Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Faculdade de Medicina

Programa de Pds-Graduagdo em Medicina: Ciéncias Médicas

ANALISE QUANTITATIVA DO RNA MENSAGEIRO ASSOCIADA
AOS DIFERENTES ESQUEMAS IMUNOSSUPRESSORES EM
PACIENTES TRANSPLANTADOS RENAIS. AVALIACAO PELA
REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL EM
CELULAS SANGUINEAS E DO SEDIMENTO URINARIO.

Caroline Rech

Orientador: Prof. Dr. Roberto Ceratti Manfro

A apresentacdo desta dissertacdo € requisito do
programa de POs-Graduagdo em Medicina: Ciéncias
Médicas, da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, para a obtencéo do titulo de Mestre.

Porto Alegre, Brasil.
2011



CIP - Catalogagao na Publicagéo

Rech, Caroline

Andalise quantitativa do RNA mensageiro associada
20s diferentes esquemas imunossupressores em
pacientes transplantados renais. Avaliacgdo pela reacio
em cadeia da polimerase em tempo real em células
sanguineas e do sedimento urindrio. / Caroline Rech. -
- 2011.

115 f,

Orientador: Roberto Ceratti Manfro.

Dissertac¢io (Mestrado) -- Universidade Federzal do
Rio Grande do Sul, Faculdade de Medicina, Programa
de Pés-Graduacdc em Medicina: Ciéncias Médicas, Porto
Alegre, BR-RS, 2011.

1. FOXP3, TIM-3, KIM-1, TGF-beta, CTGF. 2.
transplante renal. 3. terapia imunossupressora. I.
Manfro, Roberto Ceratti, orient. II. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geracédo Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




AGRADECIMENTOS

Y BN

Agradeco inicialmente a Universidade Federal do Rio Grande do Sul, a
Faculdade de Medicina da UFRGS e ao Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
instituicdes as quais permaneci ligada nos ultimos 13 anos e que admiro imensamente

pela qualidade do ensino, pesquisa e assisténcia médica prestados.

Agradeco especialmente ao Fundo de Incentivo a Pesquisa (FIPE) e ao Fundo

Nefro, que apoiaram financeiramente este projeto e permitiram sua realizacgao.

Gostaria de deixar um agradecimento especial ao Servico de Nefrologia do
HCPA, que dedicou apoio importantissimo e inestimavel a minha formacdo como
Nefrologista. Aos professores, médicos contratados, enfermeiras, funcionarios e

colegas residentes, meu mais sincero obrigada.

Deixo também um agradecimento especial ao meu orientador, Prof. Roberto
Ceratti Manfro, pelo incentivo na realizacdo deste projeto, e especialmente pelo apoio

e paciéncia nesta fase final.

N&o posso deixar de agradecer aos colegas (e, mais do que tudo, amigos)
Gabriel Joelsons e Mariana Gascue de Alencastro. Ao Gabriel, pelo auxilio na coleta
de pacientes, pela troca de referéncias, pelos ensinamentos técnicos e,
principalmente, pelo suporte na realizacdo da maior parte dos experimentos. A
Mariana, pelo auxilio na coleta dos pacientes e pela presenca e estimulo constantes.
Aos dois, pelo apoio em todas as fases da realizacdo deste trabalho e por ndo terem
me permitido desistir mesmo nos momentos mais dificeis, dedico ndo s6 este trabalho

mas minha eterna admiracéo e amizade.

Finalmente, agradeco aos meus pais, Juarez e Rejane, e a0 meu irmao,
Jbénatas, pelos exemplos de coragem e persisténcia, por terem me ensinado que ao
enfrentar um desafio € necessario que se queimem 0s navios deixados no porto. E ao
Angelo, fonte de inspiracdo, amor e companheirismo, agradeco pela paciéncia e apoio

incondicional ndo s6 nessa fase, mas nos ultimos 10 anos.



SUMARIO

Lista de Abreviaturas
Abstract
Capitulo 1. Introducdo
Capitulo 2. Referencial Tedrico
2.1 Estratégia de busca da informacéao
2.2. Doenca renal crbnica e transplante renal
2.3. Alo-imunidade
2.4. Tolerancia imunolégica
2.5. Nefropatia crénica do enxerto
2.6. Diagndstico de nefropatia cronica do enxerto
2.7. Diagnostico ndo-invasivo
2.8. Técnica de PCR em tempo real - RT-PCR
2.9. Genes em estudo
2.9.1. TIM-3
2.9.2. FOXP3
2.9.3. KIM-1
2.9.4. TGF-B
2.9.5. CTGF
Capitulo 3. Objetivos
Capitulo 4. Referéncias Bibliograficas
Capitulo 5. Artigo “Messenger RNA expression profiles in kidney

transplant recipients under different immunosuppressive regimens”

Capitulo 6. Consideracdes Finais

Anexos

13
14
14
17
20
24
29
31
34
36
36
37
40
41
42
44
46
66

101

106



LISTA DE ABREVIATURAS

AMF — acido micofendlico
AZA — azatioprina

BLT - belatacept

cDNA — DNA complementar
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ABSTRACT

Introducdo: Técnicas que possibilitem o diagnéstico nao-invasivo das
condicbes que afetam a sobrevida dos transplantes e 0s mecanismos
associados ao seu desenvolvimento encontram-se em intensa investigagao.
Este estudo objetiva delinear perfis de expressdo de RNA mensageiro de alo-
imunidade, tolerancia, fibrose e injaria tubular aguda associados aos diferentes
imunossupressores utilizados na pratica clinica dos transplantes renais.
Métodos: Amostras de sangue e urina foram coletadas de 53 pacientes
transplantados renais com pelo menos um ano de seguimento pés-transplante
e com niveis séricos de creatinina estaveis. Os pacientes foram divididos em 6
grupos, de acordo com seu regime de imunossupressao, todos contendo
corticosteréides em baixas doses de manutencdo: (1) inibidor da calcineurina
(IC) + azatioprina (AZA) (7 pacientes); (2) acido micofendlico (AMF) (6
pacientes); 3) rapamicina (RAPA) (7 pacientes); 4) IC + AMF (15 pacientes); 5)
IC (6 pacientes); 6) belatacept (BLT) + AMF (11 pacientes). A quantificacdo do
RNA mensageiro dos genes FOXP3, TIM-3, KIM-1, TGF-$ e CTGF foi realizada
através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
utilizando o método de quantificacdo relativa 2°°T. Resultados: A expressao
de FOXP3 foi maior nos grupos RAPA (P = 0,049) e IC (P = 0,039) em
comparacao ao grupo IC+AZA; a expressdo na urina foi maior no grupo AMF
em relacdo aos grupos IC+AZA(P = 0,004) e IC+AMF (P = 0,003), e no grupo
RAPA em comparagdo ao grupo IC+AMF (P = 0,003). O grupo RAPA
apresentou maior expressao de TIM-3 no sangue do que o grupo IC+AZA (P =

0,049); na urina, a expressao foi maior no grupo AMF quando comparada aos
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grupos IC+AZA (P = 0,005), RAPA (P = 0,003), IC+AMF (P = 0,001) e
BLT+AMF (P = 0,021). TGF-B no sangue foi menos expresso no grupo IC+AZA
em comparacao aos grupos IC+AMF (P = 0,005), IC (P = 0,014) e BLT+AMF (P
= 0,013); a expressado urinaria foi menor no grupo IC+AMF em relacdo aos
grupos IC+AZA(P = 0,008), AMF (P = 0,002), RAPA (P = 0,01), IC (P = 0,015) e
BLT+AMF (P < 0,001); os grupos IC+AZA e RAPA também apresentaram
menor expressao de TGF-f na urina em comparagdo aos grupos AMF (P =
0,028 e 0,032, respectivamente) e BLT+AMF (P = 0,001 e 0,006,
respectivamente). A expressado de CTGF no sangue nao foi diferente entre os
grupos; sua expressao urinaria foi menor no grupo IC+AMF quando comparada
aos grupos IC+AZA (P = 0,004), AMF (P = 0,001), RAPA (P = 0,01) e
BLT+AMF (P = 0,001). KIM-1 n&o foi expresso em células sanguineas; na
urina, o grupo IC+AZA apresentou maior expressao de KIM-1 do que o grupo
IC+AMF (P = 0,019). Conclusdes: A analise dos perfis de expressao génica
nos Varios regimes de imunossupressao permite identificar associacdo de
diferentes processos a cada tipo de combinacéo terapéutica. Os resultados
evidenciam a associacdo dos inibidores de calcineurina aos marcadores de
fibrose tecidual, enquanto que rapamicina e micofenolato parecem mediar
processos de tolerancia imune e modulagdo da alo-imunidade. Estudos com
maior poder estatistico poderéo estreitar essas associacdes, determinando o
real papel da expressdo de biomarcadores como ferramentas para o

diagnostico das condi¢gbes que afetam 0s enxertos renais.



Capitulo 1. Introducéo
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Transplante renal é, para uma significativa por¢cdo dos pacientes
portadores de doenca renal cronica, a opcgéo terapéutica com maior potencial
para restauragdo de uma vida saudavel e produtiva (1, 2). O primeiro
transplante renal realizado com sucesso ocorreu em 1954 em Boston entre
gémeos idénticos. Na década de 1960, o reconhecimento das propriedades
imunossupressoras da azatioprina em combinacdo com corticosterdides tornou
possivel a realizacdo de cirurgias envolvendo pacientes nao-idénticos. A
evolucdo das técnicas cirargicas e o desenvolvimento de novos agentes
imunossupressores, incluindo ciclosporina, tacrolimus, &cido micofendlico,
rapamicina e anticorpos monoclonais especificos, ocasionou a reducao na

incidéncia e intensidade dos episodios de rejeicdo aguda (1-7).

No entanto, apesar do progresso com relacdo ao controle da rejeicao
aguda e do aumento da sobrevida em curto prazo dos enxertos renais, a perda
tardia de funcéo permanece sendo um problema (8). Nankivell e colaboradores
demonstraram, em um estudo que avaliou 961 biépsias protocolares de rins
transplantados em um periodo de 10 anos, que a maioria dos enxertos renais
apos um ano de transplante apresenta alteracdes cronicas caracterizadas por
injaria microvascular e glomerular. A nefrotoxicidade, principalmente associada
ao uso de inibidores da calcineurina (ciclosporina e tacrolimus), determina dano
tubulo-interstical adicional e é encontrada em praticamente todos 0s enxertos
apos 10 anos de evolucado. O estudo conclui, ainda, que, uma vez estabelecido,

o dano tdbulo-intersticial e glomerular € irreversivel, resultando em perda

progressiva de funcao renal e perda do enxerto (9).
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Fibrose intersticial e atrofia tubular (IF/TA) em transplantes renais sao
alteracdes fortemente associadas ao desenvolvimento de disfuncdo crbénica do
enxerto (10). Os processos imunobiolégicos que culminam em IF/TA ndo séo
ainda totalmente compreendidos, sendo provavelmente de origem multifatorial,
incluindo eventos imunoldgicos, hipertensdo e nefrotoxicidade. A deteccdo
precoce dessas alteracfes € dificil, e procedimentos invasivos, como a
realizacdo de bidpsia do rim transplantado para diagnéstico histopatoldgico,
identificam apenas fases mais avancadas do dano renal além de serem
invasivos, arriscados, caros e sujeitos a erros de amostragem. O
desenvolvimento de novas tecnologias né&o-invasivas capazes de detectar
precocemente a disfuncdo crbnica e predizer o progndéstico tardio dos enxertos
renais é cada vez mais necessario para garantir o sucesso a longo prazo dos
transplantes renais (8, 11, 12). Da mesma forma a identificacdo ndo invasiva
de processos inflamatoérios aloimunes subclinicos assim como a demonstracéo
de mecanismos associados a aceitacdo ou a tolerancia operacional dos
enxertos é de suma importancia clinica, pois podera permitir que ajustes dos
regimes imunossupressores sejam feitos e que assim se evitem os efeitos

deletérios da imunossupressao excessiva ou insuficiente.

A avaliacdo da expressao de diferentes genes candidatos pode permitir
que estes eventos sejam detectados. Em estudos prévios do nosso grupo
demonstramos a possibilidade de se diagnosticar molecularmente as rejeicdes
subclinicas (13) e as clinicamente manifestas (14), assim como demonstramos
que as avaliacbes moleculares em compartimentos periféricos (sangue e urina)

refletem, com elevada acuracia, os eventos existentes no orgao transplantado

11



(14, 15). Neste projeto testaremos a hipotese de que € possivel determinar
assinaturas moleculares para citotoxicidade, aceitac@o/tolerancia e injuria

tubular aguda, além de correlaciona-las ao uso de diferentes regimes

imunossupressores.
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2.1. Estratégia de busca da informacéao

A busca de artigos cientificos utilizados no embasamento tedrico deste
trabalho foi realizada através da base de dados PUBMED, utilizando como
palavras-chave kidney transplantation, chronic allograft nephropathy, non-
invasive diagnosis, TIM-3, FOXP3, KIM-1, TGF-beta, CTGF, em diferentes

combinacdes.

