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DEDICO AO MEU FILHO

“Eu ndo poderia te dizer

Que os choros serdo constantes
As noites mal dormidas também
SO posso dizer

Que o belo est& por vir

Que tudo vai mudar

E pra melhor

Vocé vai ser o colo dele

E ele vai ser o seu também
Quando te pedir atencéo

Na verdade € vocé que precisa dele
E ndo ele de vocé

No fim vai entender

Que nada foi em véao

Que tudo foi aprendizado

E era pra vocé, pra vocé

Entéo descobre

Que vocé precisa dele

E ndo ele de vocé

O meu colo

O teu colo

O nosso colo

Medo de ter

Virou agora o medo de perder
Vocé e pra sempre

E sempre vai ser

O meu colo

O teu colo

O nosso colo”

Marjorie Elisa
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RESUMO

O NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3 (NLRP3) é uma das
proteinas mais bem caracterizadas do inflamassoma e é de particular interesse nas doencas
autoimunes e inflamatérias. O complexo inflamassomal é responsavel pela ativacdo das
interleucinas (IL)-1B e IL-18. Na década de 90, polimorfismos envolvendo os genes
responsaveis pela codificacdo de componentes do inflamassoma NLRP3 foram associados
com um background sistémico inflamatorio. Desde entdo, as pesquisas envolvendo o
complexo NLRP3 tem aumentado, assim como o leque de doengas associadas. Entre elas,
doenca de Crohn, infeccdo por HIV, diabetes tipo 1 e 2, resisténcia a insulina, lUpus
eritematoso sistémico, artrite, doenca arterial coronariana, preeclampsia, doenca celiaca e,
recentemente, obesidade e rejeicdo aguda no transplante renal. O NLRP3 é altamente
expresso em células epiteliais e células do sistema imune, como leucdcitos, mondcitos,
granuldcitos, células dendriticas, células B e células T. Estudos experimentais cada vez
mais demonstram que a deficiéncia de NLRP3 previne a disfuncdo, o dano e a inflamacao
no rim em diversos modelos de doenca renal crnica e aguda.

O papel do inflamassoma na obesidade tem sido estudado extensivamente. O
excesso de nutrientes resulta em um ambiente inflamatorio, com niveis elevados de
citocinas e quimiocinas, as quais estdo envolvidas na defesa do hospedeiro e podem
perpetuar o estado inflamatdrio através da indugdo de respostas imune inata. A expansdo
do tecido adiposo (TA) é o primeiro evento que levaria a inflamacdo. Células do sistema
imune, incluindo macrofagos, infiltram o TA e ativam o NLRP3. A maioria dos estudos da

literatura mostram modificacbes da expressdo do NLRP3 no TA de pacientes com

13



obesidade. Entretanto, alguns resultados sdo controversos. Além disso, apenas um estudo
avaliou a associacao entre polimorfismos no gene NRLP3 e alteragcdo de peso na literatura.

Considerando que o ganho de peso é um desafio a ser enfrentado em pacientes
transplantados renais e é associado a sobrevida do paciente e do aloenxerto, realizamos um
estudo para avaliar se as alteracGes de peso pds-transplante poderiam estar associadas a
varia¢cBes em polimorfismos no gene NLRP3. N&o ha nenhum estudo avaliando a possivel
associacao de polimorfismos neste gene e mudangas de peso pos-transplante renal até o
momento. Sendo assim, em um estudo de coorte, polimorfismos no NLRP3 [(rs6672995
(G/A), rs4353135 (G/T) e rs10754558 (G/C)] foram genotipados em 449 receptores de
transplante renal no Sul do Brasil. O alelo G (CG/GG) do polimorfismo rs10754558 foi
significantemente associado com A peso (Beta = -1,385, IC 95% -2,763 — -0,007, P =
0,049), ajustado para idade do receptor. Entretanto, os polimorfismos rs6672995 e
rs4353135 ndo foram associados com mudancas de peso pds-transplante.

A rejeicdo aguda (RA) e um dos principais fatores deletérios do aloenxerto renal e
pode levar a sua falha no primeiro ano apds o transplante. Apesar de existir diversos
estudos sobre 0 NLRP3 em doengas imunoldgicas e inflamatérias, apenas um estudo foi
realizado em receptores de transplante renal e mostrou associacdo entre o polimorfismo
rs6672995 no NRLP3 e a RA. Considerando o potencial papel desse gene como ferramenta
de diagndstico da RA, o objetivo do presente projeto foi verificar a associa¢do entre 0s
polimorfismos rs6672995 (G/A), rs4353135 (G/T) e rs10754558 (G/C) no gene NLRP3 e
RA em receptores de transplante renal. Em um estudo caso-controle aninhado a uma
coorte, os polimorfismos de interesse no gene NLRP3 foram genotipados em 449

receptores de transplante renal do Sul do Brasil, divididos em 98 individuos com RA e 351
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individuos sem RA. Entretanto, os polimorfismos do NLRP3 ndo foram associados a RA
nessa populacéo.

