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RESUMO

O uso continuo de medicamentos imunossupressores é um dos fatores que impedem os
pacientes transplantados de atingirem tolerancia operacional. A literatura mostra a presenca de
quimerismo de células doadoras em receptores de orgdos e a importancia das células T
reguladoras (Tregs) na tolerancia operacional. Baseado nisso, avaliamos a presenca de
quimerismo de Tregs do doador em receptores de transplante renal e hepatico e sua associacao
com a evolucdo clinica dos pacientes. Com esse intuito, trinta e seis pacientes transplantados
de rim ou figado entre 2021 e 2023 foram submetidos a coleta de esfregaco bucal e sangue
periférico. O DNA extraido de amostras de swab bucal foi utilizado para a avaliacdo de
marcadores polimorficos usando a Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qPCR)
para identificar marcadores negativos no receptor que poderiam ser informativos em identificar
células do doador no sangue periférico. Posteriormente, Tregs foram isoladas de amostras de
sangue venoso periférico do receptor e o DNA foi extraido para analise de microquimerismo
por meio de qPCR. Os resultados obtidos demonstraram que 61% dos pacientes possuiam
quimerismo de células T reguladoras em niveis detectaveis por nossa técnica. Observamos
também uma associacdo entre quimerismo de Tregs e menores indices de rejeicao, sugerindo
que o microquimerismo de Tregs ndo so parece ser um forte preditor de auséncia de episodios
de rejeicdo, mas também que pode indicar melhor sobrevida do enxerto. Diante destes achados,
esse trabalho demonstra um potencial marcador de pacientes tolerantes, além de abrir portas
para novos estudos sobre a compreensao dos estimulos imunolégicos que mantém a presenca

dessas células no sangue periférico de receptores de rim e figado.

Palavras-chave: microquimerismo; tolerancia operacional; Tregs



ABSTRACT

The continuous use of immunosuppressive medications is one of the factors that prevent
transplant patients from achieving operational tolerance. The literature shows the presence of
donor cell chimerism in organ recipients and the importance of regulatory T cells (Tregs) in
operational tolerance. Based on this, we evaluated the presence of donor Treg chimerism in
kidney and liver transplant recipients and its association with the patient's clinical outcome.
For this purpose, thirty-six kidney or liver transplant patients between 2021 and 2023 underwent
oral swab and peripheral blood collection. DNA extracted from buccal swab samples was used
to evaluate polymorphic markers using Real-Time Polymerase Chain Reaction (qQPCR) to
identify negative markers in the recipient that could be informative in identifying donor cells
in peripheral blood. Subsequently, Tregs were isolated from recipient's peripheral venous blood
samples and DNA was extracted for microchimerism analysis using qPCR. The results obtained
demonstrated that 61% of patients had regulatory T cell chimerism at levels detectable by our
technique. We also observed an association between Treg chimerism and lower rejection rates,
suggesting that Treg microchimerism not only appears to be a strong predictor of the absence
of rejection episodes, but also that it may indicate better graft survival. In view of these
findings, this work demonstrates a potential marker of tolerant patients in addition to opening
doors for novel studies on understanding the immunological stimuli that maintain the presence

of these cells in the peripheral blood of kidney and liver recipients.

Keywords: microchimerism; operational tolerance; Tregs
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1 INTRODUCAO

1.1 Transplantes

1.1.1 Definicdes

O transplante é um procedimento cirtrgico que envolve a substituicdo de um 6rgao ou
tecido disfuncional por outro saudavel. Dependendo da origem do o6rgdo ou tecido
transplantado, ele pode ser categorizado como: autoenxerto, quando o enxerto € proveniente do
proprio paciente; aloenxerto, quando o doador é da mesma espécie do receptor, mas sao
geneticamente diferentes; e xenoenxerto, quando o enxerto é de um doador de uma espécie
diferente do receptor. Respectivamente, esses transplantes sdo classificados como
autotransplante, alotransplante e xenotransplante (BARKER; MARKMANN, 2013;
DANGOOR et al., 2014).

1.1.2 Historico
A histéria dos transplantes é repleta de desafios, contratempos, triunfos e avangos que

muitas vezes ndo foram reconhecidos na época. Diversas tentativas com autotransplante de
pele foram praticadas, mas apenas em 1869, Jacques-Louis Reverdin descobriu que a espessura
grossa desses enxertos de pele impedia a revascularizacao (BARKER; MARKMANN, 2013).
Em 1902, o cirurgido Emerich Ullmann da Escola de Medicina de Viena, realizou o primeiro
autotransplante de rim no pescogo de um cao (DANGOOR et al., 2014). Novos experimentos
com doadores caninos, caprinos e suinos foram praticados por ele, mas, todos malsucedidos,
decorrente de complica¢Ges anastomoticas vasculares (HATZINGER et al., 2016).

Embora o sucesso com os autoenxertos tenham comecado a surgir, a falha de
aloenxertos permanecia, até que, estudando aloenxertos de tumores em camundongos, o
bidlogo Carl Jensen hipotetizou que a falha ocorria em fungao de uma resposta imunolégica.
Entretanto, tal hipétese foi descartada por Paul Ehrlich, ao ndo detectar anticorpos no aloenxerto
e em fun¢do do conhecimento limitado da época sobre a imunidade humoral e especialmente
celular (BARKER; MARKMANN, 2013).