2.2. Doenga renal crbnica e transplante renal

A doenca renal crbnica (DRC) é considerada, mundialmente, um problema
de saude publica crescente. Nos Estados Unidos, o niumero de pacientes que
iniciam terapia de substituicdo renal aumenta a cada ano, refletindo uma
tendéncia descrita em varios paises. Em 2007 foram registrados mais de
500.000 pacientes em hemodialise nos EUA (16). No Brasil, censo realizado
pela Sociedade Brasileira de Nefrologia em 2008 estimou que 87.044 pacientes
vinham recebendo terapia de substituicdo renal, um namero que também vem
subindo - em 2007 havia 73.605 pacientes em hemodialise, enquanto que em
2000 esse total era de apenas 42.695 pacientes, representando um acréscimo

de 73% em 8 anos (17).

Os custos associados ao tratamento da DRC terminal, especialmente os
relacionados a didlise, sdo desproporcionalmente altos quando comparados a
outras doencas crbnicas. Projeta-se que os gastos com o tratamento destes
pacientes excedam 28 bilhdes de ddélares nos Estados Unidos no ano de 2010
(16). No Brasil, em que praticamente 90% dos pacientes submetidos a terapia
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de substituicdo renal tém seus tratamentos custeados pelo Sistema Unico de

Saude, estima-se gasto ao redor de 1,8 bilhGes de reais em 2010 (18).

No entanto, apesar do massivo investimento no tratamento da DRC e dos
avancos substanciais relacionados a qualidade da terapia dialitica, observa-se
que esses pacientes persistem apresentando taxas de mortalidade e
morbidade significativas, além de uma reducdo importante na qualidade de
vida. A sobrevida estimada em um, dois e cinco anos para pacientes em diélise
é de, respectivamente, 81, 65 e 34 por cento (16). Além disso, metade desses
pacientes apresenta trés ou mais comorbidades associadas, com uma meédia
de 12,6 dias de internacao hospitalar por ano para cada paciente. Estudos que
avaliaram qualidade de vida reportam indices muito abaixo da populacao geral

(16, 19, 20).

Dessa forma, o transplante renal €, para uma significativa porcdo dos
pacientes com DRC, a opc¢ao terapéutica com maior potencial para restauracao

de uma vida saudavel e produtiva (1, 2).

O primeiro transplante renal realizado com sucesso ocorreu em 1954 em
Boston entre gémeos idénticos. Na época ja se conheciam as bases da
imunologia, mas a modulagcédo da resposta imune e a realizacéo de transplantes
entre pessoas que nao compartilhassem o mesmo perfil genético ainda néo
eram possiveis devido a inexisténcia de terapéuticas eficazes desenhadas para
este fim. Na década de 1960, o reconhecimento das propriedades
imunossupressoras da azatioprina em combinacédo com corticosteroides tornou
possivel a realizacdo de cirurgias envolvendo pacientes nado-idénticos. A

evolucdo das técnicas cirurgicas e o desenvolvimento de novos agentes
15



imunossupressores, incluindo ciclosporina, tacrolimus, &cido micofendlico,
rapamicina e anticorpos monoclonais especificos, ocasionou a reducdo na
incidéncia e intensidade dos episédios de rejeicdo aguda, melhorando a
sobrevida dos enxertos renais. (1) As Ultimas duas décadas possibilitaram
aumento na sobrevida dos enxertos renais ao final do primeiro ano pés-
transplante de 50% para proximo de 90% em 6rgao de doadores falecidos e de

95% em rins provenientes de doadores vivos. (21-23)

No entanto, um transplante renal bem sucedido ndo é traduzido apenas em
melhor sobrevida do enxerto. Possibilita uma melhora significativa na qualidade
de vida, além de reduzir a taxa de mortalidade dos pacientes com DRC quando
comparada a manutencao de dialise (3 - 6). Esses achados foram confirmados
em estudos que compararam a sobrevida entre pacientes submetidos a
transplante e pacientes alocados em listas de espera. Um dos maiores destes
estudos, realizado através da andlise do United States Renal Data System
(USRDS), avaliou 46.000 pacientes em lista de espera, 23.000 destes
submetidos subsequentemente a transplante renal. A analise dos resultados
permitiu concluir que a taxa anual de morte foi significativamente menor em
pacientes transplantados quando comparada aquela de pacientes em didlise
(3,8 vs 6,3/ 100 pacientes-ano), com uma reducdo no risco de morte de 70 por
cento apos 3-4 anos (risco relativo 0,32; P<0,001) (16). Estudo similar foi
realizado mais recentemente, com mais de 100.000 pacientes em lista de
espera, 74.000 deles submetidos a transplante renal. Seus resultados
corroboram os achados de menor taxa anual de morte no grupo de pacientes

transplantados (7).
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2.3. Alo-imunidade

Em um individuo imunocompetente, o transplante de um 6rgédo proveniente
de individuo geneticamente idéntico (singénico) ndo € capaz de acionar 0s
mecanismos de reatividade imunoldgica direcionados contra o enxerto, em
contraste ao que ocorre em transplantes realizados entre individuos
geneticamente dispares, ou alogénicos. Aloreconhecimento € o termo utilizado
para referir-se a identificacdo de tecidos de origem alogénica realizada pelo
sistema imunoldgico através da ativacdo de células T e B. Essas interagdes,
guando ocorrem em individuos incompativeis imunologicamente, determinam o
inicio da resposta imune, referida como aloresposta, ou alo-imunidade. A alo-
imunidade em pacientes nao-tolerantes e na auséncia de imunossupresséo

leva invariavelmente a rejeicdo do enxerto (24, 25).

O inicio da resposta alogeneica se da pelas células apresentadoras de
antigenos, cuja acdo precede a ativacdo das células T. Assim, o inicio da
ativacdo imunoldgica ocorre nos tecidos linféides secundarios, com expansao
clonal de células T CD4+ no baco e nos linfonodos (24, 26-29). Apés a
apresentacdo antigénica, na auséncia de mecanismos imunologicos
supressores ou de drogas imunossupressoras, ocorre intensa infiltracdo do
enxerto por células T secretoras de linfocinas, induzindo expressao de
moléculas do complexo de histocompatilidade de classe Il em células
endoteliais e epiteliais, tornando-as capacitadas a apresentar antigenos a
linfécitos T CD4+ (24, 30). Essas células persistem como as Unicas capazes de
expressar moléculas do complexo de histocompatibilidade de classe Il do

doador. O processo de apresentacdo antigénica direta através dessas células
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apresentadoras nao-profissionais resulta em delecdo de células T “naive’,
silenciamento ou modificacdo para fenétipo Th2, e anergia em células de

memoria, com falha na secrecao de interleucina 2 (IL-2) (24, 31, 32).

A ativacéo de células T CD4+ “naive” resulta na maturagcdo da célula T e
na diferenciacdo em pelo menos quatro tipos de fenétipos: Thl, Th2, Thl7 e
células T reguladoras (Tregs). Células Thl estdo envolvidas no
desenvolvimento de rejeicdo aguda ao enxerto, enquanto as demais modulam

0s processos de alo-imunidade e desenvolvimento de tolerancia imunoldgica.

As células Thl sdo as classicas células T pro-inflamatorias, pecas-chave
nas respostas de hipersensibilidade tardia e contra patégenos intracelulares,
como micobactérias. Muitos estudos em transplante renal dedicaram-se as
respostas induzidas por células Thl e a producado de interferon-gama (IFN-y).
Muito embora esta citocina esteja sem davida elevada em modelos animais de
rejeicdo em transplante (33-35), IFN- y é produzido por varias outras células
(linfocitos natural killer, Tregs e células T CD8+) e sua deteccdo ndo denota

necessariamente atividade de células Thl (36, 37).

A interleucina 17 (IL-17), citocina altamente pro-inflamatoria, € produzida
por células Thl7. Essas células estdo envolvidas na resposta a patdogenos
extracelulares e tém forte associacdo com doengas autoimunes (38). No
cenario de transplantes, a elevacdo dos niveis de IL-17 mRNA em células
renais de cobaias e a presenca de IL-17 em células mononucleares
inflamatorias podem ser vistas a partir do segundo dia poés-transplante (39),

enquanto que, em seres humanos, os niveis de IL-17 em enxertos renais
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encontram-se elevados durante episddios de rejeicdo subclinica, observando-

se também a deteccédo de IL-17 mMRNA em sedimento urinério (40, 41).

Recentemente, alguns estudos demonstraram que as células Thl7 séo
suficientemente capazes de, sozinhas, mediar processos de rejeicdo (42, 43).
Nesses modelos, obteve-se 0 antagonismo da IL-17 através da administracao
de anticorpos monoclonais ou de anticorpos anti-TIM-1 (molécula co-
estimulatéria de células T, cuja ligacao resulta na producédo de IL-17 in vitro),
com consequente retardo ou mesmo prevencdo do desenvolvimento de
rejeicdo (42, 43). Seguindo a mesma linha, experimento recente demonstrou o
papel da molécula TIM-3 (dominios de célula T e de mucina — 3) na ativacéo da
resposta alo-imune: o uso de anticorpo monoclonal anti-TIM-3 acelerou
processos de rejeicdo dos enxertos cardiacos de cobaias, além de aumentar o
namero de células T efetoras, promover a polarizacéo de linfocitos Thl e Thl7
e reduzir a quantidade de Tregs alo-especificas (44). TIM-3 aparece, assim,
como uma molécula reguladora central da alo-imunidade através de sua
habilidade de modular a diferenciacdo de células T CD4+. Na figura 1 abaixo
estdo representados de forma esquemaética as repostas celulares e seus

principais mecanismos efetores.
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Figura 1. Mecanismos efetores da rejeicdo alogeneica. O reconhecimento alogeneico, pelos
linfocitos T, desencadeia uma série de interagBes entre diferentes células do sistema imune,
ativando diversos mecanismos efetores de agressdo ao enxerto, como: (i) citotoxicidade mediada
por células, seja por apoptose, ou pela acdo de substancias citoliticas, como perforina e granzima,
(ii) reacdo imunolégica de hipersensibilidade retardada (ou tardia), com a produgdo de diversas
citocinas inflamatorias; (iii) citotoxicidade mediada por anticorpos, seja pela ativacdo da cascata do
complemento, seja com o envolvimento conjunto de células como as células NK (citotoxicidade
dependente de anticorpo). Todos esses mecanismos sdo capazes de causar dano ao tecido

transplantado.

2.4. Tolerancia imunolégica

Tolerdncia imunolégica é o estado no qual o sistema imune é
irresponsivo a antigenos especificos. A maioria das pessoas apresenta um
estado de tolerancia aos seus proprios antigenos, o que impede o
desenvolvimento de doencas auto-imunes. No caso de transplantes de
aloenxertos, tolerancia denota a auséncia de resposta imune ao 6rgdo doado,
com manutencdo da resposta normal a outros antigenos. A habilidade de
responder normalmente a outros antigenos contrasta radicalmente com o efeito

imunossupressor inespecifico obtido com as drogas utilizadas para prevenir os
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processos de rejeicdo, e que estdo associadas a riscos aumentados de

infeccdo e doencas malignas (45).

Alcancar o estado de tolerancia imunologica é um dos principais
objetivos no que se refere a transplantes ndo s6 devido a toxicidade associada
aos imunossupressores, mas também pelo potencial de otimizar a funcao dos
enxertos a longo prazo através da prevencdo do desenvolvimento de rejeicdo
cronica. O desenvolvimento de tolerancia imune também possibilitaria a
realizacdo de xenotransplantes, aumentando a oferta de 6rgdos disponiveis

(45).

Existem descritos na literatura exemplos de situagcdes em que o
aloreconhecimento ndo resulta em rejeicdo. Observam-se, na clinica de
transplantes, casos em que a funcdo do enxerto permanece normal apesar da
suspensao da terapia imunossupressora, especialmente no que se refere a
transplante hepatico (46-48). Pacientes que espontaneamente aceitam seus
enxertos sao convencionalmente considerados como “operacionalmente
tolerantes”, demonstrando que a tolerancia imunolégica pode ser atingida em
humanos (24). Em modelos experimentais o desenvolvimento de tolerancia
espontanea entre individuos geneticamente dispares tem sido observado em

alguns estudos (49, 50).

Experimentalmente existem pelo menos dois tipos de estados
imunologicos que caracterizam tolerancia. No primeiro, o enxerto € aceito sem
a necessidade de imunossupressao crénica, mas o receptor pode rejeitar um
segundo enxerto do mesmo doador, caracterizando o mecanismo de tolerancia

orgao-especifica. Em outros casos, 0 sistema imune € capaz de aceitar
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qualquer 6rgdo ou tecido do mesmo doador sem imunossupressdo — esse

estado de tolerancia € descito como sistémico (45).