Em conclusdo, nosso estudo investigou, pela primeira vez, a associagdo entre
polimorfismos no NLRP3 e mudancas de peso pds-transplante. O alelo G do polimorfismo
rs10754558 foi significativamente associado com diminui¢cdo do A peso (CG/GG: 1.69 *
7.31 kg vs. CC: 3.09 £ 7.92 kg, P = 0.040). O alelo G (CG/GG) conferiu uma diminuigéo
de 1,38 kg na varidvel A peso aos seus portadores, controlado para idade. Além disso,
demonstramos que 0s polimorfismos no NLRP3 (rs6672995, rs4353135 e rs10754558) nédo

parecem estar associados @ RA em receptores renais.
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ABSTRACT

NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3 (NLRP3) is one of the best
characterized proteins of the inflammasome and is of particular interest in autoimmune and
inflammatory diseases. The complex is responsible for the activation of interleukins (IL)-
1B and IL-18. Two decades ago, polymorphisms involving the genes responsible for
encoding the components of NLRP3 inflammasome were associated with a systemic
inflammatory background. Since these findings, the research regarding NLRP3 complex
has increased and also the bunch of related disease. The NLRP3 was associated with
several diseases including crohn’s disease, HIV infection, type 1 and 2 diabetes, insulin
resistance, systematic lupus erythematous, arthritis, coronary artery disease, preeclampsia,
celiac disease, and recently, obesity and acute rejection in kidney transplantation. NLRP3
is highly expressed in kidney epithelial cells and immune system cells, such as leukocytes,
monocytes, granulocytes, dendritic cells, T cells and B cells. Experimental studies
increasingly show that NLRP3 deficiency prevents kidney dysfunction, damage and
inflammation in various models of acute and chronic kidney disease.

Studies have demonstrated the important role of the NLRP3 inflammasome in
obesity. Nutrients excess can result in an inflammatory environment, with elevated levels
of cytokines and chemokines, which are involved in host defense and inflammation by
inducing innate immune inflammatory responses. Previous studies proposed that massive
expansion of adipose tissue (AT) is the first event that causes inflammation. Cells of
immune system, including macrophages, infiltrate the AT and activate the NLRP3
inflamassome. The majority of studies show modifications in NLRP3 expression in TA of

patients with obesity. However, results are still controversial. In addition, only one study
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evaluated an association between polymorphisms in the NRLP3 gene and weight change in
the literature.

Considering the weight gain has been a challenge in kidney transplant recipients
and it was associated to patient’s survival rate and poorer graft, we performed a study to
evaluate if weight changes post-transplantation could be associated with NLRP3
polymorphisms. There is no study evaluating the possible association of polymorphisms in
this gene and weight changes post-transplantation until the moment. Thus, in a cohort
study, the NLRP3 polymorphisms [(rs6672995 (G/A), rs4353135 (G/T) and rs10754558
(G/C)] were genotyped in 449 kidney transplant recipients from Southern Brazil. The G
allele (CG/GG) of the rs10754558 polymorphism was significantly associated with A
weight (Beta = -1.385, IC 95% -2.763 — -0.007, P = 0.049), adjusting for age of the
recipient. However, rs6672995 and rs4353135 polymorphisms were not associated with
weight changes.

Acute rejection (AR) is one of the major deleterious factors of kidney graft and
may lead to failure in the first year after transplantation. Despite the amount of studies
regarding NLRP3 in immune and inflammatory diseases, only one study was performed in
kidney transplant recipients, showing an association between the rs6672995 polymorphism
in the NLRP3 gene and AR. Considering the potential role of this gene as diagnosis tool for
AR, the aim of the study was to verify the association between the rs6672995 (G/A),
rs4353135 (G/T) and rs10754558 (G/C) polymorphisms in the NLRP3 gene and AR in
kidney transplant recipients. In a nested cohort case-control study, NLRP3 polymorphisms
were genotyped in 449 kidney transplant recipients from Southern Brazil, divided into 98
individuals with AR and 351 individuals without AR. However, none of the NLRP3

polymorphisms were associated with AR in this population.
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In conclusion, our study investigated, for the first time, the association between
NLRP3 polymorphisms and weight changes post-transplantation. The G allele of the
rs10754558 polymorphism was significantly associated with decreased A weight (CG/GG:
1.69 + 7.31 kg vs. CC: 3.09 £ 7.92 kg, P = 0.040). The G allele (CG/GG) conferred a
decrease of 1.38 kg in the A weight of their carriers, controlling for age. Moreover, we
demonstrated that NLRP3 polymorphisms (rs6672995, rs4353135 and rs10754558) seem

not to be associated with AR in kidney recipients.
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1  INTRODUCAO

NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3 (NLRP3)

NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3 (NLRP3) é um dos
componentes mais bem caracterizado do inflamassoma [1, 2]. O NLRP3 codifica um
dominio pyrin-like protein containing a pyrin, um dominio leucine-rich repeat (LRR) e um
dominio nucleotide-binding site (NBS). A proteina NLRP3 interage com a proteina
apoptosis-associated speck like protein (ASC) associada a apoptose celular, que contém
um dominio de recrutamento de caspase, formando assim o inflamassoma [3]. O
inflamassoma NLRP3 possui um dominio N-terminal do tipo PYD, portanto ndo consegue
ativar diretamente a caspase-1, sendo necessario recrutar a molécula adaptadora ASC, via
seu dominio PYD. ASC contém um dominio CARD que se liga e recruta pro-caspase-1,
via interacbes CARD-CARD [4]. O complexo atua como um ativador upstream da
sinalizacdo Nuclear Factor Kappa B subunit 1 (NFkB), responsavel pela ativacdo de IL-
18 e IL-1B, e desempenha um papel importante na regulacdo da inflamag&o, da resposta
imune e da apoptose [5, 6].

Células do sistema imune podem desencadear respostas inflamatorias atravées da
deteccdo de pathogen-associated molecular patterns (PAMPS) ou danger-associated
molecular patterns (DAMPs). As PAMPs conhecidas incluem diversos ativadores, como
microorganismos (C. albicans), virus (adenovirus) e lipopolissacarideos bacterianos. E as
DAMPs incluem: ATP extracelular, acido Urico, niveis elevados de glicose, cristais de
colesterol, calcium pyrophosphate dehydrate (CPPD), ceramida, palmitato e alguns

poluentes (silica, amianto, radiacdo ultravioleta) [7]. PAMPs ou DAMPs se ligam a
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receptores de reconhecimento de padrbes (pattern-recognition receptors - PRRs) [8, 9],
tais como, retinoic acid-inducible gene I-like helicases (RLHSs), toll-like receptors (TLRs)
e nucleotide-binding oligomerization domain-like receptors (NLRs) [10-12]. Dois sinais
s80 necessarios para ativar o complexo inflamassomal. As PAMPs e DAMPs
primeiramente ativam Nuclear Factor Kappa B subunit 1 (NFxB) no nucleo (sinal 1) e
apos ocorre 0 ativacdo da transcri¢do de citocinas pro-inflamatérias: pro-interleucina-1 f
(pro-1L-1B) e pro-interleucina-18 (pro-I1L-18), as quais permanecem no citoplasma na
forma inativa. O segundo sinal inclui uma seérie de outros eventos, como a ruptura
lisossomal gerada pelas particulas fagocitadas; efluxo intracelular de ions de potassio (K+)
e mobilizacdo de ions calcio (Ca2+) gerado pelo dano mitocondrial; e a inducéo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) pela mitocdndria e pelos ativadores citados anteriormente [13-
16]. Sendo assim, outras DAMPs ativam o inflamassoma no citoplasma (sinal 2), os quais
induzem a oligomerizacdo e formacdo do complexo inflamassomal [17-20]. Apds, ocorre a
clivagem da procaspase-1 em caspase-1 seguido da conversdo das citocinas das formas

inativas, pro-IL-1f3 e pro-1L-18, para as formas ativas, IL-1f e, IL-18 (Figura 1) [21, 22].
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Figura 1. llustracéo da cascata de ativacdo do complexo inflamassomal

ASC, apoptosis-associated speck like protein; ATP, adenosine triphosphate; Ca2+, célcio;
DAMPs, danger-associated molecular patterns; ERO, espécies reativas de oxigénio; K+,
potassio; NFxB, Nuclear Factor Kappa B subunit 1; NLR, nucleotide-binding
oligomerization domain-like receptor; PAMPs, pathogen-associated molecular patterns;
pro-1L-18, pro-interleucina-18; pro-IL-1p, pro-interleucina-1 B; PRRs,pattern-recognition

receptors; RLH, retinoic acid-inducible gene I-like helicase; TLR, toll-like receptor.