A dificuldade na técnica cirdrgica permanecia, até que o cirurgido francés Alexis Carrel
em parceria com o fisiologista Charles Guthrie superaram o problema da anastomose vascular
através do uso de uma nova técnica de sutura com agulhas e fios finos, habilidade técnica e

medidas rigorosas de assepsia, realizando com sucesso autotransplantes de rim, tireoide, ovario,
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coracdo, pulmdo e intestino delgado em diferentes espécies animais (BARKER;
MARKMANN, 2013; DANGOOR et al., 2014). Carrel também alcan¢cou um marco em sua
carreira ao observar que a refrigeracdo do enxerto reduzia seu metabolismo e o mantinha
preservado até o momento da perfusdao. Com sua experiéncia em transplante de 6rgaos, também
comecou a estudar alternativas para evitar a falha dos aloenxertos, como a compatibilidade
entre doador e receptor (BARKER; MARKMANN, 2013; HATZINGER et al., 2016).

Os dois primeiros xenotransplantes foram executados por Mathieu Jaboulay, mas ambos
trombosaram rapidamente. Ernst Unger persistiu com insucesso em dois xenotransplantes com
aloenxerto renal de macaco, que, segundo Unger, a falha ocorreu mediante alguma barreira
bioquimica entre humanos e macacos (BARKER; MARKMANN, 2013; HATZINGER et al.,
2016).

Ainda intrigados com o insucesso dos aloenxertos, em 1912, no laboratério de Ehrlich,
o médico alemdo Georg Schone demonstrou que os aloenxertos de pele falhavam mais rapido
apds novas tentativas com aloenxertos do mesmo doador, estabelecendo um dos principios da
Imunologia dos Transplantes: “a rejeicdio é um evento imunologico” (BARKER;
MARKMANN, 2013).

No final de 1920, o cirurgido e pesquisador americano James Murphy demonstrou que
o sistema linfoide exercia um papel fundamental na tolerancia ao aloenxerto tumoral, entdo,
com o intuito de prolongar a sobrevida do aloenxerto, diversas estratégias para eliminacao dos
linfécitos do receptor foram realizadas com sucesso. Embora Murphy nao tenha descoberto os
mecanismos responsaveis pela reducao do infiltrado linfocitario observado em relacdo aos
aloenxertos que falharam, tais evidéncias foram publicadas, mas ignoradas pela maioria dos
pesquisadores da época (BARKER; MARKMANN, 2013).

Com o fracasso das tentativas de alotransplante, entre as décadas de 1920 e 1930 o ritmo
de pesquisas e descobertas foram reduzidos, mas em 1933, o cirurgido Yurii Voronoy perfundiu
o primeiro aloenxerto renal humano de um doador cadaver decorrente de encefalite em uma
receptora com insuficiéncia renal aguda (IRA) por envenenamento com merctrio. Ele acreditou
que o mercdrio iria impedir uma reacdo imunol6gica, mas a receptora faleceu dois dias apés o
transplante ao receber uma transfusdao sanguinea com incompatibilidade do grupo sanguineo
ABO (DANGOOR et al, 2014; HATZINGER et al.,, 2016). Voronoy persistiu no
alotransplante em 6 pacientes, mas todos foram a 6bito (DANGOOR et al., 2014).

Entre as décadas de 1940 e 1950 foi observado novamente o fendmeno da memoria

imunolégica, mas em nada resultou de pratico, pois, mais uma vez, ndo foram encontrados
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anticorpos no aloenxerto. Baseado no conhecimento da relacdo entre imunologia e rejeicao,
tentativas de uso da cortisona e irradiacdo foram aplicadas a pacientes com falha de enxertia
mas, novamente, todas sem sucesso. Mesmo com a reprovacao da comunidade médica pelo uso
de transplantes como tratamento para a faléncia de 6rgaos, o urologista Richard Lawler insistiu
e despertou otimismo para continuacdo das pesquisas ao transplantar um rim com sucesso. O
feito inspirou a criagdo do primeiro programa de transplante renal humano na Franga, liderado
pelo cirurgido René Kiiss (BARKER; MARKMANN, 2013).

Desta vez, convictos de que o transplante renal era a esperanca para o tratamento da
doenca renal cronica, entre 1951 e 1953, dois grupos franceses transplantaram nove pacientes,
mas apenas o enxerto advindo de um doador vivo aparentado teve sobrevida em torno de 3
semanas, enquanto aqueles provenientes de doadores falecidos falharam dias ap6s o transplante
(BARKER; MARKMANN, 2013). O cirurgidao americano David Hume também realizou nove
transplantes renais, mas, embora quatro aloenxertos tenham apresentado alguma funcao renal,
apenas um teve sobrevida de quase 6 meses (HATZINGER et al., 2016). Com estes resultados,
novamente, o uso de aloenxertos renais em humanos foi desencorajado por médicos da época,
que acreditavam ser um tratamento infundado e antiético (BARKER; MARKMANN, 2013).

Frente a incerteza do transplante e aos riscos inerentes a uma nefrectomia de um doador
saudavel, em 1954, Joseph Edward Murray se deparou com diversas questoes médicas, éticas
e legais da época, ao transplantar o primeiro rim humano para um irmdo gémeo idéntico.
Contudo, o feito foi um sucesso e o enxerto permaneceu funcional por 8 anos, até que uma
insuficiéncia cardiaca levou o receptor a 6bito. Esse também foi um marco na histéria dos
transplantes, resultando no prémio Nobel de Medicina em 1990 (TAN; MERCHANT, 2019).