A célula T é o efetor central dos mecanismos de rejeicdo, assim, a
obtencdo de tolerancia dessas células pode sobrepor as principais barreiras
iImpostas pelo sistema imune aos alo-enxertos. Existem trés processos
principais para inducdo de tolerancia de ceélulas T: delecdo clonal, anergia e
supressdo (comumente chamada de regulagéo). Esses mecanismos podem

atuar sozinhos ou em conjunto no desenvolvimento de tolerancia (24, 45).

A delecédo clonal implica na morte de células T portadoras de receptores
capazes de reconhecer antigenos do doador. A delecéo é o principal processo
envolvido na inducdo de tolerancia aos antigenos proprios durante o
desenvolvimento das células T no timo. No entanto, células T maduras
presentes em tecidos linféides periféricos também podem ser deletadas sob
certas condicbes, como, por exemplo, ap0s exposicado persistente de uma

grande carga antigénica, o que leva a exaustéao das células T (45, 51, 52).

Supressao refere-se ao processo no qual uma populagédo celular induz
ativamente a reducdo da reatividade das células T, tendo sido associado ao
desenvolvimento de tolerancia em varios modelos de transplante em roedores,
além de estar presente na manutencdo da tolerancia aos antigenos proprios

(24, 45).

Anergia denota a inabilidade das células T em proliferar e produzir IL-2

em resposta aos antigenos por elas reconhecidos (45, 51).
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Estudos iniciados na década de 1970 introduziram o conceito de que as
proprias células T podem ativamente suprimir a resposta imune (53, 54).
Células T reguladoras (Tregs) sdo um subtipo de linfécito T que pode suprimir
as respostas imunes e controlar a responsividade aos alo-antigenos do doador,
tendo ainda um papel na inducédo e manutencdo de tolerancia aos transplantes

in vivo (55).

O fator de transcricdo forkhead P3 ligado ao X (FOXP3) é
reconhecidamente o gene regulador das Tregs, uma vez que células com
atividade reguladora ndo séo detectadas em humanos ou ratos com mutagcdes

referentes a esse gene (56).

Tregs podem ser divididas em duas populacbes: a) Tregs nativas
geradas no timo e que migram para a periferia como células T maduras; e b)
Tregs adaptativas ou induzidas, derivadas tanto das precursoras nativas como
daquelas presentes na periferia (57-60). Até recentemente, acreditava-se que
as Tregs adaptativas derivavam apenas das células nativas, mas analises
recentes de células T CD4+ humanas tém demonstrado que as Tregs FOXP3+
também sdo geradas de células T de memaria altamente diferenciadas e com

capacidade de divisao celular rapida (58).

Existem evidéncias suportando o papel das Tregs nativas na
manutencdo da tolerancia ao proprio em humanos. Defeitos congénitos em
FOXP3 em humanos s&do associados a sindrome de auto-imunidade,
poliendocrinopatias, e outras patologias (61). Varios estudos experimentais
aumentaram o interesse acerca do envolvimento das Tregs em transplantes.

Rejeicdo crbnica e nefropatia crbnica do enxerto tém sido associadas a
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concentracOes reduzidas de Tregs circulantes (62). Enquanto a suspenséo da
terapia imunossupressora geralmente leva a rejeicdo, uma pequena fracdo de
pacientes “aceita” seus enxertos apesar da auséncia de imunossupressao,
demonstrando a possibilidade de tolerancia “espontanea”. Apesar disso, esses
pacientes ndo apresentam aumento na quantidade de Tregs circulantes com
relacdo aos controles (62). Aumento na expressdo do mRNA da molécula
FOXP3 em sedimento urinario tem sido associado a melhores desfechos em

episodios de rejeicdo aguda em transplante renal (15, 56, 63).

O uso de inibidores da calcineurina esta associado a reducdo no
percentual de Tregs circulantes no sangue de pacientes transplantados renais
(64, 65). Por outro lado, rapamicina parece potencializar processos de inducao
de tolerancia, promovendo aumento na conversao de linfocitos T em Tregs e

regulando negativamente os mecanismos de alo-imunidade (66-68).

2.5. Nefropatia cronica do enxerto

A evolucdo das medicacdes imunossupressoras possibilitou a consolidacao
do transplante renal como a melhor estratégia terapéutica para pacientes com
DRC terminal. No entanto, apesar do progresso com relagcdo ao controle da
rejeicdo aguda e do aumento da sobrevida em curto prazo dos enxertos renais,
a perda tardia de funcdo permanece sendo um problema muito significativo

(11).

A nefropatia crénica do enxerto (NCE) é a principal causa da perda de
funcdo dos enxertos renais, permanecendo, apesar da evolugcdo dos
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imunossupressores, o desafio central no manejo clinico de pacientes
transplantados (8). Nankivell e colaboradores demonstraram, através de estudo
que avaliou 961 bidpsias protocolares de rins transplantados em um periodo de
10 anos, que a maioria dos enxertos renais apés um ano de transplante
apresenta alteracdes cronicas caracterizadas por injuria microvascular e
glomerular. A nefrotoxicidade, principalmente associada ao uso de IC
(ciclosporina e tacrolimus), determina dano tubulo-interstical adicional e é
encontrada em praticamente todos os enxertos apos 10 anos de evolugcdo. O
estudo conclui, ainda, que, uma vez estabelecido, o dano tubulo-intersticial e
glomerular € irreversivel, resultando em perda progressiva de funcéo renal e

perda do enxerto (9).

O termo NCE vem sendo utilizado para descrever o desenvolvimento de
fibrose e atrofia em um enxerto com perda progressiva de funcao (8). O estudo
de Nankivell e colaboradores demonstrou que o dano causado ao enxerto €
tempo-dependente, progressivo e subestimado pela medida da creatinina

sérica (9).

Inimeros processos fisiopatologicos sdo associados ao desenvolvimento de
NCE. Logo ap0s o transplante, o dano tubulo-intersticial é relacionado a injaria
de isquemia-reperfusdo, necrose tubular aguda, rejeicdo aguda e subclinica e
nefrotoxicidade por IC, sobrepostas as doencas pré-existentes do doador.
Essas alteragbes predispdbem ao desenvolvimento de fibrose e atrofia tubular

em etapas posteriores (8).

Mais tardiamente, os processos de inflamacgéo celular sdo substituidos pela

injaria microvascular e glomerular associada a nefrotoxicidade por IC, além de
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outros vérios fatores (hipertensdo, hiperplasia vascular fibro-intimal imune-
mediada, glomerulopatia do transplante e injaria capilar, infec¢do por polioma
virus e recorréncia de glomerulonefrites). Adicionalmente, mecanismos
envolvidos na ruptura da arquitetura interna do néfron, isquemia cortical,
inflamagé&o persistente, envelhecimento celular (em um processo chamado de
senescéncia replicativa, determinado principalmente pela idade do doador),
ativacdo de citocinas, contribuem para dano imunologicamente mediado e

desenvolvimento de NCE (8, 11).

Resumidamente, o dano ao enxerto é determinado por uma combinacgéo de
estimulos alo-imunes, isquémicos e inflamatorios, caracterizados por agressao
tubular letal ou quase-letal com uma resposta cicatricial pro-fibrotica. Mdltiplas
rotas e mediadores causam injuria tecidual cumulativa a todos o0s
compartimentos do rim transplantado. Esclerose associada a lesdo tubulo-
intersticial € mediada por um processo de fibrogénese ativa, resultando em
perda epitelial e desenvolvimento de atrofia tubular e fibrose intersticial crénica,

culminando com a perda de fung&o do enxerto (vide Figura 2) (8, 11).
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Figura 2 — Mecanismos fisiopatolégicos envolvidos na génese da nefropatia crénica do

enxerto. Adaptado de (8).

Varios estudos identificaram genes com potencial pré (fator transformador
de crescimento beta (TGF-B), transglutaminase tecidual (tTG), inibidor tecidual
de metaloproteases da matriz — 1 (TIMP-1), fator de crescimento do tecido
conjuntivo (CTGF), entre outros) e antifibrético (metaloprotease de matriz -2
(MMP-2), entre outros) (69-73). Disturbios que levem ao desequilibrio entre
esses mecanismos sao decisivos para o desencadeamento precoce de IF/TA
nos enxertos renais. A degradacao insuficiente e/ou a produgédo exagerada de

matriz extracelular aparentemente promovem o inicio de IF/TA (73).

A avaliagdo da gravidade da nefropatia crénica do enxerto é realizada pela
classificagao de Banff, proposta em 1997 e posteriormente atualizada em 2005,
2007 e 2009 (10, 74-77). Os achados mais especificos relacionados a NCE

determinam alteragbes glomerulares e vasculares; no entanto, o estadiamento
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de gravidade é definido levando-se em conta o grau de fibrose intersticial e de

atrofia e/ou destruicao tubular, caracterizando, assim, trés diferentes estagios:

- Grau | — fibrose intersticial leve (entre 6 e 25% da cortical) e atrofia
tubular leve (até 25% dos tubulos corticais) com ou sem alteracbes

glomerulares ou vasculares sugestivas de NCE.

- Grau Il — fibrose inttersticial moderada (25 a 50% do cortex) e atrofia
tubular moderada (26 a 50% dos tubulos corticais) com ou sem alteracdes

glomérulo-vasculares compativeis com NCE.

- Grau lll — fibrose intersticial extensa (mais de 50% da cortical) e atrofia
tubular importante (mais de 50% dos tubulos corticais) com ou sem alteracfes

glomérulo-vasculares de NCE.

A evidéncia histopatoldgica de NCE correlaciona-se com o desenvolvimento
de desfechos adversos em longo prazo, como elevacdo dos niveis séricos de
creatinina e taxas reduzidas de sobrevida do enxerto (78, 79). Estudo que
avaliou 282 biépsias protocolares, obtidas a cada 3 meses e realizadas em 280
pacientes transplantados renais, verificou que ap6s 10 anos de seguimento a
sobrevida do enxerto era de 95, 82 e 41%, respectivamente, em pacientes sem

NCE, com NCE mas sem vasculopatia, e com NCE e vasculopatia (79).

Regimes de imunossupressdo que contenham inibidores de calcineurina
tém sido identificados como um dos principais gatilhos para o desenvolvimento
de NCE. Estudo citado previamente identificou achados histopatolégicos
compativeis com nefrotoxicidade por inibidores de calcineurina em
praticamente todos os pacientes ao final de 10 anos de seguimento (9).
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Outros imunossupressores, no entanto, tém sido apontados como
protetores em relagdo ao desenvolvimento de NCE, tais como os inibidores da
mTor e os derivados do acido micofendlico. Revisao sistemética realizada em
2009 avaliou 12 ensaios clinicos randomizados, com um total de 635 pacientes,
com nefropatia cronica do enxerto em uso de ciclosporina. Os pacientes eram
randomizados para conversdo a esquemas imunossupressores contendo
micofenolato, tacrolimus, rapamicina ou azatioprina, em diferentes
combinacdes. A andlise dos resultados sugere que a suspensdo de
ciclosporina nesses pacientes € segura, sem risco aumentado de rejeicao do
enxerto, e que o uso de acido micofendlico e rapamicina parece apresentar
beneficios com relacdo a ciclosporina, proporcionando reducdo dos niveis
séricos de creatinina e retardo na progressdo de alteracdes histolégicas de
NCE. A qualidade dos estudos, porém, era muito heterogénea, dificultando ndo
s6 a realizacdo de comparacdes como também o embasamento necessario
para indicar modificagOes terapéuticas. Novos estudos devem ser realizados
para que se chegue a definicdo do melhor esquema imunossupressor no que

concerne a prevencao de NCE (80).

2.6. Diagnéstico da nefropatia cronica do enxerto

O diagnostico da NCE ¢é inicialmente presumido pela perda progressiva de
funcdo renal, em geral identificada a partir do sexto més poés-transplante.
Realizacdo de ultrasonografia do enxerto e mensuragao da proteindria podem
auxiliar na confirmacdo diagndstica, mas o padrdo-ouro continua sendo a

realizacdo de biopsia renal.
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A biopsia renal percutanea é uma ferramenta importante no diagndéstico das
doencas renais, em especial no transplante renal. Os resultados obtidos com
esse exame sdo Uteis para guiar diferentes terapias como também para
determinar o progndéstico associado as afeccdes renais. O objetivo € extrair o
méaximo de tecido adequado para avaliacdo minimizando o risco de
complicaces, o que vem sendo obtido mais facilmente apds a introducdo da

ecografia (81).

