % 80,0 %
>

No grupo dos transplantados com fungdo renal estavel ha mais de dez anos
observou-se uma ocorréncia do SNP do gene ABCBI em 36,2 % dos transplantados e,
em relacdo, ao SNP do gene CYP3A45 obteve-se uma percentagem de 87,0%.

A percentagem de 28,0 % foi obtida para a ocorréncia do SNP do gene ABCBI
no grupo dos transplantados com disfungdo crénica do enxerto. E a percentagem de
80% foi o que se obteve no caso do gene CYP345.

Todos os doentes foram, inicialmente, sujeitos a uma terapéutica
imunossupressora base com a administragao de 0,15 mg de CsA por cada quilograma de
peso. A dose foi, posteriormente, ajustada de acordo com os resultados do doseamento

dos niveis séricos do farmaco.
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4.4. Expressiao génica em células do sedimento urinario

4.4.1. Determinacio do grau de mistura celular (quimerismo) no sedimento

urinario

Na tabela XX observa-se que em termos de mistura celular no sedimento
urinario, os grupos 1 e 2 possuem uma percentagem semelhante de células do dador e

células do proprio.

Tabela XX. Média da percentagem da origem das células do sedimento urinario, dador e receptor.

Quimerismo (% Células)
Dador (média = dp) Receptor (média = dp)
Grupo 1 4591 + 28,10 54,20 + 28,13
Grupo 2 56,29 + 22,45 43,71 £22,45

Legenda: dp — desvio-padrdo; % - percentagem

4.4.2. Expressao génica

Os niveis de expressdo génica normalizada dos genes que codificam
quimiocinas, CXCLI0 e CXCLY, apresentaram-se aumentados no grupo 2
comparativamente ao grupo 1, com diferencas significativas com valor de p = 0,002 e
p= 0,001, respectivamente (Tabela XXI).

No caso dos genes que codificam a Perforina 1, a Granzima B ¢ o KIM-1, ndo se
obtiveram diferencas significativas. O mesmo aconteceu em relagdo ao gene que
codifica o FoxP3. Ja, no caso do gene codificante da a-1,2-Manosidase, obtiveram-se
diferengas significativas com p= 0,014 (Tabela XXI).

E, por ultimo, relativamente ao gene que codifica o TGF-81, os niveis de NGE
encontram-se aumentados no grupo 2, obtendo-se diferencas estatisticamente

significativas com valor de p= 0,0001 (Tabela XXI).
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Tabela XXI. Valores médios da expressdo génica normalizada dos varios genes estudados nas células do

sedimento urinario dos dois grupos de transplantados.

Grupo 1 Grupo 2 Valor de p

N 22 18

Desvio-padrao 0,015 0,018

a -1,2-Manosidase 0,014*

Média (NGE) 0,0001 0,0002

N 22 17

Desvio-padrao 0,427 0,941

CXCL9 0,001*

Média (NGE) 0,031 0,079

N 34 22

Desvio-padrao 1,905 4,209

Perforina 1 0,193

Média (NGE) 13,499 9,306
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Granzima B 0,582

N 35 21

Meédia (NGE) 2,370 4,229

Desvio-padrao 2,422 5,189

KIM-1 0,832
N 36 19

Meédia (NGE) 0,966 0,866

Desvio-padrao 0,730 0,576

Legenda: NGE — valor da expressdo génica normalizada

As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor de p< 0,05.Teste U de
Mann-Whitney, *Grupo 1 vs Grupo 2.

4.5. Expressao génica no sangue total

No caso dos genes que codificam citocinas do tipo Thl observou-se uma
homogeneidade na expressdo do gene /L 2 entre o grupo 2 € o grupo controlo, sendo
que no grupo 1 a expressdo apresentou-se um pouco mais baixa, mas sem significado
estatistico. Relativamente, ao gene que codifica a IL 12 obtiveram-se diferencas
significativas entre o grupo 1 e 2 (p= 0,004), o grupo 1 e o grupo controlo (p= 0,0001),
e o grupo 2 e o grupo controlo (p= 0,001), tendo em conta que, os grupos 1 e 2
apresentaram uma expressao mais elevada em relagdo ao grupo controlo. Por fim, a
expressao do gene que codifica o IFN-y foi semelhante entre o grupo 1 e 2,
apresentando significado estatistico apenas a comparacdo entre o grupo 1 e o grupo
controlo (p= 0,005).

Nos genes que codificam citocinas do tipo Th2 obtiveram-se valores
homogéneos para expressdo do gene que codifica a IL 4 entre o grupo 2 e o grupo
controlo e, embora a expressdao no grupo 1 tenha sido mais elevada, ndo se obtiveram
diferencas significativas estatisticamente. Relativamente ao gene que codifica a IL 6, a
sua expressao apresentou-se diminuida nos grupos 1 e 2 em comparagdo com 0 grupo
controlo com significado estatistico (p= 0,0001 em ambos os casos). No caso do gene
que codifica a IL 10, os grupos 1 e 2 tém niveis mais baixos do que o grupo controlo,

apresentando diferencas estatisticamente significativas (p= 0,0001 para ambos os
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casos), ja entre o grupo 1 e o grupo 2 o significado estatistico deve-se a um valor de p=
0,037. Por ultimo, em relacao ao gene TGF-81, a sua expressao foi homogénea entre os
trés grupos, ndo havendo diferengas estatisticamente significativas.

Verificou-se que a expressdo do gene que codifica o FoxP3 estd diminuida nos
grupos 1 e 2 em relagdo ao grupo controlo com diferengas significativas (p= 0,003 para
grupol vs grupo controlo; p= 0,0001 para grupo 2 vs grupo controlo). O grupo 1
apresentou uma expressao mais elevada deste gene, comparativamente, com o grupo 2
com significado estatistico (p= 0,0001). Por sua vez, os trés grupos exibiram uma
expressao homogénea para o gene da a-I,2-manosidase, ndo havendo diferencas
estatisticamente significativas.

Em relagdo a expressdo de genes que codificam moléculas envolvidas na
actividade citotoxica, Perforina 1, Granzima B e FasL, os grupos 1 e 2 ndo apresentaram
diferencas significativas entre eles, nos trés genes. No caso dos genes que codificam a
Perforina 1 e o FasL, os grupos 1 e 2 evidenciaram uma expressdo diminuida em
comparagdo com o grupo controlo, obtendo-se significado estatistico (Perforina: p=
0,001 para grupol vs grupo controlo; p= 0,0001 para grupo 2 vs grupo controlo; FasL:
p=0,0001 para ambos os casos). A expressao do gene Granzima B foi semelhante entre
o grupo 2 e o grupo controlo, enquanto no grupo 1 observou-se uma expressao mais
baixa e quando comparado com o grupo 2 obtém-se um valor de p= 0,002.