Ainda assim, o problema da incompatibilidade genética permanecia. Medawar, apos
uma conversa com seu colega de faculdade Hugh Donald, iniciou experimentos de enxertos de
pele em gado gémeo dizigotico. Contrariando as pessimistas expectativas, a maioria das vacas
aceitou o aloenxerto (BARKER; MARKMANN, 2013; FABRE, 2020). Perplexo com o
resultado, Medawar retornou a um trabalho de Ray Owen (1945), que demonstrou a presenca
de quimerismo de eritrocitos e células tronco em géemeos dizigoticos adultos. Logo, Medawar
concluiu que a tolerancia dos enxertos de pele ocorreu pelo quimerismo de leucécitos do doador
transferidos durante a vida intrauterina (BARKER; MARKMANN, 2013).

Apobs essa descoberta, Rupert Billingham, Medawar e a estudante de pds-graduacgdo
Leslie Brent iniciaram pesquisas em camundongos para inducao de quimerismo, inoculando

células do baco do doador em fetos intrauterinos. Apds o nascimento, eles observaram que
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todos os camundongos que tiveram as células do doador injetadas ndo tiveram rejeicdo ao
aloenxerto e que alguns camundongos quiméricos eram muito pequenos, entdo, propuseram
que era decorrente ao que chamamos hoje de Doenca do Enxerto Contra o Hospedeiro (DECH),
e, juntamente com outros trabalhos provaram que os linfocitos sao méveis, demonstrando a
importancia da imunidade celular nos transplantes. A descoberta do beneficio do quimerismo
ao transplante resultou no Prémio Nobel em 1966 a Medawar e repercute até hoje em ensaios
clinicos de inducdo de quimerismo para alcance da tolerancia imunologica (BARKER;
MARKMANN, 2013).

No ano seguinte apos as descobertas de Medawar e colaboradores, Joan Main e
Richmond Prehn estabeleceram que o quimerismo de células do doador no receptor promove
tolerancia ao aloenxerto, ap6s o uso de radiacdo para enfraquecimento do sistema imune de
camundongos e inoculacao de células da medula 6ssea alogénica. Em 1957, Murray aplicou a
estratégia em humanos e um dos pacientes sobreviveu 20 anos ap0s receber o rim de seu irmao
gémeo dizigbtico, sendo este, um marco em sua carreira (BARKER; MARKMANN, 2013).

Naquela época, drogas imunossupressoras nao recebiam a devida atencao por parte dos
pesquisadores envolvidos em estudos de transplantes, entretanto, esse cenario mudou apos
relatos de reducdo da resposta imune humoral e aumento da sobrevida de aloenxertos de pele
em coelhos submetidos ao tratamento com 6-mercaptopurina (6-MP). Em 1960, Roy Calne
constatou resultados semelhantes em aloenxertos renais de receptores caninos apos a
administracdo da 6-MP e seu derivado, a azatioprina, que se destacava por seu potencial de
toxicidade reduzido, estimulando a equipe de Brigham a iniciar o uso em humanos
(DANGOOR et al., 2014; SHARMA; SANER; BEZINOVER, 2022).

Posteriormente, Jean Hamburger e René Kiiss demonstraram que a infusdao de medula
0ssea do doador ndo era indispensavel ao realizarem transplantes bem-sucedidos entre nao
gémeos por meio da abordagem de irradiacdo total associado a 6-MP (BARKER;
MARKMANN, 2013). Entretanto, as altas taxas de mortalidade, complicacGes e graves eventos
adversos advindos da irradiagdo resultaram na suspensdao dessa estratégia terapéutica
(DANGOOR et al., 2014).

Em 1961, Murray iniciou o pioneirismo no transplante renal com uso de
imunossupressao entre individuos geneticamente nao relacionados. Embora a terapia tenha
controlado a rejeicdo, o paciente faleceu devido a toxicidade da droga. Murray persistiu no
transplante associado a menores doses de imunossupressao e somente na terceira tentativa ele

obteve sucesso, resultando em uma sobrevida do paciente de um ano. Contudo, foi em 1962
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que René Kiiss e sua equipe alcancaram um marco na histdria dos transplantes ao realizarem o
primeiro transplante renal bem-sucedido entre individuos ndo aparentados. O sucesso ocorreu
pelo uso de terapias imunossupressoras, otimizacdao da anastomose vascular e a posicdao
retroperitoneal do aloenxerto renal. Tais descobertas foram primordiais para o avango cientifico
no campo de imunossupressores (IS), com destaque a descoberta da ciclosporina, em 1976 e do
tacrolimus, em 1984. Esses avancos foram cruciais para impulsionar a criacdo de programas
nacionais de transplantes renal e o inicio de transplantes com outros érgaos, como figado e
coracao (DANGOOR et al., 2014; HATZINGER et al., 2016; TAN; MERCHANT, 2019).

Em 1963 Starzl e colaboradores pioneiramente realizaram a primeira tentativa de
transplante hepatico no mundo em uma crianca de 3 anos, que faleceu durante a cirurgia ap6s
disturbios de coagulacao (LINDEN, 2009). Apesar do uso da mesma terapia imunossupressora
aplicada ao transplante renal, a azatioprina e corticoides, os cinco primeiros pacientes faleceram
em menos de 23 dias (MEIRELLES JUNIOR et al., 2015).

A partir de 1967, Starzl iniciou com éxito o uso da globulina anti-tim6cito como regime
de imunossupressdo, porém as taxas de Obito por rejeicao cronica e infec¢oes decorrentes da
complexidade cirdrgica permaneciam altas, em torno de 70% (MEIRELLES JUNIOR et al.,
2015).