Complicagcdes maiores associadas a realizacdo de bidpsia renal incluem
hematlria macroscépica e hematoma retroperitoneal com necessidade de
transfusdo sanguinea, procedimentos invasivos ou intervencdo cirdrgica; a
incidéncia desses eventos varia de menos de 1% a até 6% dos procedimentos,

dependendo da série avaliada (82-86).

Complicacdes menores, tais como hematdria macroscopica transitéria ou
hematoma subcapsular sem necessidade de transfusdo ou intervencao,

ocorreram em 6,6% das bidpsias em uma das séries (84).

A maioria dos hematomas apresenta resolucdo espontanea dentro de
poucas semanas apos o0 procedimento, sem desenvolvimento de sequelas
significativas. Complicagcdes hemorragicas que ndo respondem ao manejo
conservador exigem intervencbes adicionais, sejam cirurgicas (com
nefrectomia) ou através de embolizac&o seletiva do vaso sangrante (81). Artigo
de revisao relatou a ocorréncia de 0,3% de complicacbes maiores e menos de
0,1% de mortes em 9.595 bidpsias renais percutaneas realizadas ao longo de

50 anos (85).
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No entanto, em pacientes transplantados renais o surgimento de
complicacBes graves associadas a realizacdo de biopsia renal pode determinar
a perda do enxerto (o0 Unico rim funcionante) e o retorno a hemodialise. Além
disso, amostras adequadas nem sempre séo obtidas, exigindo a repeticao do

procedimento e multiplicacéo dos riscos (11, 12).

O diagndstico histologico de nefropatia crénica do enxerto é determinado
pela identificacdo de fibrose e atrofia tubular, alteragbes consideradas cronicas
e de dificil reversibilidade apds sua instalacdo (11). Dessa forma, métodos
mais seguros e que possibilitem a identificacdo precoce de NCE séao
necessarios para o melhor tratamento de pacientes submetidos a transplante

renal.

2.7. Diagnéstico ndo-invasivo

A monitorizacdo pos-transplante atualmente baseia-se no acompanhamento
da funcdo do enxerto tipicamente pela avaliacdo dos niveis séricos de
creatinina. Alteracbes agudas dos parametros funcionais sugerem o
desenvolvimento de rejeigcdo aguda ou, a longo prazo, de nefropatia crénica do
enxerto, mas a confirmagao desses diagnosticos requer a realizacdo da biopsia
renal, um procedimento invasivo. O diagndstico realizado dessa forma
reconhece processos imunes ja estabelecidos, em geral em estagios
avangados de injuria tecidual, ndo sendo util em identificar eventos subclinicos

em andamento (Figura 2) (12).
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Biopsias protocolares tém sido realizadas a fim de detectar rejeicdo
aguda e outros eventos intra-enxerto antes que ocorra a disfuncao renal (87).
No entanto, o diagnéstico de processos imunologicos subclinicos requer
multiplas biopsias, e erros de amostragem podem enviesar o diagnostico
histologico; os custos associados ao procedimento também devem ser

considerados (81, 88).

Linha do Tempo para Diagnostico

Molecular

Histoldgico

Clinico
———

Linha do Tempo para Eficacia Terapéutica?

‘

Figura 3 - Linha do tempo para diagnéstico e tratamento de processos imunolégicos

intra-renais. O diagnéstico molecular precede o surgimento de alterac6es histoldgicas,
gue por sua vez precedem o desenvolvimento de alterag6es clinicas. Especula-se que

a eficacia do tratamento € maior em estagios precoces do processo. Adaptado de (12).

Padrbes de expressdo génica e/ou proteica coletados de forma nao
invasiva em diferentes tecidos ou fluidos biolégicos tém sido investigados como
biomarcadores de processos imunoldgicos (89 - 92). Ferramentas que
possibilitem o diagndstico ndo-invasivo apresentam muitas vantagens com
relacdo a realizacdo de biopsia, incluindo a possibilidade de avaliacbes
frequentes e sequenciais do status imunolégico do receptor (12). Alteracdes
moleculares em geral precedem ndo apenas a disfuncdo do enxerto como

também alteracdes histologicas — vide Figura 3. Os parametros moleculares
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podem, ainda, guiar a minimiza¢ao da imunossupresséao e a individualizagao da
terapia imunossupressora — um passo importante para a redugédo de inUmeros
efeitos adversos associados aos imunossupressores, principalmente no que
concerne a prevencdo de nefropatia cronica do enxerto, associada a
nefrotoxicidade (12, 92). Uma estratégia baseada em diagndéstico molecular
que incorpore uma serie de marcadores, ilustrativos dos diferentes processos
imunobiolégicos que ocorrem no enxerto, poderia ndo sO substituir os
procedimentos invasivos, mas também disponibilizar informacgdes diagnosticas

e prognosticas, além de possibilitar uma compreensdo mais ampla das

alteracdes imunoldgicas associadas ao transplante renal (12).

A maioria dos estudos até o momento manteve o foco sobre rejeicdo aguda,
um dos mais importantes determinantes da sobrevida dos enxertos em longo
prazo. Estudos prévios do nosso grupo demonstraram a possibilidade de se
diagnosticar molecularmente as rejeicbes subclinicas e as clinicamente
manifestas (13, 14). Demonstramos, também, que as avaliacbes moleculares
em compartimentos periféricos como o0 sangue e a urina refletem, com elevada

acuracia, os eventos existentes no 6rgéo transplantado (14, 15).

No entanto, com a NCE surgindo como um dos principais fatores
associados a disfungdo do enxerto e principal causa de faléncia dos
transplantes renais, varios pesquisadores tém buscado métodos diagnosticos
nao-invasivos para esta condi¢cdo. Dados recentes sugerem que a expressao
diferenciada de varios transcritos em células urinarias pode tornar-se um
biomarcador valido para NCE (71, 93-95). Varios laboratérios tém desenvolvido

ferramentas ndo-invasivas para definir subgrupos moleculares de processos
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cronicos associados ao transplante renal e capazes de detectar atividade
fibrogénica antes do desenvolvimento de lesdo renal estabelecida (12). A
diferenciac@o entre rejeicdo cronica e nefrotoxicidade associada a ciclosporina
também é um desafio que pode ser ultrapassado com a utilizacdo de técnicas

moleculares, refinando o manejo terapéutico de ambas as patologias (95).

No entanto, ainda sdo poucos os trabalhos dedicados ao estudo dos
mecanismos moleculares envolvidos na NCE. A avaliacdo de técnicas que
permitam o diagndstico ndo-invasivo de nefropatia crénica do enxerto € um
campo de estudo promissor, possibilitando ndo sé o diagndstico precoce mas

também a modificacdo do progndstico associado a NCE (12).

2.8. Técnica de PCR em tempo real - RT-PCR

PCR em tempo real € uma reacao quantitativa altamente sensivel e que
permite a quantificacéo de transcritos raros, detectando pequenas variacdes na
expressao génica (96). Essa técnica constitui-se em um avanco significativo
com relacdo a PCR tradicional, uma vez que permite monitorar a reacdo de
PCR enquanto os ciclos se sucedem e detectar o produto da amplificacdo a
medida que ele esta sendo formado, abreviando a necessidade de se observar
o resultado final em gel de eletroforese. O sistema da PCR em tempo real é
baseado na deteccdo e quantificacdo de um corante fluorescente, cujo sinal
aumenta em proporc¢ao direta a quantidade de fragmento amplificado na reagéo
de PCR, de tal forma que, quanto maior o numero de fragmentos amplificados,

maior sera a fluorescéncia emitida (Figura 4) (97).
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Figura 4. Reacédo de PCR em tempo real. Etapa 1 — desnaturagcéo e anelamento de sonda e
primers. Etapa 2 — absorcdo da fluorescéncia. Etapa 3 — deslocamento da sonda. Etapa 4 —
Degradacédo da sonda. O sinal de fluorescéncia emitido é detectado pelo aparelho e gera
curvas de fluorescéncia. CT — cycle threshold (limite de detec¢éo); Q — quencher; R — repbrter.
Adaptado de (97).

O advento desta técnica quantitativa eliminou a variabilidade
tradicionalmente associada a PCR convencional, semi-quantitativa, e permitiu a
quantificacdo confiavel de produtos de PCR na rotina clinica. Atualmente esta
técnica é comumente utilizada para determinar a expressao génica de mRNAs
em seus diversos niveis. As analises podem ser absolutas, como no numero de
copias de mRNA em comparacdo a uma curva padrdo, ou relativas a um

calibrador pela andlise por curva padrédo ou pelo método 2-hAct (98).

Diversos mecanismos celulares que dizem respeito a sobrevivéncia,

crescimento e diferenciagao sao refletidos por padroes alterados de expressao
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génica e a habilidade de quantificar niveis transcripcionais de genes
especificos tem sido de fundamental importancia para qualquer pesquisa sobre
as funcdes de um gene especifico (99). A RT-PCR, por permitir a amplificagdo
de sequéncias definidas de cDNA, pode ser utilizada para caracterizar padroes
de expressdo de mRNAs em patologias especificas, em diferentes tecidos ou
amostras. A PCR convencional ndo proporciona a obtencdo de resultados
guantitativos, exceto na modalidade denominada PCR competitivo - trabalhosa,
artesanal e de dificil reprodutibilidade, limitagdes que foram suplantadas apo6s o

advento dessa nova técnica (100).

2.9. Genes em estudo

2.9.1. Dominios de mucina e imunoglobulina de célula T - 3 (T cell

immunoglobulin domain, mucin domain - 3) — TIM-3

TIM-3 é um gene polimérfico pertencente a uma familia de genes (TIM)
expressos em células Thl diferenciadas, composta por oito proteinas descritas
em ratos e trés em humanos (101). TIM-3, uma proteina de membrana tipo I,
foi originalmente identificada a partir de uma busca por marcadores especificos
de células Thl; ap6s seu reconhecimento, tem sido encontrada em células T
CD8+ citotoxicas, Thl7, células T reguladoras (Tregs), mondcitos, células

dendriticas, mastocitos e microglia (101-106).

Estudos genéticos realizados em ratos e em humanos, assim como
dados epidemioldgicos, ligaram a familia TIM ao desenvolvimento de infeccbes
virais e manifestagBes atopicas, indicando sua associagdo a importantes
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processos imunologicos (90, 107, 108). TIM-3, especificamente, tem sido
associado a doencas auto-imunes, inducdo de tolerancia e regulacdo de
respostas imunes mediadas por Thl (101, 103, 109-113). Expressao
aumentada de TIM-3 também foi descrita em enxertos renais de pacientes

nefrectomizados por rejeicdo aguda (114).

Renesto e colaboradores estudaram a utilizagcdo de TIM-3 como marcador
de rejeicdo aguda (RA) em células do sedimento urinario. Niveis elevados de
TIM-3 foram encontrados em pacientes com RA, sugerindo a possibilidade de
utilizacdo desta metodologia como uma ferramenta néo-invasiva promissora

para a avaliacdo das disfuncdes dos enxertos renais (115).

Esta mesma molécula foi estudada de forma pareada em tecido, células do
sedimento urinario e do sangue periférico por Manfro e colaboradores em
pacientes com disfuncéo inicial do enxerto (DGF) e com disfuncdo aguda de
enxertos renais. Nos casos de DGF, a avaliagcdo dos parametros diagnoésticos
para RA apresentou acuracia de 100% nos dois compartimentos periféricos na
diferenciacdo de necrose tubular aguda. Nos casos de disfuncdo aguda do
enxerto as acuracias foram em torno de 90% na diferenciagdo entre RA de

nefrotoxicidade por IC, IF/TA e rins normais (14).

2. Fator transcricional ‘forkhead” ligado ao X P3 (transcription factor

forkhead box P3) - FOXP3

Estudos recentes tém demonstrado o papel de um subgrupo especializado
de linfécitos T CD4+CD25+ (chamados de linfécitos T reguladores, ou Tregs)
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na supressdo da auto-imunidade (116, 117). Células Tregs expressam
especificamente o fator transcricional “forkhead” ligado ao X, FOXP3, e
mutacdes no gene FOXP3 resultam em uma doenga autoimune caracterizada
por poliendocrinopatia e enteropatia que é fatal na infancia (118-120). Ratos
masculinos com perda de fung&o do gene FOXP3 definham e morrem com 3 a
4 semanas de vida, com infiltrados linfociticos difusos; esse processo é

revertido com a transferéncia do gene (118, 121, 122).

A expressdo de FOXP3 esta restrita as Tregs em ratos (56) e
predominantemente as Tregs em humanos (o receptor de células T — TCR —
também induz a expresséo transitoria de FOXP3 em células humanas né&o

reguladoras) (65).