Na expressao do gene que codifica a quimiocina CXCL9 nao se obtiveram
diferencas significativas entre o grupo 1 € o grupo 2, nem entre o grupo 2 € o0 grupo
controlo. Apresentando, apenas, significado estatistico a comparacdo da expressao entre
o grupo 1 e o grupo controlo com valor de p= 0,027, onde o grupo 1 manifestou um
nivel de expressdao mais baixo.

No caso da CXCL10, a expressdo do gene que codifica esta quimiocina
apresenta-se diminuida nos grupos 1 e 2 em relagdo ao grupo controlo com significado
estatistico para ambos os casos e p= 0,0001. O grupo 1 manifestou uma expressao mais
baixa em comparagdo com o grupo 2, com valor estatisticamente significativo (p=
0,0001).

Analisando a expressdo do gene que codifica a molécula CD79b, verificou-se
que os valores sdao homogéneos entre o grupo 2 e o grupo controlo, ndo havendo
diferencgas significativas. J4 em relacdo ao grupo 1, este apresenta uma expressao
aumentada para o gene, quer em comparagdo com grupo 2 quer com o grupo controlo,

em ambos os casos com significado estatistico com valor de p=0,0001.
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A expressdao do gene que codifica SH2D1B encontra-se diminuida nos grupos 1
e 2 em comparagao com o grupo controlo, com diferengas significativas e valor de p=
0,001 em ambos os casos. Entre o grupo 1 e o grupo 2 nao se obteve significado
estatistico.

No caso do gene que codifica a expressio de MS4Al, os trés grupos
apresentaram valores homogéneos, ndo havendo diferengas estatisticas significativas.

Relativamente, a expressao do gene que codifica TCL1A, os grupos 1 e¢ 2 nao
demostram diferencas entre si, tendo ambos uma expressao reduzida deste gene quando
comparados com o grupo controlo. A comparag@o entre o grupo 1 e o grupo controlo, e
o grupo 2 e o grupo controlo apresentam diferencas significativas com valor de p=
0,0001.

A expressdao do gene que codifica SLC8A1 apresenta-se diminuida nos grupos 1
e 2 comparativamente com o grupo controlo, obtendo-se significado estatistico com
valores de p= 0,014 e p= 0,0001, respectivamente. Entre si, os grupos 1 e 2, também,
apresentam diferencas estatisticamente significativas com um valor de p= 0,04, sendo
que o grupo 2 ¢ o que demonstra uma expressao mais reduzida.

Na tabela XXII encontram-se os valores médios ¢ desvio-padrdo da expressao
génica normalizada para cada um dos genes supracitados. Sao apresentados, também, os

valores de p com significado estatistico.
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Tabela XXII. Valores médios da expressdo génica normalizada (NGE) e de desvio-padrao, dos varios

genes estudados no sangue periférico total dos dois grupos de transplantados.

Valor de
Grupo 1 Grupo 2 Grupo Controlo p<0,05
IL 2 0,678 +£0,527 | 0.847+0,674 | 0,866+ 0,612
L 12 0,004
1,588+ 0,599 | 1,161+£0541 | 0,617+0,264 0,00017
0,001*
L 0,484 +0,300 | 0564+0383 | 0,811+0367 0,005
IL 4 ~
0428+0312 | 0281+0,191 | 0,241+0,161 -
IL 6 —
02610260 | 0,129+0,093 | 0,950+ 0488 0,0001
0,0001%
IL 10 0,037
0223+0,109 | 0290+0,101 | 0,847 +0,392 0,0001"
0,0001*
e 1,148+ 0372 | 1,103+0316 | 1218=0,104 _
FoxP3 0,0001"
0x 0,865+0419 | 0.446=0221 | 1,304+0395 0,003
0,0001*
a-1,2- ~
- 0,745+0329 | 0.810+0,326 | 0,802+ 0,390 ]
Manosidase
Perforinal | 593, 0326 | 04400263 | 0943 +0210 0,0017
0,0001*
Granzima B | 575, 0216 | 078740496 | 087540315 0.002"
Fas L 0484 £0.164 | 0413+0,184 | 1307+0310 0.0001"
0,0001*

(Continua na pagina seguinte)
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CXCL.9 0.300+0,194 | 03850218 | 0.464+0244 0.027"
0,0001"
CXCL10 | (6120008 | 00370024 | 0,102+ 0,038 0.00017
0,0001°
0,0001"
CD79B 1294 40,633 | 058540246 | 0.589=0,107 000017
SHZDIB | 3051 0,185 | 032440186 | 0.633=0207 0.0017
0,001*
Ms4al 05170288 | 0466+0291 | 0.643 <0265 -
TCL1A 0.192£0,160 | 0.112+0,085 | 0,681 +0361 0.00017
0,0001%
0,004
SLC8Al 046740216 | 0299+0,144 | 0,661 +0,205 0.014"
0,0001%

As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor de p< 0,05.Teste U de
Mann-Whitney: *Grupo 1 vs Grupo 2; # Grupo 1 vs Grupo Controlo; A Grupo 2 vs Grupo Controlo.

4.6. Expressao génica em subpopulacdes celulares

Nas células Tregs, a expressao do gene que codifica o FoxP3 apresentou uma
expressao diminuida nos grupos 1 e 2 em comparagdo com o grupo controlo.
Verificando-se diferencas estatisticamente significativas apenas, entre o grupo 1 e o
grupo controlo (p= 0,009).

Em relacdo a expressdo do gene que codifica o TGF-B1, observaram-se niveis de
expressao aumentados nos grupos 1 € 2 em relagdo ao grupo controlo, obtendo-se
diferencas significativas entre o grupo 1 e o grupo controlo com valor de p= 0,0001, e
entre o grupo 2 e o grupo controlo com p= 0,007. J4, entre o grupo 1 e o grupo 2, o
significado estatistico tem como valor de p=0,0001.

A expressao do gene GATA3 apresentou niveis mais elevados nos grupos 1 e 2

comparativamente com o grupo controlo. Sendo que, o grupo 1 foi o que apresentou
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niveis de expressao mais elevados, obtiveram-se diferencgas significativas com valor de
p=0,0001 entre o grupo 1 e o grupo 2, e entre o grupo 1 e o grupo controlo.

Por ultimo, e ainda nas células Tregs, ndo se obtiveram diferencas significativas
na expressao dos genes /L 10 e CTLA4. Embora, em relagdo ao gene do CTLA4, o
grupo 2 tenha demonstrado uma tendéncia para uma expressao mais elevada, enquanto
no caso do gene da IL 10 se tenha observado uma homogeneidade entre os valores para
os diferentes grupos.