O Brasil também deixou sua marca no cenario do transplante hepatico, quando em 1988,
Silvano Raia realizou o primeiro transplante hepatico com doador vivo no mundo no Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdao Paulo, com registro de
sobrevida do paciente de 6 dias (MEIRELLES JUNIOR et al., 2015).

Apenas com a introdugdo do tacrolimus, também iniciado por Starzl em 1990 houve
melhora na taxa de sobrevida, em torno de 80-90% (MEIRELLES JUNIOR et al., 2015).
Paralelamente aos avancos nas técnicas cirurgicas e terapias imunossupressoras, as descobertas
no ambito da histocompatibilidade desempenharam um papel crucial na melhoria da sobrevida
dos pacientes transplantados. Um dos pesquisadores mais influentes na época, o médico Jean
Dausset, identificou através de estudos de tromboaglutinagdo e leucoaglutinagdo o primeiro
antigeno leucocitario humano (HLA). Essa descoberta abriu portas para a identificacdo de
diversos antigenos HLA por varios pesquisadores em todo o mundo. Um marco adicional em
sua carreira ocorreu quando ele demonstrou que os enxertos de pele entre irmaos com HLA
idénticos tinham sobrevida maior do que enxertos de individuos com haplétipos diferentes,
destacando assim a importancia da compatibilidade HLA no contexto da rejeicdao. Em

reconhecimento as suas descobertas, Dausset recebeu o prémio Nobel em 1980 (TERASAKI,
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2009).

Sabendo da relevancia dos anticorpos especificos contra o doador (donor-specific
antibodies ou DSA) no contexto da rejeicdo de enxertos, em 1964, Terasaki & McClelland
desenvolveram um teste in vitro para a identificacdo de DSAs pré-transplante: a prova cruzada
por citotoxicidade dependente de complemento (CDC). O teste foi adotado universalmente e
as taxas de rejeicao hiperaguda reduziram drasticamente. Com o passar do tempo, a prova
cruzada por CDC foi continuamente aprimorada e novas técnicas para andlise de
compatibilidade e deteccdo de anticorpos foram surgindo. Dentre essas inovagoes, destaca-se
a Prova Cruzada por Citometria de Fluxo, a Tipificacdo HLA e os Ensaios de Fase Sélida com
a plataforma Luminex, permitindo assim a escolha do melhor doador para pacientes

sensibilizados imunologicamente (MEHRA; BARANWAL, 2016).

1.2 Visdo geral da aloimunidade

A ativacdo da resposta imune no transplante inicia-se no procedimento cirdrgico, ao
retirar um 6rgao de um doador e o implantar em um receptor, desencadeando uma lesdo de
isquemia e reperfusdo, e consequentemente, um ambiente de inflamacdo estéril decorrente da
morte celular e da lesdo tecidual. Esse ambiente inflamatério expde padroes moleculares
associados a dano (DAMPs) que sdo reconhecidos por receptores de reconhecimento de padrdes
(PRRs), como os receptores do tipo Toll e ativam as células apresentadoras de antigeno (APCs)
(COZZI; COLPO; DE SILVESTRO, 2017; DUNETON; WINTERBERG; FORD, 2022). As
células T do receptor interagem entdao com essas APCs ativadas e realizam o
alorreconhecimento, que pode ser pela via direta, indireta ou semidireta, conforme a figura 1

(DUNETON; WINTERBERG; FORD, 2022).

1.2.1 Via direta de alorreconhecimento

Considerada por muitos anos como o principal mecanismo de rejeicdo ao transplante,
a via direta ocorre quando células dendriticas do doador presentes no 6rgao transplantado, em
resposta ao ambiente pro-inflamatério, aumentam a apresentacdo antigénica através da
regulacdo positiva da expressdao de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) e moléculas coestimuladoras e migram para os ganglios linfaticos para a interacdo com
os linfocitos T do receptor. Nesse momento ocorre interacao do complexo MHC-peptideo

presente nas APCs alogénicas com o receptor de células T (TCR) dos linfécitos T, que pode
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ativar tantas células T CD4"quanto T CD8"do receptor (RONCA et al., 2020; DUNETON;
WINTERBERG; FORD, 2022). Entretanto, estudos experimentais demonstraram que essa via
se restringe apenas as primeiras semanas ap0s o transplante, o que é compreensivel,

considerando o tempo de sobrevivéncia das células dendriticas do doador (DUNETON;

WINTERBERG; FORD, 2022; TAMARGO; KANT, 2023).

1.2.2 Via indireta de alorreconhecimento

Com o passar do tempo, células dendriticas do doador sdo eliminadas do enxerto e
substituidas por células dendriticas do receptor. Esse processo resulta em uma mudanca na
forma de apresentacdo dos aloantigenos, que ocorre predominantemente por APCs do receptor
(DUNETON; WINTERBERG; FORD, 2022). Neste mecanismo, denominado como
alorreconhecimento indireto, células dendriticas do receptor que migraram para o enxerto,
capturam, processam e apresentam os aloantigenos as células T do receptor nos 6rgaos linfoides
secundarios (COZZI; COLPO; DE SILVESTRO, 2017; DUNETON; WINTERBERG; FORD,
2022).