O gene NLRP3 esta localizado no cromossomo 1944 e possui 10 exons (Figura 2)
[3]. Dentre os principais polimorfismos estudados estdo o rs10457558, rs6672995 e o

rs4353135. O gene apresenta 13 variantes de transcrigdo [3].
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Figura 2. llustracdo do gene NLRP3 no cromossomo 144, os polimorfismos mais
estudados e as variantes de transcricéo

Os exons (caixas) sdo mostrados da esquerda para a direita, de acordo com a regido de
transcricdo. As caixas pretas representam as regides de codificacdo, a caixa lilas representa
0 promotor (regido 5'UTR) e a caixa rosa representa a regido 3'UTR. Setas verticais
representam a localizacdo dos polimorfismos incluidos no estudo. Treze variantes de
transcricdo para o gene NLRP3 também sdo mostradas nesta figura. Figura adaptada de
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/114548 e http: www.ensembl.org.

O NLRP3 ¢ altamente expresso em células do sistema imune como mondcitos,
leucocitos, granulocitos, células dendriticas, células T e B e também em células epiteliais

renais in vivo e in vitro [23, 24]. Estudos experimentais demonstram que a deficiéncia de
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NLRP3 previne a inflamacéo, dano e disfuncdo renal em varios modelos de doenca renal
cronica e aguda [5, 25, 26].

H& duas décadas, polimorfismos envolvendo o0s genes responsaveis pela
codificacdo dos componentes do inflamassoma foram associados com um background
inflamatorio sistémico [27, 28]. Desde entdo, houve um crescimento nas pesquisas,
ampliando assim, o leque de doencas relacionadas. Entre os desfechos associados ao
NLRP3 estdo: doenca de Crohn [29], infeccdo por HIV [30], diabetes tipo 1 [31] e tipo 2
[32], resisténcia a insulina [33], IUpus eritematoso sistémico [34], artrite [35, 36], doenca
arterial coronariana [37], preeclampsia [38], doenca celiaca [39], e recentemente,

obesidade [40] e RA no transplante renal [41].

GENE NLRP3 E MUDANCAS DE PESO

A ativacdo do inflamassoma NLRP3 parece ter um papel importante nas doengas
inflamatdrias, principalmente na inducdo de uma resposta inflamatoria no tecido adiposo e
no desenvolvimento de comorbidades associadas a obesidade [42]. Estudos de expressao
evidenciaram que a dieta rica em gordura pode estar associada a um aumento na expressao
do NLRP3 em tecido adiposo de um modelo de obesidade em murinos [43, 44]. Outros
estudos experimentais demonstraram que camundongos knockout para o gene Nlrp3~/~
estariam protegidos da obesidade induzida por dieta rica em gordura [6, 45-47]. A maioria
dos estudos em humanos evidenciou o aumento da expressao de NLRP3 no tecido adiposo
de individuos com obesidade quando comparado a individuos sem obesidade [43, 48-51],

mas os estudos ainda séo controversos [33, 45, 52].
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Existe apenas um estudo que avaliou a associagdo de polimorfismos no gene
NLRP3 e obesidade [40]. Rodrigues et al. (2018) demonstraram que o polimorfismo
rs10754558 foi significativamente associado com obesidade [OR 0,46, 95% IC (0,25 —
0,84), P = 0,009] e indice de massa corporal (IMC) (P = 0,007) [40]. O menor alelo (G)
desse polimorfismo foi mais frequente em individuos sem obesidade quando comparados
com individuos com essa doenca (C/G+G/G: 0,68 vs. 0.55; OR = 0,46, modelo de heranca
dominante), sugerindo um papel protetor dessa variante contra o desenvolvimento da
obesidade. O rs10754558 esta localizado na regido 3’UTR do gene NLRP3 e o alelo G
parece aumentar a estabilidade do mMRNA do NLRP3, aumentando consequentemente sua
expressao [53]. No entanto, Shen et al. [54] relataram que o alelo G est localizado na
regido de ligacdo para um microRNA (miR-4273). O estudo sugere que o alelo G poderia
aumentar a ligacdo do microRNA ao mRNA do NLRP3. Dessa forma, o0 miR-4273
bloguearia mais 0 mRNA do NLRP3 contendo o alelo G e, consequentemente, sua
expressao proteica.

O excesso de peso é um grave problema de salde publica e aumentou
mundialmente ao longo dos anos [55]. O excesso de nutrientes pode resultar em um
ambiente inflamatério, com niveis elevados de citocinas e quimiocinas, envolvidas na
defesa e inflamacdo, através da indugdo de respostas inflamatorias desencadeada pela
imunidade inata [56, 57]. Estas respostas podem estar relacionadas ao desenvolvimento de
desfechos desfavoraveis. Disturbios metabdlicos sdo comuns em individuos pos-
transplante renal e podem ser fatores de riscos para a funcdo tardia do enxerto - delayed
graft function (DGF), perda do aloenxerto, queda da taxa de filtracdo glomerular, morte
por doenca cardiovascular e de todas as causas de mortalidade [58-63]. Individuos com

obesidade sdo estritamente selecionados para o transplante e 0 excesso de peso esta
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relacionado ao desenvolvimento de complica¢Ges pds-transplante [55]. N&o hé estudos na
literatura avaliando a associacdo do gene NLRP3 e alteracdes de peso pds-transplante
renal. Tendo em vista as evidéncias sobre o papel do NLRP3 na obesidade e a
concomitante alteracdo de peso presente em pacientes pés-transplante renal, se torna

fundamental o estudo destes fatores.