Nas células B CD19°CD27", em nenhum dos genes se obtiveram diferencas
significativas, contudo, algumas tendéncias podem ser referidas. No caso do gene que
codifica a IL 10, o grupo 1 demonstrou uma tendéncia para valores de expressdao mais
elevados do que os restantes grupos. No gene 7GF-81, os grupos 1 e 2 apresentaram
também, uma tendéncia para valores mais elevados de expressao deste gene em relagdo
ao grupo controlo. Em relagdo ao gene HLA-DRBI, talvez o grupo 2 seja propenso a
niveis de expressdo mais elevados quando comparado com os grupos 1 e o grupo
controlo. Finalmente, no gene que codifica a molécula CD79b verificou-se uma
homogeneidade nos valores de expressao entre os trés grupos.

De igual modo, nas células B CD19'CD27 ndo se obtiveram diferencas
significativas para os diferentes genes estudados. Nos genes IL 10, TGF-81 e CD79B,
os seus valores de expressao foram semelhantes entre os grupos para cada um dos
genes. No caso do gene HLA-DRBI, o grupo 2 e o grupo controlo apresentaram valores
de expressdo proximos, enquanto no grupo 1 se verificou uma tendéncia para um valor
aumentado.

Na tabela XXIII encontram-se os valores médios e desvio-padrao da expressao
génica normalizada para cada um dos genes supracitados. Sao apresentados, também, os

valores de p com significado estatistico.
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Tabela XXIII. Valores médios da expressdo génica normalizada (NGE) e de desvio-padrdo, dos varios

genes estudados nas fracgdes celulares separadas a partir de sangue periférico dos dois grupos de

transplantados.
Grupo Valor de
Grupo 1 Grupo 2 Controlo p<0,05
0,540 £ 0,279 | 0,660+ 0,180 0,820 + 0,225 0,009#
0,0001*
i 0,918 +£0,323 0,520 £ 0,162 0,353 +£ 0,095 0,0001”
o 0,007"
= _
= 0,198 £ 0,153 0,145+ 0,130 0,115+ 0,074
= _
8 0,0001*
1,463 £0,472 | 0,927+0,419 0,779 £ 0,074 0,0001
0,574 £ 0,291 0,610 £0,251 0,419 £0,162
=~ 2,272 +2,010 1,489 + 1,333 0,438 0,195 -
(o
® :
?_4\ 0,493 £ 0,473 0,387 + 0,342 0,016 +0,014
Q o
@)
ﬁ 1,246 + 0,367 1,534+ 0,510 0,959 + 0,143 -
s
E :
& 1,258 £0,534 1,067 + 0,063 1,162 + 0,396
= 0,003 £ 0,002 | 0,007 +0,006 | 0,0012 +0,0009 -
(o
a
+Q B
?_} 1,820 + 0,529 1,832 + 0,604 1,819 + 0,357
a _
@)
a 2,060 = 1,023 1,666 = 0,509 1,878 + 0,384 -
s
E
§<5) _
1S 1,687 £ 0,759 1,377 £ 0,374 1,589 + 0,222

As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor de p< 0,05.Teste

U de Mann-Whitney: *Grupo 1 vs Grupo 2; # Grupo 1 vs Grupo Controlo; A Grupo 2 vs Grupo Controlo.
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Capitulo 5. Discussao



Nos ultimos 20 anos, a rejei¢do aguda deixou de constituir um problema com o
uso dos imunossupressores, passando a manutencao dos orgaos transplantados a longo
prazo a constituir a principal preocupacdo. A causa mais comum da perda tardia do
enxerto ¢ a rejeicdo/ disfungdo cronica.

Dai a importancia e os extensos estudos feitos, hoje em dia, para uma melhor
caracterizacdo dos mecanismos envolvidos no processo de rejeicao/ disfuncdo cronica,
de forma a conseguir efectuar uma monitorizagdo imunoldgica do doente mais
informativa, de um valor acrescentado na antecipagdao dos eventos relacionados com a

disfuncdo e menos invasiva.

5.1. Incompatibilidades HLA e presenc¢a de anticorpos

Em termos de incompatibilidades verificou-se que nao existem diferencas entre
os grupos 1 e 2, pois 0 menor nimero possivel de incompatibilidades HLA foi tido em
conta, para que o transplante fosse realizado, tentando minimizar o risco de rejei¢ao
precoce do enxerto, em virtude dos principais alvos da resposta imune do receptor
contra o aloenxerto serem os antigénios MHC presentes no enxerto alogénico (Bharat e
Mohanakumar, 2007).

Em relacdo a presenca de anticorpos, no grupo 1, a frequéncia encontrada de
anticorpos anti-HLA I e anti-HLA II foi muito mais baixa do que no grupo 2, isto €, no
grupo dos transplantados renais com rejeicdo/ disfungdo crénica, o nimero de casos
positivos foi cerca do dobro quando comparado com o numero de casos positivos para o
grupo com uma fungio renal estavel (Tabela XVII). E de referir também, dentro do
grupo 2, que a percentagem de anticorpos anti-HLA II obtida ¢ muito superior a
encontrada para os anticorpos anti-HLA 1.

A importancia da sensibilizagdo humoral contra antigénios HLA “non-self” foi
reconhecida desde o come¢o da medicina de transplantagdo. Dai, o resultado negativo
do teste “crossmatch” entre o soro do receptor e células do dador ser mandatorio para a
realizagdo de transplante renal de dador cadaver (Sawitzki et al., 2011).

A implementacdo de novas técnicas como o “crossmatching” por citometria de
fluxo e ensaios por Luminex permitiram aumentar a sensibilidade na determinacgao de
anticorpos anti-HLA I e anti-HLA II (Sawitzki ef al., 2011).

A partir de estudos anteriores, demostraram que o desenvolvimento de novo de

anticorpos anti-HLA quer sejam ou nao especificos contra o dador esta associado com
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um pior resultado a longo prazo do enxerto (Seveso et al., 2009). E, recentemente, foi
reportado que a presenga de anticorpos anti-HLA II no soro serd o factor mais
predictivo de danos na microcirculagdo sugerindo, entdo, que este tipo de anticorpos
possui uma maior capacidade do que os anticorpos anti-HLA I para desencadear a perda
do enxerto (Einecke et al., 2009; Issa et al., 2008).

Neste trabalho ndo foram referidos os resultados da realizagdo do “Single
Antigen Assay”, isto ¢, do ensaio cuja aprofundada analise, nos permitiria colocar a
hipdtese de que os anticorpos anti-HLA, presentes no soro dos transplantados, serem ou
ndo especificos para o dador. Todavia, devera ser feita esta analise num trabalho futuro.