No alorreconhecimento indireto as respostas imunoldgicas sao duradouras e contribuem
significativamente para a progressdo da rejei¢do cronica. Apesar de células T CD8" ativadas
por essa via ndao serem consideradas relevantes na rejeicdo a aloenxertos vascularizados, as

células T CD4'ativadas pela via indireta desempenham um suporte essencial para a

aloimunidade de células T CD8 humoral e citotéxica (SIU et al., 2018).

1.2.3 Via semidireta de alorreconhecimento

No alorreconhecimento semidireto, o aloantigeno do MHC ¢é adquirido por vesiculas
extracelulares e apresentado por células dendriticas do receptor de maneira intacta (SIU et al.,
2018). Vesiculas extracelulares derivadas da membrana plasmatica, dos endossomos ou do
processo de morte celular programada contendo o complexo antigeno-MHC sdo liberadas por
APCs do doador e capturadas por células dendriticas do receptor, que apresenta esse complexo
as células T do receptor de maneira intacta. Essas vesiculas podem ser produzidas por células
parenquimatosas do doador anos apos o transplante (DUNETON; WINTERBERG; FORD,
2022).

O alorreconhecimento semidireto também pode atuar em conjunto com a via indireta,
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quando células dendriticas do receptor expressam os peptideos do complexo antigeno-MHC
adquirido das células do doador e ativam as células T CD4". Essas células T CD4 também
podem ativar outras APCs do receptor para a apresentacdo semidireta as células T CD8"do
receptor (DUNETON; WINTERBERG; FORD, 2022). Entretanto, os clones de células T
decorrentes da ativacdo da via semidireta sdo diferentes daqueles ativados pela via indireta,

mas sdo 0s mesmos que responderiam através do alorreconhecimento da via direta (SIU et al.,

2018).
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Figura 1: Mecanismos de alorreconhecimento. A ativacdo de células T em 6rgdos linfoides secundarios ocorre
através da interagdo cognata com moléculas HLA do doador em APCs do doador migradas (alorreconhecimento
direto), HLA do doador processado exibido pelas APCs receptoras (alorreconhecimento indireto) e moléculas
HLA do doador intactas nas APCs receptoras por meio de apresentacdo cruzada (aloreconhecimento semidireto)
(CALLEMEYN et al., 2022).

1.2.4 Sinais co-estimulatorios

Para uma resposta imune funcional ao aloantigeno, além do primeiro sinal, é necessaria
a ativacdo dos sinais co-estimulatérios (TAMARGO; KANT, 2023). As vias mais relevantes
no cenario do transplante incluem: a via CD28/B7, primordial para a funcdo de células T, que
resulta em aumento da producdo de citocinas, proliferacdo celular e inducao de proteinas
antiapoptoticas e a via CD40/CD154, que amplifica a resposta imune de células T e B ao
aloantigeno ao aumentar a expressao de moléculas MHC de classe II, CD80, CD86 e promover
a sintese de citocinas por APCs (MARTINEZ; ROSEN, 2005). Além dessas vias, evidéncias
apontam para o envolvimento do coestimulador induzivel de células T (ICOS), responsavel por
promover a sintese de citocinas relacionadas ao fenétipo Th1 e Th2, troca de isotipo e ativacao

de células B dependente de células T (MARTINEZ; ROSEN, 2005).
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1.3 Rejeicao
Atualmente, a rejeicdo no transplante renal é dividida principalmente em duas
categorias: rejeicdo mediada por células T (TCMR) e rejeicao mediada por anticorpos (ABMR),

que pode ser hiperaguda, aguda ou crénica (CALLEMEYN et al., 2022).

1.3.1 Rejeicdo mediada por células T

Na TCMR, células T CD4"desenvolvem resposta contra aloantigenos de classe II e se
diferenciam em células T auxiliares com fenotipos Thl, Th2 e/ou Th17 conforme as vias
transcricionais ativadas (MARTINEZ; ROSEN, 2005).

O fendtipo Thl desempenha um papel central na TCMR aguda. Ele promove um
ambiente pré-inflamatério mediado por IL-12, TNF e, sobretudo, IL-2 e IFN-y. Essas citocinas
amplificam a resposta, estimulando células T CD8citotoxicas, recrutando mondcitos e
macrofagos e desencadeando a liberagdo de mediadores inflamatorios soltiveis. Todas essas
alteracGes, em conjunto, intensificam o processo inflamatério e provocam lesdo tecidual
(MARTINEZ; ROSEN, 2005; COZZI; COLPO; DE SILVESTRO, 2017; RONCA et al., 2020;
DUNETON; WINTERBERG; FORD, 2022).

Embora células T CD4"com fenétipo Th2 tenham sido descritas como antagbnicas ao
fenotipo Thl, evidéncias indicam seu papel ativo na rejeicio aguda. As células Th2,
diferenciadas pela sintese de IL-4, podem desencadear uma ABMR através da proliferacdo de
células B ativadas pela IL-4, liberada pelas células Th1. Adicionalmente, hd& um aumento na
proliferacdo de eosindfilos, abundantes no inicio da TCMR, que secretam IL-13, IL-4 e IL-5,
com a IL-4 e IL-5 sendo responsaveis pelo feedback positivo (COZZI; COLPO; DE
SILVESTRO, 2017; RONCA et al., 2020).

A diferenciacdo das células Th17 é provocada por mediadores pré-inflamatérios como
IL-1, IL-6, IL-21, IL-23, TGF-f, prostaglandina E2 e HMGB-1. A liberacdao de TGF-f3 induz
a formacao de fibrose e a IL-17 potencializa o recrutamento de neutréfilos, ocasionando uma
inflamacao nos tabulos renais (tubulite) (RONCA et al., 2020; TAMARGO; KANT, 2023).