GENE NLRP3 E REJEICAO AGUDA

A doenca renal terminal necessitando de tratamento renal substitutivo infelizmente
¢ uma condicdo muito prevalente. O transplante € uma das melhores alternativas de
tratamento [64]. O transplante renal melhora a qualidade do paciente e a expectativa de
vida quando comparado a dialise [65, 66]. No entanto, a taxa de sobrevivéncia em
receptores de transplante renal é ainda significativamente menor do que controles na
populagdo geral. Isto ocorre devido a diversos fatores, entre eles, a presenca de
comorbidades, a duracdo do tratamento dialitico pré-transplante, além das complicagdes
que podem surgir apds o transplante, como infec¢des, hipertensdo, diabetes mellitus,
cancer e RA [67, 68]. Apesar da evolucdo do transplante renal na Ultima década, a RA € a
maior causa de perda precoce do aloenxerto [42, 69].

Atualmente, o padrdo ouro para o diagnostico da RA ¢ a bidpsia do aloenxerto, um
procedimento invasivo com complicagdes relacionadas [70]. Os critérios de rejeicdo e de
outras alteracfes associadas a disfuncdo do enxerto sdo definidos pela classificacdo de
Banff e tem por objetivo identificar o nivel de severidade das agressdes ao aloenxerto [71].
Os escores de lesdo de Banff avaliam a presenga e o grau de alteragdes histopatoldgicas

nas bidpsias de transplante renal: grau de inflamacéo e lesdo; classificacdo da rejeicdo em
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hiperaguda, aguda ou cronica; classificacdo em celular intersticial, vasculares, anticorpo-
endotelial. Além dos escores, o diagnostico é determinado por outros parametros
adicionais da classificagdo de Banff como moleculares, sorolégicos (mecanismos
imunolégicos envolvidos como uma resposta do sistema imune adaptativo ou inato) e/ou
clinicos (resposta ao tratamento como, por exemplo, presenca ou auséncia de resisténcia ao
tratamento com glicocorticoides) [72].

Além dos fatores imunoldgicos envolvidos na RA, existem diversos fatores de risco
associados a RA conhecidos na literatura, incluindo a idade do paciente, etnia,
sensibilizacdo ao antigeno leucocitario humano e DGF [73, 74]. E importante realizar a
deteccdo precoce de uma RA para obtencdo de uma resposta terapéutica eficaz com uma
imunossupressdao menos agressiva, prevencdo da ocorréncia da perda do aloenxerto,
prolongando assim a sobrevida do aloenxerto, e diminuigdo da morbidade do receptor.

Na década de 90, estudos moleculares em transplantados renais ja avaliavam a
expressdo in situ de citocinas e moléculas de adesdo em rins [75-77]. Porém ainda eram
procedimentos invasivos pela necessidade da bidpsia do Orgdo transplantado. As
ferramentas genéticas, como a detec¢do de polimorfismos de DNA, sdo procedimentos
menos invasivos que o atual procedimento de deteccdo de RA (bidpsia) e poderiam
auxiliar a predizer o risco desse desfecho e levar a estratégias para melhorar a vida do
paciente e das complicacOes relacionadas ao transplante [78, 79]. A genotipagem de
polimorfismos pode compor a selecdo de pacientes para o transplante, sendo assim,
podendo ser realizada anteriormente ao procedimento. Isso resultaria no manejo de terapias
imunossupressoras mais eficazes e resultados mais favoraveis apés o transplante. Nos
ultimos anos, estudos demonstraram a associagédo entre a RA e polimorfismos em genes de

diversas rotas, como por exemplo: Transforming Growth Factor Beta (TGF-5) [80];
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human leukocyte antigen (HLA) [81]; ecto-nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase
1 (E-NPP1) [82]; Killer Immunoglobulin-like Receptor (KIR) [83]; bone morphogenetic
protein (BMP) [84], e toll like receptors (TLRs) [85].