O desenvolvimento de anticorpos especificos HLA ¢ um processo dependente de
células T, que comega quando um individuo ¢ exposto, pela primeira vez, a proteinas
HLA alogénicas. As células B naive expressam imunoglobulinas de superficie celular e
quando estas encontram um antigénio, para o qual sdo especificas, como no caso de
moléculas HLA alogénicas, internalizam o complexo receptor/antigénio, processam-no
e o antigénio regressa a superficie celular ligado a moléculas HLA classe II.

A ligagdo antigénio — célula B é completamente activada através de interacgdes
subsequentes com as células Th, onde os TCRs se ligam ao complexo péptido
antigénico/HLA nas células B. A ligagdo de moléculas co-estimulatorias como o
CDA40L das células T com o CD40 das células B, em conjunto com citocinas produzidas
pelas células T, activam as células B e estimulam a formag¢do do centro germinal. Nos
centros germinais, as células B activadas dividem-se rapidamente e sofrem
hipermutagdes somaticas, maturacdo de afinidades e “switch” de isoformas.

Alguns dos clones de alta afinidade, também se diferenciam em células B de
memoria e plasmocitos secretores de anticorpos. Os anticorpos produzidos antes e
depois da transplantagdo poderdao ditar o destino de aloenxertos (Montgomery et al.,

2011).

5.2. Perfil farmacogenético

A Ciclosporina ou Tacrolimus, um destes fArmacos imunossupressores esteve

presente na imunossupressdo inicial aplicada aos doentes transplantados renais, que

constituiram os grupos de estudo deste trabalho.
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Nos resultados obtidos em termos de percentagem de SNP para o gene ABCBI,
observou-se uma percentagem semelhante entre os grupos 1 e 2, e em ambos 0s casos, o
genoétipo heterozigético (Wt/ Mt) foi o de maior frequéncia.

Em relagdo ao SNP para o gene CYP3A45, a maior percentagem obtida observou-
se, nos dois grupos, para a homozigotia da mutagdo (Mt/ Mt). No entanto, ¢ de realgar
que no grupo 2 se verificou uma completa anulacdo do gendtipo “wild-type”
homozigdtico e a percentagem, do genotipo heterozigotico no grupo 2, foi cerca do
dobro da observada no grupo 1.

De forma, a reduzir a toxicidade inerente ao uso destes farmacos e mantendo a
baixa incidéncia da rejei¢do aguda celular na fase inicial pds-transplante, a qual vai
representar beneficios clinicos a longo prazo, em termos de uma menor perda do
enxerto ¢ aumento da sobrevivéncia do paciente, uma cuidada monitorizacdo das
concentragdes sanguineas de CsA e FK506 ¢ uma parte essencial do acompanhamento
dos pacientes depois do transplante de 6érgaos (Masuda e Inui, 2006).

Discutindo-se, actualmente, uma monitorizagdo da terapéutica farmacologica
(TDM, do inglés “Therapeutic Drug Monitoring”) baseada numa terapia
imunossupressiva personalizada. Pois, uma das limitagdes da tradicional TDM ¢ que s6
¢ iniciada quando o imunossupressor ¢ administrado e, portanto, ndo pode ser usada na
previsdo da dose inicial (Masuda e Inui, 2006).

Assim, para uma melhor compreensdo e previsdo da farmacocinética
individualizada para regimes com doses personalizadas, tem de ser feita a analise de
factores moleculares que possam afectar as variagdes farmacocinéticas, nomeadamente,
a variabilidade farmacogenética, as regulagdes da transcricdo e as modificagdes pos-
transcripcionais.

E, por conseguinte, nos ultimos anos, foi demonstrada a importancia da
informacdo genética relacionada com as variagdes inter e intra-individuos da
farmacocinética de farmacos como a CsA e o FK506, tendo estes imunossupressores
uma estreita janela terapéutica e concentragcdes sanguineas muito variadas sob um
regime com dose fixa. (Masuda e Inui, 2006; Felipe ef al., 2009).

Ciclosporina e Tacrolimus (assim como, Sirolimus e Everolimus) sdo substratos
da P-gp e da enzima metabdlica CYP3AS. Os polimorfismos genéticos nos genes que
codificam estas duas proteinas podem explicar, em parte, a variabilidade das

concentragdes sanguineas dos farmacos imunossupressores (Felipe ef al., 2009).
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A P-gp estd presente na membrana apical das células epiteliais renais, na
membrana canalicular de hepatdcitos mediando a excrecao biliar de farmacos lipofilicos
e seus metabolitos, ¢ na membrana luminal dos enterdcitos limitando a absor¢ao de
farmacos administrados oralmente. A P-gp também se encontra em linfocitos T e B. A
expressao especifica de ABCBI em tecidos sugere, entdo, que a func¢do da proteina
constitui uma barreira protectiva (Masuda e Inui, 2006).

O SNP 3435 C>T ¢ um SNP silencioso. E, embora, o seu impacto funcional nao
tenha sido avaliado in vivo, estudos in vitro verificaram que o impacto do SNP ABCB1
3435 C>T esta associado a uma redugdo da expressio de mRNA (Hoffmeyer et al.,
2000), a uma reducdo da sua estabilidade (Wang et al., 2005) e, recentemente, com
alteragdes na especificidade do substrato (Kimchi-Sarfaty et al., 2007).

A enzima CYP3AS5 medeia a biotransformacao de FK506 e CsA, e esta presente
no intestino delgado e no estomago (Felipe et al., 2009).

O SNP no intrdo 3 (6986 A>G), do gene CYP345, promove um erro de splicing,
dando origem a mRNA aberrante com um c6dao stop prematuro, o que se traduz numa
proteina truncada (Kuehl et al., 2001).

Em suma, a presenca dos SNPs 6896 A>G (CYP345) e 3435 C>T (ABCBI)
tornam, de certa forma, os seus portadores piores metabolizadores dos farmacos
imunossupressores em questdo. Em virtude da distribuicdo das frequéncias dos SNPs
estudados serem idénticas nos dois grupos, nao houve influéncia deste perfil genético

nas manifestagoes de disfuncdo cronica do enxerto.

5.3. Expressao génica em células do sedimento urinario

Nos resultados obtidos, na avaliagdo da presenca de mistura celular no
sedimento urinario, observou-se um equilibrio entre a percentagem de células do
proprio e de células do enxerto, em ambos 0s grupos.