Andlises dos promotores de FOXP3 demonstraram que varios sinais
extracelulares podem induzir a expressdao de FOXP3 em células nativas. Os
sinais mediados pela ligacdo do TCR desencadeiam tanto a expressdo de
FOXP3 como a transcri¢do proteica (65). Um achado interessante € que esta
expressdo mediada pelos TCRs é bloqueada pela ciclosporina, indicando que
alguns imunossupressores podem bloquear a inducao de Tregs em receptores

de transplante quando suas células T encontram os alo-antigenos (55, 65).

FOXP3 regula a ativacdo e funcédo de células T em um processo dose-
dependente e a expressdo de FOXP3 em células maduras € necessaria para
manter programas transcricionais estabelecidos durante a sua atividade,
sugerindo que um nivel minimo sustentado de expressdo de FOXP3 seja
necessario para garantir a estabilidade da linhagem de Tregs (123, 124). Essa

expressao sustentada pode ser alcancada através da constante exposicéo alo-
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antigénica apdés o transplante, enquanto a funcdo do enxerto é mantida.
Andlises detalhadas de pacientes com elevacdo de mRNA de FOXP3 em
células urinarias durante episddios de rejeicdo aguda demonstraram que altos
niveis de FOXP3 mRNA sdo associados a rejeicdes agudas reversiveis, e
baixos niveis sdo associados a faléncia do enxerto. Isso indica que, durante o
episédio de rejeicdo aguda, Tregs podem limitar as respostas imunes alo-
antigénicas, e que a perda de regulacéo por parte das Tregs pode resultar em
atividade imune irrefreada, induzindo a faléncia do enxerto (63). Esses achados
sdo também ilustrativos do potencial do FOXP3 como marcador de processos

de tolerancia ao enxerto e episodios de rejeicdo (55).

A utilizacdo de FOXP3 para diagnostico de rejeicdo aguda foi testada em
estudo de Muthukumar e colaboradores (63). Foram analisadas amostras de
células urinarias de 36 pacientes com rejeicao aguda, 18 pacientes com NCE e
29 pacientes sem alteracbes a bidpsia renal. Os niveis de mMRNA FOXP3
correlacionaram-se inversamente aos niveis séricos de creatinina no momento
da bidpsia no grupo com rejeicdo aguda, 0 que nao ocorreu nos outros dois
grupos. FOXP3 demonstrou apresentar sensibilidade de 90% e especificidade
de 73% em predizer a reversibilidade de episédios de rejeicdo aguda. Além
disso, a analise do mRNA FOXP3 permitiu identificar pacientes em risco para o

desenvolvimento de faléncia do enxerto 6 meses apos o episodio de RA.

Estudo de Aquino-Dias e colaboradores também demonstraram que a
analise da expressao de FOXP3 pode ser utilizada para prever, de forma nao

invasiva, episodios de rejeicdo aguda, com sensibilidade, especificidade,
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valores preditivos positivo e negativo, e acuracia entre 94 e 100%, tanto

guando avaliado em sangue como também em células urinarias (15).

2.9.3. Molécula de injuria renal — 1 (kidney injury molecule-1) - KIM-1

KIM-1 é uma proteina transmembrana recentemente descoberta,
indetectavel em rins normais mas marcadamente presente em células do
epitélio tubular submetidas a diferentes agressdes (125-129). A fracdo externa
de KIM-1 pode ser encontrada na urina; estudos prévios demonstraram que a
excrecdo urinaria de KIM-1 é relacionada ao grau de dano renal presente em
modelos experimentais e, em humanos, em véarias doencas de carater

inflamatorio e pro-fibrotico (129-131).

Os principais estudos envolvendo medidas de KIM-1 na urina tém sido
realizados com vistas a deteccdo precoce de injaria tabular, e, em Uultima
instancia, de insuficiéncia renal aguda (126, 131-133) Um dos primeiros
trabalhos nessa area foi realizado por Bonventre e colaboradores, identificando
uma associacao forte entre a presenca de niveis elevados de KIM-1 na urina e

o desenvolvimento de necrose tubular aguda (126).

Em transplante renal, a excre¢do urinéria de KIM-1 foi considerada um fator
independente para perda do enxerto a longo prazo e um promissor novo
biomarcador para a identificagdo precoce de perda do enxerto (134, 135).
Estudo realizado por Nogare e colaboradores associou a expressao de mRNA
KIM-1 em tecido renal ao dano tubular presente em nefrotoxicidade por IC e
IF/TA, alteracdes caracteristicas de NCE (136).
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2.9.4. Fator transformador de crescimento beta (transforming growth

fator beta) - TGF-8

O fator transformador de crescimento beta, ou TGF-f, regula numerosos
processos celulares em uma ampla variedade de tecidos. Tem um papel
central na regulagcdo do desenvolvimento, diferenciagéo e cicatrizagao celular,
atuando na iniciacdo e progressao de varias desordens que culminam com
desenvolvimento de fibrose tecidual (137, 138). Sua habilidade caracteristica
de estimular a proliferacdo de células mesenquimais e inibir a proliferacéo de
células endoteliais e epiteliais ndo € compartiihada por outros fatores
estimuladores ou inibidores do crescimento (139). A secrecdo de TGF- por
plaquetas, macréfagos e neutrofilos induz uma série de eventos que
determinam a producéo de tecido conjuntivo, essencial na cicatrizacdo mas

gue pode tornar-se excessiva em desordens pro-fibroticas (137, 139).

TGF-B faz parte da cascata de citocinas envolvidas na reparacgao tecidual,
e existem varias evidéncias demonstrando suas propriedades pro-fibréticas
(137, 140-142). Associa-se a inumeros processos fisiologicos, incluindo sua
habilidade de promover a producdo de componentes da matriz extracelular
(fibronectina, colagenos e proteoglicanos), aumentar a expressao de integrinas
e reduzir a atividade das proteases que degradam a matriz extracelular (141,
142). Além disso, atua na modulacdo da hematopoese, na regulacdo da
secre¢cdo hormonal, na ativacdo da resposta alo-imune e na angiogénese

(143).

Uma vez caracterizado como a citocina chave no processo de inducéo de

fibrose tecidual, estudos recentes demonstraram o envolvimento do TGF- na
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patogénese da nefropatia crénica do enxerto (137, 144). As proteinas que
fazem parte da superfamilia do TGF-f3 séo os fatores de crescimento derivados
de macrofagos mais extensivamente estudados que apresentam ligagdo com o
desenvolvimento de fibrose renal (142, 145). Observa-se expressdo de mRNA
de TGF-B em enxertos renais de pacientes com IF/TA e nefropatia crbnica do
enxerto, enfatizando a associacdo de TGF-B & génese de NCE (140). Estudo
gue avaliou a producéo de interleucina-10 (citocina envolvida na modulagéao da
alo-imunidade) e TGF-f em pacientes transplantados renais de longa data
sugeriu, ainda, que niveis reduzidos de TGF-f estdo associados a maior
sobrevida do enxerto renal, o que pode ser de importancia significativa também
na indugcdo de mecanismos de tolerancia e aceitacdo imunoldgica (143). Além
disso, a associacdo entre 0 uso de ciclosporina e niveis plasmaticos elevados
de TGF-B foi demonstrada em diversos estudos, corroborando o papel dos

inibidores da calcineurina no desenvolvimento de NCE (137, 146-149).

2.9.5. Fator de crescimento do tecido conjuntivo (connective tissue

growth fator) - CTGF

O fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF) foi isolado inicialmente
em células endoteliais humanas de veias umbelicais (150). Pertence a uma
familia de proteinas residentes na matriz extracelular, cuja atividade modula
uma serie de processos celulares criticos para a homeostase do ambiente
extracelular. A sintese e secrecdo do CTGF é seletivamente induzida pelo
TGF-B em células do tecido conjuntivo, e parece servir como supressor, pelo

menos em parte, das atividades pro-fibréticas do proprio TGF- (151, 152).
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CTGF determina inUmeras respostas celulares, incluindo a proliferacdo
celular, sintese do coldgeno e quimiotaxia de diversas células (153). Tem sido
demonstrado o papel essencial do CTGF no processo de transicdo de células
epiteliais a mesenquimais, no qual as células modificam sua morfologia a fim
de produzir tecido cicatricial. Relatos recentes sugerem que CTGF esteja
envolvido ndo sé na sintese de colageno como também na diferenciacdo de
miofibroblastos (154). Apresenta expressdo aumentada em patologias
caracterizadas por fibrose cutanea e sistémica, nas quais a formacao de tecido
cicatricial de forma crénica e persistente acarreta disfuncéo e faléncia organica,
a exemplo da esclerodermia (155, 156). No entanto, o papel exato do CTGF
nos processos de atrofia e fibrose ndo se encontra totalmente elucidado (151).
Além disso, até o momento nédo foi reportada a expressao de CTGF em células
do sistema imunolégico, e ndo existem estudos que o associem a modulacéo

de inflamacgéo ou de respostas imunes (152).

Tem sido implicado na patogénese dos estagios iniciais de doenca renal
cronica, associando-se inclusive com o desenvolvimento de alteracdes
podocitarias e proteindria (157-161). Mais recentemente, tem sido associado a
injuria crénica de enxertos em modelos experimentais, e vem sendo explorado

como possivel biomarcador de nefropatia crénica do enxerto (151, 162-164).
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Capitulo 3. Objetivos
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3.1 Objetivo Geral

Utilizando a técnica de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
(RT-PCR) delinear o perfil de expressdo de RNA mensageiro de diversos
genes, em células de sangue periférico e do sedimento urinério, associado aos

diferentes regimes de imunossupressdo em pacientes transplantados renais.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar de forma quantitativa a expressdo de genes associados a
diversos mecanismos presentes no desenvolvimento de nefropatia cronica do

enxerto e de outras condicfes que afetem os enxertos renais:

- FOXP3 — gene associado ao desenvolvimento de tolerancia;

- TIM-3 — gene envolvido na regulacédo dos processos de alo-imunidade;

- TGF-B e CTGF - genes envolvidos no desenvolvimento de fibrose tecidual;

- KIM-1 — gene marcador de injuria tubular aguda e possivelmente de fibrose

intersticial e atrofia tubular renal.
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Abstract

Background: Non-invasive techniques to diagnose conditions that affect kidney grafts
and their pathophysiological mechanisms are under evaluation. This study aims to
uncover mRNA expression profiles of alloimmunity, tolerance and fibrosis associated to

immunosuppressor treatments.

Methods: Blood and urine samples were drawn from 53 kidney transplant recipients
with at least 1 year of follow-up, divided in 6 groups according to their
immunosuppressive therapy, all using low-dose corticosteroids: (1) calcineurin inhibitor
(CI) + azathioprin (AZA) - n=7; (2) mycophenolic acid (MFA) — n=6; (3) rapamycin
(RAPA) — n=7; (4) CI+MFA - n=15; (5) Cl — n=6; (6) belatacept (BLT) + MFA — n=11.
MRNA quantification of genes FOXP3, TIM-3, KIM-1, TGF- and CTGF was performed

through real-time polymerase chain reaction.

Results: Blood FOXP3 expression was higher in groups RAPA (P=0.049) and IC
(P=0.039) compared to IC+AZA,; urinary expression was higher in group MFA than in
IC+AZA (P=0.004) and IC+MFA (P=0.003), and in group RAPA compared to IC+MFA
(P=0.003). RAPA group expressed more blood TIM-3 than IC+AZA (P=0.049); urinary
expression was higher in MFA group than IC+AZA (P=0.005), RAPA (P=0.003),
IC+MFA (P=0.001) and BLT+MFA (P=0.021). Blood TGF-B was less expressed in
group IC+AZA compared to IC+MFA (P=0.005), IC (P=0.014) and BLT+MFA
(P=0.013); urinary expression was lower in group IC+MFA compared to IC+AZA
(P=0.008), MFA (P=0.002), RAPA (P=0.01), IC (P=0.015) and BLT+MFA (P < 0.001);
also groups IC+AZA and RAPA expressed less urine TGF-B than groups MFA
(P=0.028 and 0.032, respectively) and BLT+MFA (P=0.001 and 0.006, respectively).
Blood CTGF expression was not different among groups; urinary expression was lower
in IC+AMF group than IC+AZA (P=0.004), MFA (P=0.001), RAPA (P=0.01) and
BLT+MFA (P=0.001). KIM-1 was not expressed in blood; urinary expression was
higher in IC+AZA group compared to IC+MFA (P=0.019).

Conclusions: Calcineurin inhibitors are associated to fibrosis biomarkers expression,
while rapamycin and mycophenolic acid are associated to tolerance related genes and

alloimmunity modulation.
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Introduction

Kidney transplantation is the best therapeutic option to restore a healthy
and productive life to end stage chronic kidney disease patients (1). The
significant advances in the field, particularly in the last two decades, brought a
significant reduction in incidence and intensity of acute allograft rejection,
allowing allograft short-term survival to increase significantly (1, 2). In spite of
this, late allograft failure remains a major drawback in this therapy (3). Nankivel
et al reported a study with 961 kidney graft biopsies in a 10-year period, that
almost all patients present chronic lesions due to microvascular and glomerular
injury. Nephrotoxicity, mostly associated to calcineurin inhibitors, was present in
virtually all grafts after 10 years. Once established, tubulointerstitial and
glomerular damage is irreversible and progresses to renal function decline and

eventual graft loss (4).