A TCMR também pode envolver as células T CD8"que, ap6s serem ativadas via MHC
de classe I, diferenciam-se em células T citotéxicas e migram para o enxerto para exercerem

atividade citotoxica, induzindo apoptose através da liberacao de perforina/granzima B e
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ativacdo da via Fas/FasL. O FasL trimeriza com o Fas expresso em células do enxerto e ativa
a caspase 8, resultando na morte celular programada das células do enxerto (MARTINEZ;
ROSEN, 2005; COZZI; COLPO; DE SILVESTRO, 2017).

A presenca de células T de memoria alorreativas antes do transplante é considerada um
fator de risco para a rejeicao do enxerto. Essas células sao geradas ap6s exposicdo prévia a
moléculas alogénicas de MHC, através de gestacGes, transfusdes sanguineas, transplante prévio
ou até por reatividade cruzada a antigenos microbianos. As células T CD4"de memoéria atuam
na ABMR por induzirem a sintese de anticorpos por células B, enquanto as células T CD8"de
memoria ocasionam citotoxicidade as células do enxerto. Além da rapida ativacdo e potente
atividade efetora, essas células, de modo geral, apresentam maior resisténcia aos tratamentos
IS (RONCA et al., 2020; DUNETON; WINTERBERG; FORD, 2022).

Clinicamente, no contexto do aloenxerto renal, os achados histolégicos caracteristicos
da TCMR sao compostos por inflamagao tubulointersticial e/ou arterite intimal e tubulite (nos
casos agudos), inflamacdo cortical total ou fibrose da intima arterial com inflamacao
mononuclear e formacdo de neointima. Essas alteracdes podem resultar, no caso do transplante
renal, em sinais e sintomas como anuria, edema, hipertensdao, aumento da creatinina sérica,
proteindria e disturbios metabolicos (TAMARGO; KANT, 2023). J4 a TCMR hepética nao
apresenta sintomas clinicos especificos, mas a bioquimica hepatica é caracteristica de colestase.
A histopatologia é vista com um denso infiltrado inflamatério com evidéncia de danos ao

epitélio biliar, aos hepatécitos e ao endotélio da veia porta e hepatica (RONCA et al., 2020).

1.3.2 Rejeicdo mediada por anticorpos

A ABMR é desencadeada principalmente por anticorpos anti-HLA especificos do
doador, mas, também pode ocorrer por anticorpos naturais, outros anticorpos contra antigenos
do grupo ABO, antigenos da superficie celular endotelial, antigenos de histocompatibilidade
menor e autoepitopos, como o receptor tipo I da angiotensina II, receptor de endotelina tipo A
e o proteoglicano perlecan (CALLEMEYN et al., 2022).

Na ABMR, células B reconhecem o aloantigeno através de seus receptores de
membrana, IgD e IgM. Em seguida, elas internalizam, processam e apresentam esse
aloantigeno as células T CD4"via MHC de classe II. Apds a ativagdo dessas T CD4", sinais co-
estimulatérios e citocinas liberadas pelas células T CD4'sdo fornecidos para a proliferacédo e

diferenciacdo das células B em células plasmaticas e células B de meméria (COZZI; COLPO;
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DE SILVESTRO, 2017; TAMARGO; KANT, 2023).

Os anticorpos secretados pelas células plasmaticas ativam a via classica do
complemento para a formacdo do complexo de ataque a membrana nas células endoteliais do
enxerto, resultando em morte celular e comprometimento da integridade vascular.
Paralelamente, as anafilotoxinas liberadas desencadeiam a degranulacdo de mastécitos, o
recrutamento de macréfagos e neutrofilos e a sintese de moléculas pré-inflamatorias, que irdo
potencializar a inflamacdo e ocasionar lesdo trombética e fibrose (COZZI; COLPO; DE
SILVESTRO, 2017; TAMARGO; KANT, 2023).

Outra via de lesdo tecidual mediada por anticorpos, mas sem o envolvimento da cascata
do complemento, é a citotoxicidade dependente de anticorpo (ADCC), conforme figura 2.
Nessa via, células NK, macréfagos e neutréfilos se ligam as células revestidas com anticorpos
através do receptor FcyRIIIA. Essa interacao, ativa células NK para liberacdo de granzimas,
perforinas e moléculas potencialmente citotoxicas, enquanto os macrofagos ativados liberam
espécies reativas de oxigénio, 6xido nitrico e TNF, contribuindo para a lesdo tecidual (COZZI;

COLPO; DE SILVESTRO, 2017).
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Figura 2: Citotoxicidade celular mediada por anticorpos. Células NK, mondcitos e macréfagos ligam-se a
fragdo constante de anticorpos anti-HLA especificos do doador que se envolvem com moléculas HLA do doador,
resultando na ativacdo celular e liberacdo de granulos citotéxicos (CALLEMEYN et al., 2022).

Do ponto de vista clinico, a ABMR renal aguda é caracterizada histopatologicamente
por inflamacdo microvascular, arterite intimal ou transmural, microangiopatia trombotica
aguda ou lesdo tubular aguda e inflamacdo microvascular, além da presenca de DSA circulante.
Adicionalmente a esses achados, na ABMR cronica, observa-se glomerulopatia de transplante,
multicamadas graves da membrana basal dos capilares peritubulares ou fibrose intimo-arterial
de inicio recente (TAMARGO; KANT, 2023).