Li et al, num dos scus estudos, realizaram a medi¢cdo do mRNA codificante de
proteinas citotoxicas nas células da urina, e isto porque, constituia uma forma ndo
invasiva de tentar diagnosticar a rejeicao aguda dos aloenxertos renais. Dai, se ter
recorrido a analise da expressdo génica nas células do sedimento urinario, pois a urina
constitui 0 microambiente do aloenxerto e o acesso a este material biologico, ndo

constitui qualquer risco para o doente.
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Comecando a andlise da expressdo génica, nomeadamente, do gene que codifica
o factor de transcricdo FoxP3, caracteristico das células Tregs, verificaram-se niveis
semelhantes de expressao entre os grupos 1 e 2.

Muthukumar et al observaram que os niveis de mRNA deste factor de
transcri¢do, nas células urinarias, estavam aumentados durante o processo de rejeicao
aguda e que estariam associados com uma rejeicao aguda reversivel e com baixo risco
de perda do enxerto. Estes resultados estdo consistentes com a hipotese de que as
células Tregs servem para limitar a imunidade anti-aloenxerto.

No caso, do gene da a-1,2-manosidase verificou-se uma expressao mais elevada
no grupo 2. A enzima a-1,2-manosidase estd envolvida na N-glicosilacdo de proteinas
(Jiang, 2008), e este tipo de glicosilacdo de proteinas da superficie de células T pode ser
importante para a regulagdo negativa da activagdo de cé€lulas T, nestes doentes com
disfungdo crénica instalada.

Relativamente, a expressao dos genes que codificam a Perforina e a Granzima B,
ndo se observaram diferengas estatisticas entre o grupo dos transplantados com fungdo
renal estavel e o grupo dos transplantados com disfun¢do crénica. Li ef al demonstraram
que os niveis do mRNA que codificam cada uma destas proteinas citotoxicas se
encontravam elevados em células urindrias, mas de pacientes com episodios de rejeicao
aguda. Uma vez que, as células citotoxicas estdo frequentemente associadas a
aloenxertos sob rejeicao aguda, e a sua contribui¢do para a rejeigdo cronica, nao € tao
relevante.

Ao nivel da expressio do gene que codifica a KIM-1, também, ndo se
observaram diferengas significativas entre os grupos 1 e 2. KIM-1 ¢ uma glicoproteina
da membrana celular do tipo I e o aumento da sua expressao esta associada a danos no
enxertos mas, mais frequentemente, a processos de rejei¢ao aguda (Bonventre, 2009).

No caso da expressdo dos genes que codificam as quimiocinas CXCLI10 e
CXCL9 verificou-se uma maior expressao destes dois genes no grupo 2 com diferengas
significativas perante o grupo 1. Em estudos anteriores, Tatapudi et al, associaram a
deteccao da quimiocina CXCL10 e do seu receptor CXCR3 a casos de rejei¢ao aguda
do enxerto, o que poderia ser Util para a monitoriza¢do da inflamacgao. De certa forma,
os resultados obtidos poderdo ser indiciadores de um processo onde haverd algum
envolvimento da célula T na disfuncdo crénica do enxerto (grupo 2).

E, por ultimo, os niveis de expressdo do gene 7GF-81 foram significativamente

mais elevados no grupo 2. Em estudos anteriores de andlise da expressao de TGF-B1,
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em biopsias de aloenxertos renais, foi correlacionada a presenga de fibrose intersticial
com a expressao intra-enxerto de TGF-B1. Além disso, a sobreexpressao de TGF-B1 foi,
também, correlacionada com a Nefropatia Crénica do Aloenxerto (CAN), sendo esta a
maior causa da disfun¢do do enxerto a longo prazo (Carpenter, 1995; Paul, 1995;
Tanabe et al., 1996). A fibrose intersticial ¢ a principal caracteristica histologica da
CAN (Kasiske, 1991).

A transicao tubular epitelial-mesenquimal ¢, por definicdo, um processo no qual
as células tubulares renais perdem o fenotipo epitelial e adquirem caracteristicas
mesenquimais, e estd, intimamente, relacionada com a fibrose intersticial. Esta
conversao de fendtipo concede uma elevada plasticidade as células epiteliais tubulares
depois do desenvolvimento e ocorre producdo de matriz (Li, 2004; Kalluri e Neilson,
2003).

Através de multiplos mecanismos, o TGF-B1 actua como o maior regulador da
producdo e degradacdo da matriz extracelular; estimula a sintese de matriz extracelular
(colagénio, fibronectina e proteoglicanos), aumenta a expressao de integrinas e reduz a
actividade de proteases que degradam a matriz (Nakamura et al., 1992; Kalluri e

Neilson, 2003; Pribylova-Hibrova et al., 2006).

5.4. Expressao génica em células do sangue total

No sangue periférico foram analisados diversos genes, uns relacionados com as
células T e outros com as células B.

A anadlise dos genes CD79B, TCL1A, SH2DIB, MS4A1 e SLC8A1 foi feita tendo
em conta os resultados obtidos na investigacdo feita por Sagoo e colaboradores. Nesse
estudo, em primeiro lugar, foi feito um Microarray, de forma a detectar as alteragdes ao
nivel da expressdo de genes entre receptores tolerantes sem imunossupressao, receptores
estaveis, pacientes com rejei¢do cronica e pessoas saudaveis. Apds extensa analise dos
resultados obtidos, criaram um top 10 dos genes, que melhor distinguiam os individuos
tolerantes dos nao-tolerantes. Nesse top, 6 dos 10 genes sdo expressos pelas células B
ou estdo relacionados com a sua funcdo. Especulando-se, portanto, um importante papel
das células B na promogao da tolerancia.

Em relacao ao gene CD79B, verificou-se uma elevada expressao no grupo 1,
obtendo-se diferengas significativas quer com o grupo 2, quer com o grupo controlo. A

molécula codificada por este gene esta implicada na formac¢do do BCR, sendo este
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responsavel pelo reconhecimento dos antigénios pelas células B. Sagoo et al obtiveram
uma sobreexpressao deste gene para os receptores tolerantes, sendo que estes
transplantados ndo realizavam qualquer terapéutica imunossupressora.

No gene SH2DIB, a sua expressdo apresentou-se diminuida nos grupos 1 e 2
com diferencas significativas com grupo controlo. As células B activadas sofrem
apoptose precocemente na presenga de SH2DI1B. No estudo de Sagoo et al, os
receptores tolerantes tiveram uma sobreexpressao deste gene.

A expressao do gene MS441 ndo apresentou diferencas significativas entre os
trés grupos. A molécula da superficie celular especifica dos linfécitos B, codificada por
este gene, a molécula CD20, estd envolvida na activacdo e diferencia¢do das células B.
A sobreexpressao deste gene foi observada por Sagoo et al.

No caso do gene TCLIA, a expressdo obtida para os grupos 1 e 2 foi
significativamente inferior a obtida no grupo controlo. A sobreexpressio desta
oncoproteina estd associada a uma maior sobrevivéncia das células B naive. Sagoo e
colaboradores obtiveram, mais uma vez, a sobreexpressdo deste gene em receptores
tolerantes.