Interstitial fibrosis and tubular atrophy (IF/TA) are strongly associated to
the development of chronic kidney dysfunction in renal transplants in a process
commonly named chronic allograft nephropathy (CAN) (5). The pathways that
lead to CAN are not completely understood, but include non-immunological and
immunological events that are probably involved in a multifactorial process (3,
6). Early detection of these injuries are very uncommon and are based upon
the invasive procedure of the allograft biopsy that is usually indicated when graft
dysfunction appears and so detects only advanced stages of IF/TA. Besides,
biopsies are risky, expensive and subjected to interpretation variation and

sampling errors (6 — 10).

71



The development of accurate non-invasive techniques to the detection of
acute and chronic injuries and thus able to predict late allograft dysfunction are
strongly desired to help ensure long term success of kidney transplantation.
Identification of mechanisms associated to acceptance or tolerance
development is also of outmost relevance, allowing immunosuppressive therapy
weaning or discontinuation and thus preventing its long term deleterious effects
(11-13). Gene expression evaluation have the potential to early detect these
processes. Previous studies have demonstrated that is possible to detect sub-
clinical and clinical rejections by the analyses of gene expression profiling of
non-invasive samples (blood and urine). It has also been demonstrated that the
analyses of the non-invasive samples reflect accurately the intragraft events
(12-17). A strategy based on the development of molecular biomarkers to detect
immunobiological processes could not only replace invasive procedures but
also give a broader comprehension of the immunological alterations associated

to kidney transplantation (11).

Non-invasive molecular profiling of CAN has been addressed by several
groups. Recent data suggest that urinary expression of different transcripts
could be used as a valid biomarker of chronic allograft nephropathy (18, 19-21).
Some laboratories are working on uncovering genes associated to chronic
allograft pathology in order to detect ongoing fibrotic activity before significant
injury establishment. Early diagnosis of these processes and appropriate
therapeutic changes could perhaps improve the dismal prognosis associated to

CAN (11).
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Transcription factor forkhead box P3 (FOXP3) is the gene that encodes
regulatory T cells (Tregs). These cells are involved in alloimmunity regulation
and tolerance development (22, 23). FOXP3 has been studied as a biomarker

for acute rejection of kidney allografts (17, 22, 24).

T cell immunoglobulin domain, mucin domain (TIM-3) is a polymorphic
gene that belongs to the TIM family of genes that are involved in several
immunological pathways. TIM-3 has been associated to the development of
autoimmune diseases, tolerance induction and regulation of immune responses.
This gene expression has been evaluated as a non-invasive biomarker of acute
rejection both in urinary and peripheral blood cells (25-31).

Kidney molecule injury 1 (KIM-1) is a recently discovered trans-
membrane protein of renal tubular epithelium, associated to injury processes
(32-34). It has been proposed as a biomarker of acute kidney injury (34-37),
and also studied in kidney transplantation as a tool to early allograft disfunction
detection (38, 39). Our group has reported that KIM-1 mRNA expression in
allograft biopsies was associated to calcineurin inhibitors nephrotoxicity and
IF/TA (40).

Transforming growth factor beta (TGF-B) is probably the most studied
cytokine associated to tissue fibrosis development (41-46). TGF-B is involved in
CAN pathogenesis and expressed in allografts with IF/TA (41, 44, 46-48). In
one study reduced levels of TGF-B were found to be associated with improved
allograft survival (49).

Connective tissue growth factor (CTGF) belongs to a family of proteins

that regulate several extracellular processes, including cell proliferation,
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collagen synthesis and chemotactic mechanisms (50, 51). It has been
implicated on early stage chronic kidney disease pathogenesis (52-56).
Besides, recent studies have proposed CTGF as a possible non-invasive
marker of CAN (50, 57, 58).

In this study we tested the hypothesis that is possible to reveal non-
invasive mMRNA expression profiles, in the peripheral blood and in the urinary
sediment, of the different immunosuppressive regimens in current use kidney

transplantation.

Patients and Methods

Patients and Sample Collection

Stable kidney transplant recipients were included in a cross-sectional
study. The inclusion criteria were: (a) being in the immunosuppressive regimen
for at least 3 months; (b) stable serum creatinine; (c) maximum creatinine levels
of 2.5 mg/dL; (d) to have a estimated glomerular filtration rate, by the MDRD
eqguation of at least 30 mL/min; (e) have a the kidney graft for at least one year.
The exclusion criteria were: (a) refuse to participate; (b) double-kidney

transplants; (c) HLA-identical or 6 HLA-matched donor recipients.

Blood and urine samples were drawn from fifty-three kidney transplant
recipients. All patients received low dose steroids and they were separated in 6
groups based on their immunosuppressive regimen: [1] Cl and azathioprine
(AZA) (n=7); [2] mycophenolic acid derivatives (MFA) (n=6); [3] rapamycin
(RPM) (n=7); [4] Cl and MFA (n=15); [5] CI (n=6); [6] belatacept (BLT) and MFA
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(n=11). Patients on belatacept prescription, a drug used in a research protocol,

have BMS approval to this study participation.

The study was approved by the Research Ethics Committee of the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, accredited by the National Research
Council of Brazilian Department of Health, and registered at the Office for
Human Research Protections-OHRP-USDHHS (Institutional Review Board-IRB

00000921). Patients gave written informed consent to the research.

RNA Extraction

Peripheral blood was collected in EDTA containing tubes and the cells
were separated with an erythrocyte lysis buffer. The floating material was
discarded and cell pellets were resuspended in phosphate buffered saline
solution; centrifuged again for 10 min and stored at -80°C. Similar procedures
were done for urinary cells isolation. RNA isolation was performed using the
QIAamp RNA Blood Mini Kit (Qiagen Inc., Chatsworth, CA, USA) according to
the manufacturer’s instructions. RNA quality was assessed by evaluating the
optical density 260 to 280 ratio, and only RNA samples with optical density ratio
higher than 1.7 were analyzed, provided that a sufficient amount was available.
Total RNA was reverse transcribed to cDNA using the cDNA High Capacity Kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), according to manufacturer’'s

instructions, to a final volume of 20uL and stored at -20°C.
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Messenger RNA Quantification

The 5 nuclease assay was performed using the ABI 7000 Sequence
Detection System and TagMan Universal PCR Master Mix, composed by
AmpliTaq Gold® DNA polymerase, Amperase UNG, passive reference (ROX),
buffer and dNTP’s (Applied 58 Biosystems, Foster City, CA, USA). The design
and synthesis of the primers and fluorogenic probes for FOXP3 (Hs
00203958 _m1), TIM-3 (ID: Hs 00262170 _m1), KIM-1 (Hs 00273334_m1), TGF-
B (Hs 00170014 _m1l) and CTGF (Hs 00998133 _ml1l) mRNA were made by
Assays-by-DesignSM (Applied Biosystems, USA) and had already been tested
and validated previously by the manufacturer. 18s rRNA, due to its low inter
sample variability, was used as an endogenous control (Tagman PDAR
Endogenous Control, Applied Biosystems). Gene Expression Assays consisted
of 20 times concentrated (360uM) mix of PCR primers and Tagman® MGB
(Minor Groove Binding) probes. These assays are designed for the detection
and amplification of specific genetic sequences. All primers utilized are intron-
spanning to avoid genomic DNA amplification (Gene Expression
Assays/Custom Primers and Probes; Applied Biosystems, USA). The Tagman®
probes were labeled with FAM (6-carboxyfluorescein) as the reporter at the 5°
region and with TAMRA (6-carboxytetramethyl rhodamine) as the quencher at
the 3’ region dyes, except the endogenous control 18s rRNA that was labeled
with the dye VIC as the reporter. Gene expression relative quantification was
measured as a raise in fluorescence, resulting from amplification and probe
degradation. The cycle in which the fluorescence exceeds the detection

threshold is called Threshold Cycle (Ct). More specific template in a sample
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results in an earlier exceeding fluorescence. The 222! method was used to

perform the analyses.

Statistical Analyses

Data are presented as absolute numbers, means * standard deviations,
medians or percentages. Gene gquantifications are shown as box-plot graphics
with logarithmic transformation of the data. The mRNA levels were analyzed
using Kruskall-Wallis’s test with all treatment groups. Tukey’s test was used for
multiple comparisons among the various groups. Mann-Whitney’s test was used
for comparisons between two groups. Fisher's exact test was used to compare
qualitative variables. Multivariate analyses (linear regression) were performed to
identify independent associations. Pearson and Spearman coefficients were
used to evaluate correlations between gene expressions. All analyses were
performed using the SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)
program (version 17.0, Chicago, IL). The statistical significance level was

established as P less than .05.

Results

Table 1 shows the groups’ main demographic data, renal function and
relevant transplant information. Patients on group CI+AZA have undergone
transplantation for a significantly longer time than the others (P < 0.001). Sixty-
two percent of the patients were men, 88% were caucasian and 75% received
kidneys from deceased donors. No difference was observed in renal function

(creatinine levels or estimated GFR by MDRD equation) among the six groups.
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Gene expression analyses

Messenger RNA expression levels did not present normal distribution
and the medians are shown in table 2. Figure 1 shows a graphical
demonstration of mMRNA levels distribution through the different treatment
groups. Statistically significant differences were observed in the median mRNA
expression of TGF-B in blood and FOXP3, TIM-3, TGF- and CTGF in urinary
sediment (Table 2).

Comparisons between groups were performed, and are showed in Figure
2. As expected KIM-1 mRNA was not expressed in blood, therefore only urinary
measurements are shown.

FOXP3 mRNA in blood was significantly less expressed in patients on
CI+AZA as compared to patients on RAPA (P=0.049) or CI alone (P=0.039).
There was no statistically significant difference between other groups. Urine
measurements of FOXP3 mRNA showed higher expression in the group of
patients on MFA therapy as compared to the groups CI+AZA (P=0.004),
CI+MFA (P=0.003) and BLT+MFA (P=0.027), and also in RPM compared to
CI+MFA group (P=0.003).

TIM-3 mRNA measured in blood had significant expression in patients on
RPM therapy in comparison to the group CI+AZA (P=0.049). No statistically
significant difference was observed among other groups. TIM-3 mRNA
expression in urine was significantly higher in patients on MMF in comparison
with groups CI+AZA (P=0.005), RPM (P=0.003), CI+MFA (P=0.001) and
belatacept (P=0.021).

TGF-B mRNA in blood has significant expression on groups CI+MFA and

Cl, without statistical difference between these two groups (P=0.876). Patients

78



on CI+AZA treatment expressed significantly less TGF-f mMRNA compared to
groups CI+MFA (P=0.005), CI (P=0.014) and BLT+MFA (P=0.013). Patients on
CI+MFA expressed significantly less TGF-B mRNA in urine compared to all
other groups (group CI+AZA — P=0.008; group MFA — P=0.002; group RPM —
P=0.01; group CI — P=0.015; group BLT+MFA — P < 0.001). Groups CI+AZA
and RPM expressed less TGF-B in urine than patients of groups MFA and
BLT+MFA (CI+AZA x MFA — P=0.028; CI+AZA x BLT+MFA — P=0.001; RPM x
MFA — P=0.032; RPM x BLT+MFA — P=0.006).

Comparisons performed on CTGF mRNA expression in blood between
all groups did not show statistically significant differences. In urine, CTGF
MRNA was less expressed on CI+MFA group compared to all other groups but
Cl group (CI+MFA x CI+AZA — P=0.004; CI+MFA x MFA — P=0.001; CI+MFA x
RPM - P=0.01; CI+MFA x ClI — P=0.19; CI+MFA x BLT+MFA - P=0.001).
Additionally, MFA group expressed significantly more CTGF mRNA than groups
CI+AZA (P=0.028) and RPM (P=0.032).

KIM-1 mRNA expression in urinary cells was significantly higher in group
CI+AZA compared to group CI+MFA (P=0.019). No differences were found in
comparisons performed between other groups.

In order to evaluate the expression profiles associated to Cl use, groups
were rearranged in two. One with the patients whose immunosuppressive
regimens contained CI (groups CI+AZA, CI+MFA and CI) and other with
patients that were not receiving CI in their regimens (groups MFA, RPM and
BLT+MFA). Results are shown in Table 3. No statistically significant differences
were found on gene expressions in the peripheral blood. In the urinary cells

analyses, mRNA expression of FOXP3 (P=0.015), TIM-3 (P=0.008), TGF-B
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(P<0.001) and CTGF (P=0.005), but not of KIM-1 (P=0.553), were higher in
patients not taking CI.