Estudos experimentais demonstram a importancia do inflamassoma NLRP3 nas
doencas renais. O NLRP3 é expresso no rim e a sua deficiéncia previne disfuncéo, leséo e
inflamagdo nos rins [23, 25]. A RA ¢é determinada por uma série de mecanismos
imunolégicos complexos e as interacBes entre as citocinas na regulacdo da resposta imune
poderia afetar o rim enxertado. A ativacdo do complexo é crucial para a maturagdo de
citocinas e, consequentemente, para a imunidade inata. Diversos fatores poderiam
estimular a ativacdo da cascata além dos citados anteriormente na Figura 1. Recentemente,
foi descoberto que ATP extracelular ativa 0 NLRP3 e é um dos sinais precoce de dano que
pode levar a rejeicdo [86]. Toda a cascata, desde a ativacdo do complexo até a secrecdo de
citocinas, resulta em uma série de eventos que possivelmente poderiam acarretar em

consequentes episddios de RA (Figura 3) [86].
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Figura 3. Ativacdo do complexo inflamassomal NLRP3 na rejeicao renal aguda pos-

transplante

Durante o transplante renal A. as células do sistema imunolégico sdo expostas a pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs) ou danger-associated molecular patterns
(DAMPs). B. Na presenca de varios eventos, incluindo ruptura lisossdmica e os ativadores
(um exemplo dos padr6es moleculares), ocorre a inducdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO). C. Os padroes DAMPs e PAMPs se ligam aos pattern-recognition receptors
(PRRs). Em primeiro lugar, uma forma inativada de NLRP3 ¢ produzida através de NFkB
no nacleo, levando a transcricdo de NLRP3 inativo, pro-IL-1p e pro-1L-18 e, apds a
traducdo, permanece em suas formas inativas no citoplasma. D. durante a ativacdo do
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complexo NLRP3 ocorre a clivagem da procaspase-1 em caspase-1 ativa, seguida pela
conversdo de citocinas das formas inativas para ativas, IL-1p ¢ IL-18. E. Uma série de
eventos imunoldgicos e a ativagdo do inflamasoma NLRP3 poderiam resultar em episédios
de rejeicdo aguda.

Apesar da variedade de estudos relacionados ao NLRP3 em doencas autoimunes e
inflamatdrias, os achados sdo controversos e escassos [87], especialmente na rejeicao pds-
transplante. Até o momento, um unico estudo avaliou polimorfismos neste gene, Dessing
et al. (2016) [41] demonstraram que o polimorfismo rs6672995 estava associado com um
baixo risco para RA em um coorte de 1.269 receptores renais (HR 0,72, 95% IC 0,58-0,91,
P = 0,005). Em contrapartida, o polimorfismo rs4353135 ndo foi associado com RA neste
mesmo estudo (HR 1,04, 95% IC 0,96-1,25; P = 0,70). Até 0 momento, nenhum estudo
avaliou a associacdo do polimorfismo rs10754558 e a RA em transplantados renais na
literatura.

Desta forma, devido a escassez de estudos, sdo necessarios estudos que
investiguem a possivel associacdo de polimorfismos no gene NLRP3 com mudangas de

peso pés-transplante renal; assim como com a RA em receptores de transplante renal.
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3 OBJETIVOS

Avaliar a associacdo dos polimorfismos rs6672995 (G/A), rs4353135 (G/T) e

rs10754558 (G/C) no gene NLRP3 e mudanca de peso apds o transplante renal, assim

como a rejeicao renal aguda.

OBJETIVOS GERAIS

- Avaliar a associacdo entre os polimorfismos rs6672995 (G/A), rs4353135 (G/T) e

rs10754558 (G/C) no gene NLRP3 e mudancas de peso pos-transplante renal;

- Avaliar a associacdo entre os polimorfismos rs6672995 (G/A), rs4353135 (G/T) e

rs10754558 (G/C) no gene NLRP3 e rejeicdo aguda em receptores de transplante renal.
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4

CAPITULO |

Artigo original 1

“The G allele of the NLRP3 rs10754558 polymorphism is associated with post-kidney

transplant weight changes”
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5 CAPITULO 11

Artigo original 2

“NLRP3 rs10754558, rs6672995 and rs4353135 polymorphisms are not associated with

acute rejection in kidney transplantation”

E um estudo caso-controle aninhado a uma coorte de receptores de transplante renal.
A descricdo detalhada da amostra, assim como os dados demograficos estdo
apresentados no item Anexos, ao final desta tese.
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6 PERSPECTIVAS

A RA é uma resposta imune do aloenxerto potencialmente destrutiva que pode
ocorrer a qualquer momento durante a vida Util de um érgdo enxertado. Atualmente, o
padrdo ouro para o diagnostico de RA é a biopsia do aloenxerto, um procedimento
invasivo com complicacdes relacionadas. O desenvolvimento de ferramentas néo invasivas
que ajudam a prever o risco de RA pode levar a estratégias para melhorar os desfechos do
paciente e do aloenxerto.