E, por ultimo, o gene SLC8A1, que ndo esta relacionado com as células B,
apresentou uma expressao significativamente mais baixa nos grupos 1 e 2, comparando
com o grupo controlo. O grupo 2 foi o que apresentou a expressdo mais baixa dos trés
grupos. O gene SLC8AI codifica uma proteina transmembranar que desempenha um
papel fundamental no reabastecimento de Ca®" no reticulo endoplasmatico. E expressa
nos macréfagos e mondcitos, restaura os sinais de Ca’" que induzem a produgdo de
TNF-a (Sagoo et al., 2010). Tal como no trabalho aqui apresentado, também Sagoo et
al obtiveram uma sub-expressao deste gene.

Os resultados aqui obtidos, parcialmente coincidentes com o trabalho
desenvolvido por Sagoo e colaboradores, sdo indiciadores da obten¢do de algum grau de
tolerancia nos doentes estudados, apesar do grupo de doentes com fun¢dao normal do
enxerto dez anos apds o transplante continuar sujeito a uma terapéutica
imunossupressora de manutengdo, maioritariamente com inibidores de calcineurina
(CsA), enquanto que os que constituiam o grupo de estudo de Sagoo e colaboradores,

designado como tolerante, ndo fazia qualquer tipo de imunossupressao.

No que diz respeito, aos niveis de expressao dos genes que codificam citocinas

Thl, verificamos que no gene da IL 2 nao existem diferencas significativas entre os trés
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grupos. Deve-se ter em conta, que os grupos 1 e 2 recebem terapia imunossupressora
com o intuito de diminuir a resposta imune através de células T alo-reactivas, e a IL 2
tem um papel preponderante no crescimento e diferenciagdo das células T.

Em relacdo ao gene da IL 12, verificou-se um aumento significativo nos grupos
1 e 2 comparativamente com o grupo controlo, € o grupo 1 apresentou niveis mais
elevados do que o grupo 2. A IL 12 ¢ produzida pelas APCs de forma a promover as
células Thl.

No gene IFN-y, verificou-se uma menor expressao no grupo 1, tendo diferenca
significativa com o nivel de expressdo obtido no grupo controlo. Esta citocina estimula
apresentacao de antigénios.

Iniciando a andlise da expressdo génica das citocinas Th2, ndo se observaram
diferencas significativas entre os trés grupos no gene da IL 4, sendo esta citocina
responsavel pelo direccionamento da diferenciacdo das células T naive em células Th2.

Em relacdo ao gene que codifica a IL 6 verificaram-se niveis de expressdo
significativamente reduzidos nos grupos 1 e 2 em comparagdo com o grupo controlo. A
IL 6 influencia a secre¢do de anticorpos.

No gene /L 10, os niveis de expressao nos grupos 1 e 2 foram significativamente
mais baixos do que no grupo controlo. E o grupo 2 apresentou um nivel de expressio
mais elevado do que o grupo 1, com significado estatistico. O papel desta citocina
prende-se, fundamentalmente, com a inibicao da resposta Thl.

Os niveis de expressdo do gene TGF-81 foram homogéneos entre os trés grupos.
Esta citocina estd implicada na inibi¢cdo da proliferacdo e fungdes efectoras das células
T.

As células Th2 tém vindo a ser reportadas como tendo um papel protectivo no
contexto da alotransplantacdo. Por outro lado, as células Thl estdo associadas a
mecanismos de rejeicdo do aloenxerto (Nankivell e Alexander, 2010; Braza et al., 2012;
Moraes-Vieira et al., 2012).

Em estudos anteriores foi demonstrado que genes caracterizadores de respostas
pro-inflamatorias Thl se encontram reduzidos em pacientes tolerantes. Adicionalmente,
aproximadamente, 90% das citocinas pré-inflamatorias conhecidas estdo sub-expressas
em pacientes tolerantes comparando com pacientes com rejeicdo cronica. Também,

observaram a nao existéncia de diferencas na expressao de TGF-B1, contudo, este ¢
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responsavel pela regulacdo da funcdo de parte dos genes do sangue periférico que

diferenciam a tolerancia da rejei¢ao cronica (Brouard et al., 2007; Braza et al., 2012).

A andlise dos genes relacionados com a presenca das células Tregs tem
merecido imensa atengdo por parte dos investigadores na area da transplantacao.

Neste trabalho verificou-se um nivel de expressio do gene FoxP3
significativamente mais elevado no grupo 1 do que no grupo 2. E ao efectuarmos a
razdo entre os niveis de expressao FoxP3/a-1,2-manosidase, verifica-se que esta razao ¢
mais baixa no grupo 2, sendo este grupo constituido, entdo, pelos transplantados com
rejei¢do cronica. Sagoo et al também obtiveram uma razdo dos niveis de expressao de
FoxP3/a-1,2-manosidase, substancialmente, mais baixos para pacientes transplantados
renais com rejei¢ao cronica comparando com o0s pacientes estaveis e tolerantes

operacionais.

No caso das moléculas com actividade citotoxica, a Perforina, a Granzima B e o
Fas-L, os niveis de expressdo dos genes que codificam estas moléculas ndo
apresentaram quaisquer diferencas significativas entre os grupos 1 e 2. Observando-se,
apenas, niveis significativamente mais baixos, para os trés genes, comparando os grupos
1 e 2, e o grupo controlo. Estes resultados fardo algo sentido, no sentido em que uma

expressao aumentada destes genes esta associada a rejeicao aguda do enxerto.

A expressao dos genes que codificam quimiocinas induzidas por IFN-y, a
CXCL9 e a CXCL10, apresentaram caracteristicas de expressdo diferentes, no caso do
gene CXCLY, a sua expressao nao foi muito dispar entre os grupos 1 e 2. Ja, no caso do
gene CXCLI10, o grupo 2 demonstrou niveis de expressdo mais elevados comparando
com o grupo 1.

A quimiocina CXCLI10 encontra-se intimamente envolvida na patogénese da
rejeigdo aguda e, esta presente e pode estar envolvida na nefropatia cronica do enxerto,
também (Romagnani e Crescioli, 2012).

Um estudo recente de analise de expressao génica, em células do sangue
periférico, de pacientes com rejeicdo aguda do aloenxerto renal, demonstrou uma
expressio de CXCL10 sobre-regulada, principalmente, em pacientes com fracas

respostas a terapia anti-rejeicdo (Mao et al., 2011).
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As fungdes da quimiocina CXCL10 estdo associadas aos processos
inflamatorios, quimiotaxia e recrutamento de células Thl.