To evaluate the role of mycophenolic acid on different mMRNA gene
expression, groups were rearranged accordingly its use: one group with
patients of former groups MFA, CI+MFA and BLT+MFA (receiving MFA) and
other with patients of previous groups CI+AZA, RPM and CI (not receiving
MFA). Comparisons are described in Table 3. The only statistically significant
difference was found for KIM-1 mRNA expression, that was higher in patients
not receiving MFA (P=0,017).

A strong correlation between FOXP3 and TIM-3 mRNA expression in
blood was found (Spearman’s coefficient 0.798; P<0.001); other statistically
significant correlations observed are listed in Table 4.

Multivariate analyses were performed in the search for independent
factors associated to mMRNA expression. Mycophenolic acid therapy (P=0.045)
and age (P=0.004) were independently associated with FOXP3 expression in
the blood. Serum creatinine level (P<0.001), estimated GFR (P<0.001) and
male gender (P=0.005) were associated with FOXP3 expression in urine. TIM-3
in the peripheral blood was independently associated to Caucasian ethnicity
race (P=0.015) and estimated GFR (P=0.006); serum creatinine levels
(P=0.022) and calcineurin inhibitor theraphy (P=0.01), rapamycin (P=0.012) and
belatacept use (P=0.008) use were independent factors for TIM-3 mRNA
expression in urine. KIM-1 urinary expression was associated to male gender
(P=0.049) and serum creatinine levels (P=0.023). Rapamycin therapy was
associated with CTGF mRNA expression in the peripheral blood (P=0.015);

urinary CTGF mRNA expression was not associated to any studied variable. No
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independent factors were found in association with TGF-B mRNA expression,

either in the blood or in the urine.

Discussion

The development of molecular tools to the non-invasive diagnosis of
allograft injuries is of utmost importance, not only to allow early and safer
diagnosis of these injuries but also to improve the knowledge of the different
pathophysiological mechanisms involved on CAN genesis (11). It could lead to
better comprehension about the interactions between allograft and
immunosuppressive drugs, allowing therapy adjustments on a much more solid
basis than the available today (3, 6, 11).

The objective of the present study was to uncover gene expression
profiles associated to the different immunosuppressive regimens in clinical
practice use, aiming at determine molecular signatures of cytotoxicity,
acceptance / tolerance, fibrosis and acute tubular injury, through combined

analyses of FOXP3, TIM-3, KIM-1, CTGF e TGF-B mRNA expression.

The profiles obtained are shown on figures 1 and 2. Patients on
calcineurin inhibitors and azathioprine use displayed significantly higher levels
of mMRNA of the KIM-1 gene in the urine than observed in the other groups. On
the other hand, blood FOXP3 and TGF-B along with urine TGF-B expression
appear suppressed on this group. An elevated, but not statistically significant
TIM-3 mRNA expression in blood was also found. Negative modulation of
FOXP3 on this group suggests a lower chance for tolerance or accommodation

development. The reduced TGF-B levels, however, suggest that fibrosis
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mechanisms are downregulated. The higher KIM-1 expression could be
associated to tubular injury presence, or yet to -calcineurin inhibitors
nephrotoxicity leading to IF/TA, according to a recent study that associate KIM-
1 to CAN in kidney transplantation with DGF (40). However this group of
patients has a significantly longer time after transplantation that could

compromise comparative analyses.

The group of patients on MFA therapy presented significantly higher
urine TIM-3, FOXP3, TGF-B and CTGF mRNA expression. Mycophenolic acid
therapy was shown to be an independent factor to blood FOXP3 expression.
These data suggest an association between MFA and mechanisms of tolerance
development and alloimmunity modulation, although activation of tissue fibrosis
mechanisms seems to be present, disagreeing with literature reports (59-63).
Previous studies demonstrate the MFA potential for renal function improvement
in patients with CI nephrotoxicity and CAN, also having a role as tissue fibrosis
and vascular proliferation suppressor, both processes associated to CAN

development (59-63).

Rapamycin therapy was characterized by higher mRNA expression of
TIM-3 and FOXP3 in the peripheral blood, and FOXP3 in urine; urine TGF-3
had minimal expression levels. Rapamycin is also an independent factor to TIM-
3 expression in urine. These results suggest the rapamycin role for tolerance
development and alloimmunity negative modulation, as already described in
previous studies that have demonstrated rapamycin capacity to determine

Tregs proliferation, in favor of acceptance immune processes (64-66). Urine
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TGF-B suppression suggests a RPM effect as a downregulator of fibrosis

mechanisms.

Patients receiving calcineurin inhibitors in combination with mycophenolic
acid had elevated levels of TGF-$ in blood, and also high TGF-B, CTGF and
KIM-1 expression in urine. This expression profile is associated to fibrosis
development and probably to CI nephrotoxicity, as described in several
previous studies (4, 40, 67-69). It also suggests that the CI role on CAN
development takes place despite MFA combined use. Importantly it was not
observed a considerable expression of FOXP3 or TIM-3 as it occurred with

patients on MFA therapy without concomitant calcineurin inhibitors.

Calcineurin inhibitors use, without any adjuvant drug was associated to
higher TGF-B expression in blood and urine, and elevated FOXP3 mRNA levels
in the blood. Here once more the association between fibrosis encoding genes
and CI therapy is apparent. However, differently from previous reports, the
elevated FOXP3 levels, suggesting immune system modulation, is unexpected

(59-61).

Belatacept was only associated to high TGF-f mRNA expression in the
urine, demonstrating a possible and not expected association with tissue
fibrosis mechanisms. Belatacept use has also shown to be an independent
factor for increased urine TIM-3 expression. These results agree with literature
data, where belatacept, who acts through a selective T cell blockade, appears
as less nephrotoxic compared to Cl and with potential to reduce CAN

progression perhaps by better controlling alloantigen related mechanisms (70).
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In order to evaluate calcineurin inhibitors effect, patients were rearranged
in two groups accordingly to Cl use (Table 3). It could be observed the
association between Cl and a lower expression of FOXP3, TIM-3, TGF- and
CTGF in urine. These novel data suggests that alloimmune mechanisms
instead of nephrotoxicity is perhaps the main factor in determining CAN, as
proposed in recent studies (71, 72). Besides, reduced levels of FOXP3 and
TIM-3 denote an association of Cl to alloimmunity activation mechanisms, as

found in other studies (59, 66).

Mycophenolic acid effect was also evaluated through a group
rearrangement based on MFA use (Table 3). Urine KIM-1 was significantly less
expressed in patients in MFA therapy, what could be associated to minor
progression to IF/TA (40). However, TIM-3 and FOXP3 were not significantly
expressed, differently from what was observed with the group of patients

receiving MFA alone.

In the present study we were able to reveal gene expression profiles
related to different immunosuppressive therapies. However we observed a
great variability of the mRNA expression levels among patients. The reasons for
such are not entirely clear but the small number of individuals enrolled and the
heterogeneity of biological human responses might have contributed. Other
possible explanations for some of the results were the low levels of urine
MRNA expression, stable renal function and the absence of significant
inflammatory or fibrotic processes on these patients. Studies in a larger
population would probably uncover stronger associations between gene

expression profiles and type of immunosuppressive regimens.
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From these preliminary data it is possible to suggest that several
pathophysiological processes are associated to CAN and other graft conditions.
These processes might include: (a) over expression of fibrosis related genes
denoting either a role for the immunosuppressive drugs in inducing this
condition or an uncontrolled immune response that elicits fibrosis mechanisms;
(b) increased expression of genes that are upregulated upon alloimune
activation; (c) decreased or increased mRNA expression of genes related to
mechanisms of accommodation and tolerance. The correlations between gene
expression profiles and specific immunosuppressive regimens may allow the
identification of wich mechanisms are operative or dominant. It seems clear the
association of calcineurin inhibitors to tissue fibrosis markers, of rapamycin and
mycophenolic acid and immune tolerance mechanisms and alloimmunity
modulation. Larger studies preferably with patients on immunosuppressive
agents monotherapy would better identify these associations and help
determining the role for molecular biomarkers for tailoring immunosuppressive

therapy.
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Table 1. Demographic and transplant data.

1 2 3 4 5 6

Parameter * (n=7) (n=6) (n=7) (n=15) (n=6) (n=11) P value’

Age (years) 51.5 + 10.6 48.4+7.4 49.3 +11.8 42.8+8.5 52 +16.6 58.4 + 9.9 0.234

Donor (living /
3/5 3/3 3/4 2/13 1/5 1/10 0.228
deceased)

Creatinine
1.28 +0.21 1.79+ 05 1.30+0.32 1.41 +0.35 1.33+0.36 1.21 +0.19 0.415
(mg/dL + sd)

Group 1 — azathioprine + calcineurin inhibitors; group 2 — mycophenolic acid; group 3 — rapamycin; group 4 — calcineurin inhibitors + mycophenolic acid;

group 5 — CI; group 6 — belatacept + mycophenolic acid. "Fischer'’s exact test. sd — standard deviation.



Table 2. mMRNA expression [median (interquartile range)]

Groupsl FOXP3 TIM-3 TGF-B CTGF KIM-1
Blood
1 0.157 1.441 0.226 0.151 -
(0.427) (3.025) (0.256) (0.289)
2 0.235 1.976 2.390 0.001 -
(2.790) (36.528) (4.337) (1.763)
3 0.695 28.790 1.938 0.592 -
(8.804) (106.262) (22.380) (33.061)
4 0.173 3.277 25.457 0.586 -
(0.837) (16.701) (183.860) (279.944)
5 1.348 8.296 24.342 7.253 -
(23.288) (554.039) (33.850) (37.753)
6 0.374 7.607 1.301 0.163 -
(0.617) (16.877) (5.495) (0.593)
P value 0.147 0.102 0.012 0.651 -
Urine
1 0.0002 0.0037 0.097 0.213 0.0089
(0.0007) (0.009) (0.139) (0.221) (0.588)
2 0.2513 0.1886 0.275 1.965 0.0009
(18.728) (1.468) (0.504) (3.673) (0.075)
3 0.0007 0.0018 0.06 0.155 0.0009
(0.4648) (0.005) (0.226) (0.741) (0.006)
4 0.0001 0.0001 0.0001 0.001 0.0009
(0.001) (0.001) (0.015) (0.067) (0.0001)
5 0.0002 0.0025 0.328 1.614 0.0009
(1.07) (46.796) (0.695) (7.138) (32.890)
6 0.0004 0.0124 0.461 0.343 0.0009
(0.103) (0.253) (3.317) (3.824) (0.0001)
P value 0.001 0.001 <0.001 0.001 0.142

* Group 1 — azathioprine + calcineurin inhibitors; group 2 — mycophenolic acid; group 3 — rapamycin; group
4 — calcineurin inhibitors + mycophenolic acid; group 5 — CI; group 6 — belatacept + mycophenolic acid.

"Kruskal-Wallis’ test.



Table 3. mMRNA expression and relation to calcineurin inhibitors (CI) and

micophenolic acid (MFA) use. [median (interquartile range)]

Gene Cl No-ClI MFA No-MFA
(n=29) (n=24) P value’ (n=32) (n=21) P value’
Blood
FOXP3 0.269 0.445 0.381 0.269 0.595 0.118
(1.189) (2.4147) (0.617) (2.768)
TIM-3 3.525 7.608 0.391 3.277 5.268 0.237
(15.046) (35.415) (16.4) (35.239)
TGF-B 2.779 1.551 0.218 2.337 0.433 0.184
(42.331) (6.213) (24.494) (22.381)
CTGF 0.341 0.163 0.213 0.3412 0.3151 0.452
(37.871) (1.733) (3.793) (10.614)
Urine
FOXP3 0,0001 0.002 0.015 0.0001 0.0004 0.941
(0.002) (0.465) (0.103) (0.002)
TIM-3 0,0007 0,008 0.008 0.0011 0.0037 0.756
(0.009) (0.028) (0.029) (0.009)
TGF-B 0.015 0.266 <0.001 0.144 0.1359 0.978
(0.155) (0.347) (0.462) (0.226)
CTGF 0.074 0.343 0.005 0.194 0.236 0.347
(0.296) (1.855) (0.995) (0.678)
KIM-1 | 0.00001 0.00001 0.553 0.00001 0.0028 0.017
(0.062) (0.003) (0.00001) (0.1297)

Mann-Whitney’s test
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Table 4. mRNA expression correlations — linear regression.