Nesse cendrio, polimorfismos de DNA que podem ser possiveis preditores da RA
valem a pena serem investigados detalhadamente. No presente estudo, os polimorfismos
avaliados ndo puderam identificar os pacientes em risco para desenvolvimento de RA.
Entretanto, essa estratégia merece ser estendida e outras vias podem ser importantes na
identificacdo dos pacientes em risco. Neste sentido, as bone morphogenetic proteins
(BMPs) sd@o um grupo de fatores de crescimento que fazem parte da superfamilia TGF-p.
Inicialmente descritas pela sua capacidade de induzir a formacdo 6ssea endocondral,
atualmente ja foram associadas com diversas outras doencas, como a doenca renal do
diabetes, na qual as BMPs demonstram ter um papel protetor. Padrdes de expressdo de
BMPs foram relacionados com fibrose intersticial e atrofia tubular em rim do aloenxerto.
Recentemente, estudos demonstraram que as BMPs podem estar associadas ao risco de
RA. Porém existem poucos estudos experimentais e apenas um avaliando polimorfismos
em coreanos.

Dessa forma, uma perspectiva deste trabalho é investigar outras rotas que possam
predizer o risco de RA na nossa populacéo, assim como a via BMP. A investigacdo prevé o

estudo da associacdo dos polimorfismos rs235767, 3178250 e rs1005464 no gene BMP2 e
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dos polimorfismos rs2208404 e rs6014947 no gene BMP7 e a rejeicdo aguda em
transplantados renais. Os achados desse estudo contribuirdo para o melhor entendimento
dos mecanismos pelo qual genes, como o BMP2 e BMP7 podem contribuir para a

patogénese da RA.

7  CONCLUSAO

O presente trabalho avaliou a associacdo entre trés polimorfismos (rs6672995,
rs4353135 e rs10754558) no gene NLRP3 e o0s seguintes desfechos pds-transplante:
alteracdes no peso e episddios de RA.

O primeiro objetivo foi avaliar a associacdo entre os polimorfismos no gene
NLRP3 e a mudanca de peso pos-transplante. Nossos resultados demonstraram que
individuos com o alelo G do polimorfismo rs10754558 ganharam menos peso pos-
transplante do que individuos com o genétipo C/C. Isto sugere que o alelo G desse
polimorfismo pode ser um dos fatores genéticos que influenciam as mudancgas de peso
frequentemente encontradas apds o transplante renal, mesmo apds ajuste para idade do
receptor. O possivel papel protetor do alelo G do polimorfismo rs10754558 no ganho de
peso encontrado neste trabalho parece ser biologicamente plausivel considerando que este
alelo parece modificar a expressdo de NLRP3 por ocorrer em um sitio de ligacdo para um
microRNA. Os demais polimorfismos, rs6672995 e rs4353135, no gene NLRP3 ndo foram
associados com mudancas no peso apos o transplante.

O segundo objetivo foi estudar a associagdo entre os polimorfismos no gene NLRP3
e a RA em transplantados renais. Porém, ao contrario de um estudo que avaliou 0 mesmo

desfecho, os polimorfismos rs6672995, rs4353135 e rs10754558 ndo foram associados a
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RA. Apesar disso, pela primeira vez na literatura foi investigado o polimorfismo
rs10754558 em transplantados renais.

Apesar da relevancia destes achados, mais estudos sdo necessarios para uma
melhor compreensdo dos mecanismos aos quais os polimorfismos no gene NLRP3
influenciam as mudancas de peso pds-transplante. E de suma importancia a replicagdo em
outras populacBes e possivel validacdo como biomarcador, podendo assim, levar a
melhores estratégias de selecdo dos pacientes ao transplante, bem como prevencdo de
desfechos no aloenxerto desencadeados pelo excesso de peso. Além disso, mais estudos
podem contribuir no entendimento da RA, através da investigacdo de outros polimorfismos
que poderiam influenciar na ativagcdo dos componentes do inflamassoma e desencadear os

processos de sistema imune envolvidos na RA.
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8 ANEXOS

Sample description

Data were retrospectively reviewed from kidney transplant electronic records and all
the demographic and clinical characteristics of kidney transplant recipients classified by
presence of kidney acute rejection were collected from a retrospective cohort [1], and
include: donor type [living or deceased (with brain death)], recipient and donor ages at
transplantation, recipient and donor gender, cold ischemia time, underlying kidney disease,
presence of diabetes mellitus (DM), occurrence of post-transplant DM (PTDM), blood
pressure (BP) previous transplant, pre-transplant pregnancies, blood transfusions, smoke
habits, retransplantation, cytomegalovirus serology status (CMV) and hepatitis C virus
infection (HCV), renal replacement therapy modality, occurrence of DGF (defined by the
requirement for hemodialysis in the first post-transplantation week), induction
immunosuppressive therapy, donor specific antibodies (DSA), panel reactive antibody
(PRA) class I/ll and HLA mismatches. The HLA typing were performed by PCR-SSP
(polymerase chain reaction—sequence specific primers) technique in donors and recipients
until 2006 year [2] and after that, the PCR-SSO (PCR—sequence specific oligonucleotide)
technique was applied [3].