As quimiocinas CXCL9 e CXCL10 partilham caracteristicas, nomeadamente, o
facto de serem ambas induzidas por IFN-y e a sua expressdo estar associada a rejeicao
aguda de aloenxertos com incompatibilidades MHC (Rosenblum et al., 2009).

Assim, ao analisar a expressdo destas quimiocinas nestes grupos de
transplantados renais, pode-se especular que niveis de expressao mais elevados de

CXCLI10 estardao, também, associados a uma continua disfunc¢ao do aloenxerto.

5.5. Expressdo génica em subpopulagdes celulares

Nas células Tregs, em primeiro lugar, foi analisada a expressao de um marcador
principal deste tipo celular, o factor de transcri¢do FoxP3. O que se observou nos niveis
de expressao deste gene foi uma semelhanga entre o grupo 2 € o grupo controlo, nao
havendo, também, diferencas significativas entre os grupos 1 e 2. Os niveis de
expressao foram significativamente mais baixos para o grupo 1 em comparagdo com o
grupo controlo.

As células Tregs podem actuar directamente na atenuacdo da apresentacdo de
antigénios pelas c€lulas dendriticas e fungdes co-estimulatorias (Wing et al., 2008).
Podem, também, suprimir directamente a activa¢ao de células T (Garin et al., 2007,
Bopp et al., 2007). E podem criar um meio anti-inflamatdrio pela presenga de TGF- ou
IL 10 (Thornton e Shevach, 1998; Roncarolo et al., 2006; Chen et al., 2003).

Numa primeira abordagem, em estudos anteriores foi demonstrado que a
expressdo de FoxP3 seria feita, unicamente, em células Tregs (CD4 CD25") que
ocorrem naturalmente no timo (nTregs) (O’Garra e Vieira, 2004).

E, relativamente, as populagdes de células, cuja actividade imunossupressora €
induzida na periferia (iTregs), as células Th3 e as células Trl, sdo as que apresentam
importancia ao nivel da tolerancia na transplantagdo. As células Trl sdo produtoras de
IL 10 e ndo expressam FoxP3, inibem a proliferagio de células T CD4" naive. As
células Th3 segregam, principalmente, TGF-B (Schlickeiser e Sawitzki, 2012).

Entao, o passo seguinte seria a analise da expressao destas duas citocinas, IL 10

e TGF-B, responsaveis, em grande parte, pela actividade imunossupressora. Onde se
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observou uma expressdo significativamente elevada do gene TGF-f no grupo 1
comparando quer com o grupo 2, quer com o grupo controlo. No caso do gene IL 10
nao se verificaram diferencas nos niveis de expressao.

As células nTregs expressam uma molécula da superficie celular, CTLA4, que
através da interac¢do via directa com as APCs induz uma sub-modulagdo das moléculas
co-estimulatorias CD80/86 (Schlickeiser e Sawitzki, 2012). Analisando a expressdo do
gene que codifica esta molécula, obtiveram-se niveis de expressao semelhantes entre os
grupos.

Estudos recentes sugerem que embora as células Th2 e as células Tregs
pertencam a diferentes subgrupos da linhagem de células T CD4", elas podem
apresentar uma estreita relacdo. Relagdo essa devido a uma intercomunicagdo entre
factores de transcri¢do no balango entre Th2/iTregs (Chapoval ef al., 2010).

As células T CD4" naive recebem os sinais através do TCR e de moléculas co-
estimulatorias para iniciarem o seu processo de diferenciagdo. Assim, a IL 4 liga-se ao
seu receptor (IL 4R do tipo I) presente na superficie das células T e induz a activacao do
STAT®6, o qual leva a transcrigdo de GATA3 e suprime a transcricao de FoxP3. GATA3
controla o locus das citocinas Th2 e regula a transcrigdo de IL 5.

A ligagdo de TGF-B ao seu receptor conduz a activacdo da familia de factores de
transcricdo Smad. Em cooperacdo com os sinais do TCR e do IL 2R, Smad leva a
transcrigdo do FoxP3, o qual regula a expressao de genes importantes para o fendtipo
Treg.

GATA3 pode inibir a capacidade do FoxP3 em induzir genes Treg e, por outro
lado, o FoxP3 pode inibir a accdo do GATA3 em regular genes Th2 (Chapoval et al.,
2010).

O que se verificou ao nivel da expressdo do gene, que codifica o factor de
transcricdo GATA3, foi um aumento significativo da sua expressio no grupo 1

comparativamente ao grupo 2 e ao grupo controlo.

Actualmente, as atencdes, ao nivel de tolerancia na transplantacio, estdo muito
direccionadas para as células B. Uma vez feita a separacdo de duas subpopulacdes
celulares, as células B de memoéria (CD19°CD27") e as células B naive (CD19'CD27),
foi analisada a expressao génica de determinados genes, onde a obtencao hipotética de
diferencas pudesse conduzir a uma possivel distin¢cao dos grupos de transplantados aqui

estudados.
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Comecgou-se pela andlise da expressao de genes de citocinas imunomoduladoras,
a IL 10 e o TGF-B, que podem estar implicados na tolerancia. Nao se observaram
diferencgas entre os grupos, em nenhumas das duas subpopulagdes.

A molécula CD79b ao fazer parte do BCR despertou a curiosidade de se analisar
a expressdo do gene que a codifica. Também, ndo se obtiveram diferencas entre os
grupos, em nenhumas das duas subpopulagdes.

E, por ultimo, podendo a cé¢lula B desempenhar a fun¢do de APCs, foi feita a
analise da expressao de uma molécula HLA Classe II, a molécula HLA-DRBI. Assim
como em todos os outros genes analisados, ndo se obteve quaisquer resultados
significativos entre os grupos nas duas subpopulagdes.

Como se pode verificar, na avaliagao dos genes estudados para as populagcdes de
células B, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas. Uma das
causas que pode ter estado na base, dos resultados obtidos, pode ter sido o facto de a
média da percentagem de linfocitos B presentes nas amostras dos grupos 1 (4,83%) e 2
(3,01%) ser reduzida perante a média obtida para o grupo controlo (8,93%). Assim, a
quantidade de cé¢lulas a partir da qual se extraiu o RNA condicionou e, de forma
relevante, a analise da expressdo génica nestes tipos celulares. E de salientar, também,
que embora a andlise da expressdo génica do gene /L /(0 constitua um objectivo nas
células B, esta andlise noutros estudos tem sido conseguida através de prévia
estimulagdo das células (Newell et al., 2010).