Correlation Spearman’s coefficient P value

TGF-B blood - CTGF blood 0.499 <0.001

FOXP3 urine - TGF-B urine 0.307 0.018

KIM-1 urine - TIM-3 urine 0.341 0.008

TIM-3 urine - CTGF urine 0.400 0.002
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Figure 1. mRNA expression in groups of patients under different

immunosuppressive treatment regimens.
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IC — calcineurin inhibitors; AZA — azathioprine; RPM — rapamycin; MMF — miyophenolic acid.
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Figure 2. Comparisons of mMRNA expression levels between groups of patients

under different immunosuppressive treatment regimens.
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Capitulo 6. Consideracdes Finais
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Considerando a revisdo da literatura e os resultados obtidos ao final do

estudo, conclui-se que:

1. O desenvolvimento de ferramentas moleculares para o diagndstico nao-
invasivo de agressao do enxerto em transplante renal € de suma importancia
ndo apenas por possibilitar a realizacdo de diagndsticos precoces de forma
menos arriscada, mas também por fornecer informacdes acerca dos
mecanismos envolvidos na génese dos processos fisiopatolégicos. Podendo
possibilitar, também, a compreenséo acerca das interacdes entre o enxerto e
as medicacdes imunossupressoras, favorecendo ajustes na terapéutica
possivelmente com embasamento muito mais soélido do que o disponivel

atualmente.

2. O objetivo do presente estudo foi delinear perfis de expressdo génica
associados aos diferentes esquemas de imunossupressdo em uso nha pratica
clinica atual, na tentativa de determinar, através da analise combinada da
expressao de FOXP3, TIM-3, KIM-1, CTGF e TGF-[3, assinaturas moleculares

de citotoxicidade, aceitagdo/tolerancia, fibrose e injuria tubular aguda.

3. O grupo de pacientes em uso de inibidores da calcineurina e azatioprina
apresentou expressao significativa de KIM-1 na urina em compara¢cdo com 0s
demais grupos; as expressdes de FOXP3 e TGF-B no sangue, e de TGF- na
urina, aparecem suprimidas nesse grupo. Houve expressdo aumentada de
TIM-3 no sangue, mas de forma nao significativa. A modulacdo negativa de
FOXP3 sugere que este grupo associe-se a menores taxas de
desenvolvimento de tolerancia; no entanto, os niveis reduzidos de TGF-

sugerem que os mecanismos de fibrose estejam menos ativos. A expressao
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aumentada de KIM-1 pode sugerir a presenca de dano tubular, ou ainda de
nefrotoxicidade associada aos inibidores de calcineurina e evolugéo a IF/TA.
No entanto, este grupo de pacientes apresenta maior tempo de seguimento
pés-transplante em relacdo aos demais, o que pode dificultar a analise

comparativa.

4. Pacientes em wuso isolado de &cido micofendlico apresentaram
expresséo significativamente aumentada de TIM-3, FOXP3, TGF-f e CTGF na
urina; houve expressao aumentada de TIM-3 no sangue, mas de forma nao
significativa. O uso de AMF foi considerado um fator independente para a
expressado de FOXP3 no sangue. Esses dados sugerem que AMF associe-se
ao desenvolvimento de tolerancia e modulacdo dos processos de alo-
imunidade, muito embora demonstrem a ativacdo de mecanismos de fibrose

tecidual, em contraponto aos achados descritos na literatura.

5. Pacientes em uso de rapamicina caracterizaram-se por expressao
aumentada de TIM-3 e FOXP3 no sangue e de FOXP3 na urina, além de niveis
minimos de expressao de TGF-f na urina. Rapamicina aparece, ainda, como
um fator independente para a expressao de TIM-3 na urina. Esses resultados
sugerem o papel da rapamicina no desenvolvimento de tolerancia e modulacéo
negativa da alo-imunidade. A supressdo de TGF-B na urina indica, ainda, a

capacidade de reduzir a ativacao dos processos indutores de fibrose.

6. O grupo de pacientes em uso de inibidores da calcineurina em
associacdo a acido micofendlico apresentou niveis elevados de TGF-B no
sangue, além de expressdao aumentada de TGF-B, CTGF e KIM-1 na urina. O

perfil de expressdo encontrado associa-se ao desenvolvimento de fibrose e
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by

possivelmente a nefrotoxicidade determinada pelo uso de inibidores da

calcineurina.

7. O uso isolado de inibidores da calcineurina associou-se a maior
expressdo de TGF-f em sangue e urina e FOXP3 no sangue, novamente
demonstrando a associacdo de marcadores de fibrose ao uso de IC; no
entanto, esse grupo parece ter o potencial de modular processos de aceitacao

imune, contrastando com dados presentes na literatura.

8. Belatacept associou-se apenas a expressdo aumentada de TGF-8 (e
CTGF, de forma nao significativa) na urina, sugerindo associacdo a
mecanismos de fibrose tecidual. Houve maior expressédo também de TIM-3 no
sangue, mas sem significancia estatistica. A utilizacdo de belatacept foi

considerada fator independente para expresséo de TIM-3 na urina.

9. Apesar de o presente estudo ter conseguido delinear padrbes de
expressdo génica, observa-se que o nivel de expressdo dos diversos genes
apresentou grande variabilidade entre os pacientes. Isso provavelmente é
decorrente do pequeno nimero de pacientes arrolado e da grande variabilidade
de espressdo @énica encontrada nesta situacdo. Estudos com maior
amostragem poderiam definir associagdes mais robustas entre expressao

génica e imunossupressores.

10. Observou-se, ainda, que os niveis de expressdo dos diferentes genes
em urina foram minimos. A estabilidade da funcéo renal dos pacientes e a
inexisténcia de processos inflamatérios ou fibréticos significativos pode

justificar a minima expressédo encontrada, uma vez que em muitos deles a
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pequena quantidade de células presentes na urina limitou a obtencdo de
quantidades significativas de mRNA, prejudicando, em alguns casos, as

analises de expressdo génica.

Conclui-se, assim, que varios processos fisiopatoldégicos encontram-se
associados ao desenvolvimento de nefropatia crénica do enxerto e de outras
condi¢cdes presentes nos transplantes renais, e que a andlise dos perfis de
expressdo génica nos varios regimes de imunossupressado permite identificar
associacao de diferentes processos a cada combinacao terapéutica. Evidencia-
se claramente a associagao dos inibidores de calcineurina aos marcadores de
fibrose tecidual, enquanto que rapamicina e micofenolato parecem mediar
processos de tolerancia imune e modulagcédo da aloimunidade. Estudos maiores
poderdo estreitar essas associacoes, determinando o real papel da expressao
de biomarcadores como ferramentas para o diagndstico nédo-invasivo das

condi¢cbOes que afetam os aloenxertos renais.
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Abstract

T cell immunoglobulin domain, mucin domain (TIM-3) messenger RNA
expression in the peripheral blood of kidney transplant recipients under

different immunosuppressive regimens.

Background. Non-invasive biomarkers are intensively searched but still an
unmet met need in the practice of organ transplantation. Accurate quantitative
tests that may allow immunosuppressive individualization are also missing. T
cell immunoglobulin domain, mucin domain (TIM-3) acts in the effector arm of

aloimmune responses.

Methods. Peripheral blood samples were drawn from stable kidney transplant
recipients who were divided in three groups according to their
immunosuppressive regimen (all receiving low dose steroids): (1) mycophenolic
acid derivatives (MFA) (6 patients); (2) rapamycin (RPM) (7 patients); (3)
calcineurin inhibitors (CI) (6 patients). TIM-3 mRNA expression was quantified

by real-time polymerase chain reaction.

Results. Medians of expression of TIM-3 mMRNA were 2.65 (interquartile range
45.18) on group MFA, 28.79 (IQR 106.26) on group RPM, and 61.33 (IQR
555.69) on group CI, with no statistically significant differences identified (P =
0.684). Caucasian ethnicity (P = 0.015) and estimated GFR (P = 0.006) were

found to be independently associated to TIM-3 mMRNA expression.

Conclusion. TIM-3 mRNA expression is similar in patients under the

immunosuppressive regimens studied.
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Introduction

Late allograft failure is a major drawback in kidney transplantation (1).
Non-invasive techniques for the detection of injuries and able to predict late
allograft dysfunction are strongly desired. Identification of mechanisms
associated to graft acceptance is also of outmost relevance, allowing
immunosuppressive therapy weaning or discontinuation and thus preventing its
long term toxicities (2, 3). The development of molecular biomarkers could not
only replace invasive procedures but also give a broader comprehension of the
immunological alterations associated to kidney transplantation (2-6). T cell
immunoglobulin domain, mucin domain (TIM-3) belongs to a family of genes
involved in the regulation of immune responses and tolerance induction that has
been evaluated as a non-invasive biomarker of acute rejection (7). In this
preliminary study we evaluated TIM-3 mRNA expression in the peripheral blood

of kidney transplant recipients under different immunosuppressive regimens.

Patients and Methods

Patients and Sample Collection

Nineteen stable kidney transplant recipients were evaluated. The
inclusion criteria were: (a) have the kidney graft for at least one year; (b) being
in the same immunosuppressive regimen for at least 3 months; (c) stable serum
creatinine; (d) estimated glomerular filtration rate (eGFR) by the MDRD
equation of at least 30 mL/min. Double-kidney transplants, HLA-identical or 6
HLA-matched (ABDr) recipients were excluded. All patients were on low dose
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steroids and were separated in 3 groups according to the other
immunosuppressive drug: [1] mycophenolic acid derivatives (MFA) (n=6); [2]

rapamycin (RPM) (n=7); [3] calcineurin inhibitors (CI) (n=6).

RNA Extraction and quantification

RNA was extracted from the peripheral blood by using QlAamp RNA
Blood Mini Kit (Qiagen Inc., Chatsworth, CA, USA) according to the
manufacturer’s instructions. Total RNA was reverse transcribed to cDNA using
the cDNA High Capacity Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The 5
nuclease assay was performed using the ABI 7000 Sequence Detection System
and TagMan Universal PCR Master Mix (Applied 58 Biosystems, Foster City,
CA, USA). The design and synthesis of the primers and fluorogenic probes for
TIM-3 (ID: Hs 00262170_ml1) mRNA were made by Assays-by-DesignSM
(Applied Biosystems, USA). 18s rRNA was used as an endogenous control
(Tagman PDAR Endogenous Control, Applied Biosystems). Gene expression

2-88C method.

relative quantification was made by the
Statistical Analyses

Data are presented as absolute numbers, means + standard deviations,
medians or percentages. The mRNA levels were analyzed using Kruskall-
Wallis’'s and Tukey’s test for multiple comparisons. Mann-Whitney’s and
Fisher’'s tests were used for comparisons between two groups. The statistical

significance level was established at P less than .05.
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Results

No differences were observed between groups on the main
demographical data, renal function and other relevant transplant information.
There were 13 (68%) males, 17 (89%) caucasoids and 12 (63%) received
kidneys from deceased donors. The mean age was 50.4 + 11.8 years; patients
had 5.7 + 2.5 years of follow-up after transplantation. Mean serum creatinine
level was 1.47 + 0.43 mg/dL and the eGFR was 55.67 + 15.18 mL/min/1.73 m?;

TIM-3 mRNA median levels of expression varied among groups: 2.65
(interquartile range 45.18) on MFA group, 28.79 (IQR 106.26) on RPM group,
and 61.33 (IQR 555.69) on CI group. No differences were found in gene
expression comparisons (P = 0.684). Figure 1 shows the logarithmic
transformed data for the treatment groups. In multivariate analyses caucasian
ethnicity (P=0.015) and eGFR (P=0.006) were independently associated to TIM-

3 mMRNA expression.

Discussion

In this preliminary work we analyzed only patients taking one
immunosuppressive drug in addition to steroids. No differences were found
among treatment groups. However, the levels of expression were low and these
data must be cautiously interpreted since only stable grafts were studied. Also,
we observed a great variability of the mRNA expression levels among patients.
The reasons for such are not entirely clear but the small number of individuals
and the heterogeneity of biological human responses might have contributed.
Studies in a larger population would probably uncover stronger associations

between gene expression profiles and type of immunosuppressive regimens.
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Correlating gene expression and immunosuppressive agents may be a
promising strategy, and improvements on these evaluations such as multiple
gene analyses could better identify these associations and help determining the

role for molecular biomarkers for tailoring immunosuppressive therapy.
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Figure 1.
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Log transformed TIM-3 mRNA expression in the peripheral blood of stable
kidney transplant recipients according the immunosupressive drug received.
MFA = mycophenolic acid; RPM = rapamycin; Cl = calcineurin inhibitor.

Kruskall-Wallis’ test.  Mann-Whitneys’ test.
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Anexo 2. Ficha para Coleta de Dados

Paciente:

Prontuério:

Data de nascimento:

Data transplante:

Esquema imunossupressor:

Doador: idade creatinina

DM2 pré-Tx: ( ) sim ( ) n&o
nao

HAS pré-Tx: ( ) sim ( ) néo
IPC:
Colesterol total:
HDL:

LDL:
Triglicerideos:
TSH:

Calcio:
Fosforo:

PTH:

Ht:

Hb:
Leucacitos:
AST:

ALT:

DM2 p6s-Tx: () sim

()
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