There were no significant differences between AR and non-AR groups regarding the
major proportion of characteristics. [donor type (deceased), donor and recipient gender,
donor and recipient age, cold ischemia time, DM, hypertension, smoking habits, number of
pregnancies, number of blood transfusions, cytomegalovirus, hepatitis ¢ virus, renal
replacement therapy modality, HLA-A and B, PRA class | or Il and donor specific
antibody]. However, DGF, HLA-DR mismatches, HLA mismatches A/B/DR and antibody
induction therapy differed between groups (P <0.05). Analysis of the two techniques for
HLA typing did not change the results. The DGF occurred more frequently in the AR
group compared to non-AR patients (P = 0.024). The mean of total HLA-mismatches was
higher in the AR group than in the non-AR group (P = 0.011). Likewise, the frequency of
patients with 2 HLA-DR mismatches was higher in the AR group than in the non-AR
group (P = 0.008). Moreover, a lower percentage of recipients with AR received antibody
induction therapy with anti-thymocyte globulin (ATG) in comparison with the non-AR
group (P = 0.004).
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Table 1. Demographic and clinical characteristics of kidney transplant recipients

classified by presence of kidney acute rejection

AR Non-AR P
(n=98)* (n=351)*  values

Donor type (deceased) 64 (65.3) 253 (72.1) 0.240
Donor gender 47 (53.4) 171 (53.4) 0.999
Donor age (years) 41.36 +16.05 4243 +15.09 0.559
Cold ischemia time (hours) 18.40 £ 7.69 19.12+7.85 0.441
Recipient gender 61 (62.2) 210 (59.8) 0.752
Recipient age (years) 4241 +12.79 4523 +12.78 0.054
Diabetes mellitus 9(9.2) 47 (13.4) 0.346
Hypertension 72 (77.4) 282 (85.5) 0.090
Smoking habits 23 (23.5) 71 (20.2) 0.480
Pregnancy

0 6 (16.2) 32 (22.7) 0.528

>1 31 (83.8) 109 (77.3)
Blood transfusion

0 49 (50.0) 180 (52.9) 0.690

>1 49 (50.0) 160 (47.1)
Positive CMV status 24 (25.5) 57 (16.5) 0.080
Positive HCV status 15 (9.1) 31 (15.8) 0.091
Renal replacement therapy

Hemodialysis 93 (94.9) 319 (90.9) 0.404

Peritoneal dialysis 4(4.1) 22 (6.3)

Preemptive transplant 1(1.0) 10 (2.8)
DGF 64 (65.3) 182 (51.9) 0.024
HLA-A mismatches (0/1/2) 12/48/36 50/170/122 0.857
HL-B mismatches (0/1/2) 8/47/41 59/157/126 0.094
HLA-DR mismatches (0/1/2) 25/40/31 122/155/61 0.008
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HLA mismatches A/B/DR (mean)
PRA —Class |
PRA —Class Il
DSA
Antibody induction therapy
ATG
OKT3

Basiliximab

3.66
27 (45.8)
25 (42.4)
9 (10.1)
58 (59.2)
13 (13.3)

5 (5.1)
40 (41.8)

3.23
112 (48.7)
93 (40.4)

30 (9.3)
290 (82.6)
99 (28.2)
37 (10.5)
154 (43.9)

0.011
0.798
0.903
0.982
0.008
0.004
0.170
0.948

Data are presented as mean = SD or n (%). CMV, cytomegalovirus; HCV, hepatitis C

virus; DGF, delayed graft function; HLA, human leukocyte antigen; PRA Class I/I1, last

panel reactive antibody Class I/1I; DSA, donor specific antibody; ATG, Anti-thymocyte

Globulin. *Unknown status for hypertension: n = 27, transfusion: n = 11, smoking habits:
2, HCV: n = 13, DGF: n = 1, HLA-A mismatches: n = 11, HLA-B mismatches: n = 11,
HLA-DR mismatches: n = 15, HLA mismatches A/B/DR: n = 15, PRA Class I/ll: n = 161
(among them, 136 patients had ELISA-PRA test negative), DSA: n = 38.
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