Futuramente, poder-se-4 analisar outros genes implicados na activacdo das
populagdes de células B, uma vez que, estas deverdo desempenhar um papel relevante
no estabelecimento da disfunc¢ao/ rejei¢do cronica do enxerto. A produgdo de anticorpos
anti-HLA mais elevada nos doentes do grupo 2, o comportamento das células B como
APCs e, eventualmente, o seu papel regulador deverdo ser aspectos a considerar no

desenvolvimento de trabalhos futuros.
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Capitulo 6. Conclusoes



A tolerdncia ao aloenxerto constitui o Sanfo Graal na imunologia da
transplantacdo. O conhecimento dos mecanismos base implicados na tolerancia ao
transplante pode promover a identificacdo de biomarcadores predictivos na
monitoriza¢do da evolugdo do enxerto.

Ap0s a realizacdo deste trabalho ficou evidente, mais uma vez, a relagdo entre a
presenga de anticorpos e rejei¢ao/ disfuncdo do aloenxerto, sobretudo de anticorpos
anti-HLA Classe II. Apesar dos grupos de doentes que participaram neste trabalho
apresentarem um nimero semelhante de incompatibilidades HLA.

A avaliacdo da presenga de anticorpos nos soros dos doentes nao ficou completa,
além do “screening” e da realizagdo do “Single-Antigen Assay”, cujos resultados nio
foram apresentados neste trabalho, ficou suspensa uma extensa analise, na qual se
tentaria descobrir se 0s anticorpos presentes seriam ou nao especificos para o dador.

Relativamente, ao estudo do perfil farmacogenético dos doentes, na tentativa de
os classificar como melhores ou piores metabolizadores de farmacos
imunossupressores, verificaram-se frequéncias dos SNPs estudados semelhantes entre o
grupo da funcao estadvel dez anos ap6s transplante e o grupo dos doentes com disfungdo/
rejei¢do cronica.

Assim, pode-se concluir que a distribuicdo das frequéncias dos SNPs ao serem
idénticas nos dois grupos, ndo tiveram influéncia nas manifestacdes de disfuncao
cronica do enxerto.

Na determinacdo do grau de mistura celular (quimerismo) no sedimento urinario,
a conclusdo a que se chegou foi que estava presente uma igual contribuicdo das células
do rim e células do proprio nos dois grupos.

Em termos de expressao génica em células do sedimento urinério conclui-se que
a contribui¢do da expressdo de genes que codificam moléculas com actividade
citotoxica, a Perforina e a Granzima B, apontadas como bons indiciadores de rejeigao
aguda, ndo serdo em casos de rejeicdo/ disfungdo cronica. Logo, a contribui¢do de
células T citotdxicas para a rejeicao/ disfungdo cronica do aloenxerto parece ndo ser
relevante.

No caso da analise da expressdo, ainda no sedimento urinario, dos genes que
codificam as quimiocinas CXCLI10 e CXCL9, os resultados obtidos poderdo ser
indiciadores de um processo onde haveréd algum envolvimento da célula T na disfun¢do

cronica do enxerto (grupo 2).
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Os niveis da expressdao do gene 7GF-81 ao serem mais elevados no grupo 2,
tendem a demonstrar o envolvimento da transicdo tubular epitelial-mesenquimal na
perda progressiva da fung¢do do aloenxerto, na qual o TGF-B1 apresenta um papel
regulador.

J& nas células do sangue periférico, avaliando a expressdo génica de genes como
CD79B, TCLIA, SH2DIB, MS4A1 e SLC8AI conclui-se que os resultados obtidos
poderdao ser indiciadores da obtengcdo de algum grau de tolerdncia nos doentes
estudados, apesar do grupo de doentes com fungdo normal do enxerto dez anos apos o
transplante continuar sujeito a uma terapéutica imunossupressora de manutengao.

Em termos de citocinas Thl e Th2, os resultados obtidos ndo sdo muito
informativos na medida em que, ndo se encontraram grandes diferencgas entre os dois
grupos de doentes, tendo sempre em conta, que os doentes estdo sob efeito de
imunossupressores.

Relativamente, aos resultados obtidos na expressao do gene que codifica o factor
de transcrigdo FoxP3, caracteristico das células Tregs, permitem confirmar, uma vez
mais, indicios de algum grau de tolerancia no grupo de doentes com fung¢do renal
estavel ha mais de dez anos. Confirmando, também, o envolvimento das células Tregs
na tolerancia ao aloenxerto.

Nas cé¢lulas do sangue periférico, também nao se obtiveram niveis de expressao
diferentes para os genes codificantes de moléculas com actividade de citotoxica
(Granzima B, Perforina e Fas-L) entre os grupos de doentes. Corroborando a hipotese
da baixa contribuicdo das células T citotoxicas para rejeicdo/ disfung¢do croénica do
enxerto.

No caso da quimiocina CXCLI10, os niveis de expressao do gene que a codifica
poderao permitir uma distingdo entre os grupos.

E, por ultimo, na expressdo génica em subpopulagdes celulares, os resultados
obtidos nas células Tregs, nomeadamente, nos niveis de expressao do gene TGF-81,
poderdo confirmar, novamente, o papel imunomodulador deste tipo celular na
manutengdo da tolerancia ao transplante.

Este trabalho pretendeu estabelecer as bases de estudo dos mecanismos e
moléculas envolvidos no processo de disfuncdo/ rejeicdo cronica do enxerto renal. A
caracterizacdo humoral, celular, genética e gendmica, e os resultados aqui obtidos,

apesar de muito preliminares, poderdo fornecer sugestdes para aprofundar os
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mecanismos que possam estar na base do estabelecimento do estado de tolerancia ou da
disfung¢ao cronica e avaliar o seu valor predictivo.

Assim, todo o trabalho realizado visou contribuir para a possivel monitorizagao
da evolugdo do transplante sem recorrer a procedimentos invasivos e, principalmente,
qual a contribuicdo de determinadas caracteristicas na longevidade do enxerto. Mas,
convém frisar, uma vez mais, que a contribui¢do deste trabalho ¢ muito pequena,
perante a complexidade dos mecanismos envoltos no desenvolvimento de tolerancia
versus rejeigao/ disfungio.

Na sequéncia deste trabalho recorrendo as amostras dos doentes, que
participaram neste estudo e se encontram armazenadas, nomeadamente, as restantes
subpopulagdes celulares, pois de nove subpopulagdes apenas trés foram estudadas, e
amostras de urina, muitos outros estudos se perspectivam. Nas amostras de urina, por
exemplo, podera ser feita a quantificagdo de uma proteina indicadora da ocorréncia da
transi¢do tubular epitelial-mesenquimal, a vimentina. E ao nivel das restantes
populagdes celulares, a analise da expressdao génica em cada uma delas sera um factor
adicional, para uma melhor compreensdao dos mecanismos envolvidos no desencadear

de um estado de tolerancia ou de disfun¢do cronica do enxerto.
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