No figado a ABMR aguda é caracterizada por hipertrofia de células endoteliais,
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dilatagcdo capilar portal, microvasculite com mondcitos, eosindfilos e neutréfilos e edema
portal/periportal, colestase e DSAs elevados, enquanto na ABMR cronica observa-se uma leve
inflamacdo portal, periportal e perivenular, hepatite leve, fibrose portal densa com
colagenizacao, venopatia portal obliterante, fibrose periductal e ductopenia (LEE; FIEL;

SCHIANO, 2021).

1.3.3 Rejeicdo hiperaguda

A rejeicdo hiperaguda ocorre logo apds as anastomoses vasculares e é diagnosticada no
momento do transplante. Ela ocorre pela presenca de anticorpos pré-formados contra moléculas
HLA ou antigenos ABO, mas sua incidéncia atualmente € rara, mediante aos testes de

histocompatibilidade realizados antes do transplante (TAMARGO; KANT, 2023).

1.3.4 Rejeicdo aguda

Com a evolucdo de medicamentos imunossupressores, os indices de rejeicdo aguda
também reduziram com o passar do tempo. Caracterizada pela piora aguda da fungdo do enxerto
e alteracdes histopatoldgicas agudas, a rejeicao aguda inicia-se principalmente através do
alorreconhecimento direto e indireto de células TCD4", e pode ser mediada por células T ou

por anticorpos (SIL et al., 2018; TAMARGO; KANT, 2023).

1.3.5 Rejeicdo crénica

Caracterizada pelo declinio progressivo e lento da funcdo do enxerto e alteracGes
histopatologicas cronicas, esse tipo de rejeicao ocorre normalmente ap6s um ano de transplante.
A disfuncdo do enxerto pode ser desencadeada por células T, aloanticorpos ou a juncao dos
dois, referida como rejeicao mista, e a presenca de DSA eleva o risco para a perda do enxerto

(TAMARGO; KANT, 2023).

1.4 Tolerancia imunolégica e as células T reguladoras
A manutencdo da tolerancia imunolégica a aloantigenos ocorre principalmente pela
tolerancia periférica. Os mecanismos subjacentes a essa tolerancia, envolvem a exclusdo ou

anergia de células T reativas aos aloantigenos, delecdao clonal de células alorreativas e a
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supressdo da resposta imune, exercida por células T reguladoras (Tregs). As Tregs sdo o
principal componente da tolerancia periférica, e podem se originar de células precursoras da
medula 6ssea, desenvolvendo-se no timo (Tregs naturais), ou se originarem na periferia, a partir
de células TCD4" FoxP3(Tregs induzidas) apds estimulo antigénico, em um ambiente
composto por citocinas anti-inflamatdrias, como a IL-10 e o TGF-f3, responsaveis por induzir
a expressao de FoxP3 (JUNEJA et al., 2022).

A supressao da resposta imune exercida por Tregs pode ocorrer por diversas vias que
interagem entre si. A regulacdo negativa das moléculas coestimuladoras, CD80 e CD86,
presentes nas APCs, e a interacdo dessas moléculas com receptor inibitério, CTLA-4, presente
nas Tregs, dificultam a ativacdo do segundo sinal e aumentam a expressdo de enzimas imuno
reguladoras, como a indoleamina 2,3-dioxigenase, que cataboliza o L-triptofano e esgota um
dos aminoacidos essenciais da ativacdo de linfocitos, inibindo assim a sua proliferacao celular
(ELLIAS et al., 2021). A proliferacdo de células alorreativas também ¢ inibida através da alta
expressdo de CD25" pelas Tregs, um dos componentes do receptor de IL-2, sendo a IL-2 a
principal citocina necessaria para a proliferacdo/manutencao das Tregs e estabilizacdo da
expressao de FoxP3. A capacidade supressora das Tregs também € caracterizada pela secrecao
de moléculas como TGF-f3, IL-10, IL-35, adenosina monofosfato ciclico, granzimas citoliticas
e perforinas, que resultardo em anergia e apoptose das células T alorreativas (BAROJA-MAZO

et al., 2016; CVETKOVSKI; HEXHAM; BERGLUND, 2021; ELLIAS et al., 2021).

1.5 Tolerancia Operacional

Os regimes de IS possuem boa eficacia no controle da rejeicdo aguda, entretanto, a
supressao do sistema imunoldgico é sistémica e a capacidade em diferenciar agentes infecciosos
e o proprio/enxerto é extremamente prejudicada, resultando em risco elevado de infeccdes
oportunistas, malignidades, toxicidade e danos a vasculatura, quando utilizados a longo prazo.
Esses pacientes possuem risco mais elevado de desenvolvimento de cancer de pulmao, rim,
figado, linfoma nao-Hodgkin, complicagdes por virus oncogénicos, como Epstein-Barr e
hepatite B, além de distirbios metabdlicos como diabetes, hiperlipidemia, hipertensao,
obesidade e doencas cardiovasculares (JUNEJA et al., 2022).

Por isso, alcancar a tolerancia imunologica do enxerto tém sido um dos grandes
objetivos no campo dos transplantes. Denominada como tolerancia operacional (TO), ela é

caracterizada pela auséncia de rejeicdo ao aloenxerto sem o uso de IS por no minimo um ano,
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e permanéncia da capacidade em responder a outros antigenos (ASHTON-CHESS et al., 2007).

A prevaléncia da TO é dependente do 6rgao transplantado. O figado, considerado um
orgao tolerogénico, ha relatos de que até 20% dos transplantados hepaticos podem alcancar
essa tolerancia. Por outro lado, em transplantados renais esses casos sao mais raros, enquanto
nos transplantes pulmonares, cardiacos e pancreaticos a TO nunca foi relatada (ASHTON
CHESS et al., 2007; BONTHA et al., 2018). Essas observacdes foram possiveis principalmente
por pacientes que nao aderiram a IS adequadamente e por casos de toxicidade medicamentosa
em que a IS foi suspendida, visto que a retirada intencional da IS é raramente adotada por
clinicos (ASHTON-CHESS et al., 2007).

Um estudo longitudinal associou episddios de rejeicdao a baixa frequéncia de Tregs pré
e pos transplante, mas a associacdo entre o numero de Tregs e a tolerancia ainda é bem
controversa. Enquanto alguns grupos tém encontrado uma correlacdo positiva entre pacientes
tolerantes e a frequéncia de Tregs no sangue periférico e no enxerto, outros ndao observaram
diferenca significativa. Ademais, é bem estabelecido na literatura que a capacidade supressora
das Tregs se mantém estavel em pacientes tolerantes, mesmo frente ao desenvolvimento da TO
(ASHTON-CHESS et al., 2007; CVETKOVSKI; HEXHAM; BERGLUND, 2021).

O estado tolerante é altamente diverso. Assim como a tolerancia pode ser transferida e
levar a proliferacdo de uma populacao de Tregs especificos do antigeno, esse estado tolerante
também pode ser perdido, mediante a reativacdo imunologica ou acumulo de lesdes no enxerto,
decorrentes da lesdo de isquemia e reperfusao, episddios agudos de rejeicao, idade do doador
e toxicidade medicamentosa, que levam a cicatrizacdo do enxerto e a longo prazo a perda do

enxerto (ASHTON-CHESS et al., 2007; ELLIAS et al., 2021).

1.5.1 Tolerancia operacional no transplante renal

A variabilidade do estado tolerante associado a variabilidade clinica e dos grupos de
pacientes estudados, dificulta a descoberta de um biomarcador preditivo de TO. Trabalhos de
analise de expressdo génica em transplantados renal tolerantes demonstraram uma regulacao
positiva de genes associados a regulacao do ciclo celular, aos marcadores de proliferacdo, aos
principais fatores de transcricdao e principalmente ao TGF-3, enquanto os genes regulados
negativamente estavam associados a ativacdo precoce e tardia de células T, a citotoxicidade e
a atividade pré-inflamatéria (BONTHA et al., 2018).

Em comparagdo com pacientes com rejeicao cronica e com funcdo do enxerto estavel
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sob uso de IS, os pacientes tolerantes apresentaram uma regulacao positiva dos genes GITR e
CD39, associados a Tregs de memoria (CD4" CD45RA™ FoxP3"s") e do gene GATAS3,
associado a um perfil anti-inflamatoério. Entretanto, um estudo posterior ndo encontrou
diferenca na expressdao de GATA3 (BONTHA et al., 2018).

A hiporresponsividade imunoldgica também é explicada por células B, decorrente do
aumento da expressao de BANKI1 e reducdo da expressao do receptor CD32a (FcyRIIa),
resultando em uma menor ativacao de linfécitos B. Além disso, genes como IRF4 e PRDM1,
envolvidos na diferenciacao em células plasmaticas, também sdo regulados negativamente em

células B (BONTHA et al., 2018).

1.5.2 Tolerancia operacional no transplante hepatico

O equilibrio entre a eliminagdo de patégenos transmitidos pelo sangue e a tolerancia a
antigenos alimentares derivados do intestino € resultado da resposta imune hepatica
extremamente controlada (BONTHA et al.,, 2018). Em condicdes de homeostase, células
dendriticas do figado possuem baixa expressao de MHC e de moléculas coestimuladoras, além
do elevado nimero de células do sistema imune envolvidas na homeostase e na regulacao
imunolégica hepética, como células NK, células NK T, células de Kupffer, células endoteliais
sinusoidais hepaticas, linfécitos intra-hepaticos e células dendriticas com perfil tolerogénico
(induzem numeros mais elevados de Tregs) (BONTHA et al., 2018; ELLIAS et al., 2021).

Essas caracteristicas imunoldgicas podem contribuir para a delecdo clonal e controle
regulatério de células T alorreativas periféricas, resultando no uso de baixas doses de IS de
inducdo e manutencao, menor risco de rejeicio cronica e aumento das chances de
desenvolvimento da TO, principalmente apds 5-7 anos do transplante, um periodo em que os
danos no aloenxerto ocasionados pela IS estdao bem estabelecidos (CVETKOVSKI; HEXHAM,;
BERGLUND, 2021; ELLIAS et al., 2021).

Diversos pesquisadores tém buscado marcadores que possam predizer os pacientes que
podem alcangar a TO. No contexto do transplante de figado, os principais biomarcadores que
ja foram associados ao estado tolerante sdo: aumento da razdo de células dendriticas
plasmocitarias/mieloide, aumento da expressdo de PD-L1/CD86, aumento da expressdao de
HLA-G em células dendriticas mieloides, aumento de células T CD4* CD25" 2" e da expressio
de RNA FoxP3 ao longo do desmame da IS, aumento de Tregs intra enxerto, baixa producao

de TNF e aumento de IL-10 (BAROJA-MAZO et al., 2016).
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Estudos de expressdo génica em pacientes hepaticos tolerantes ao enxerto
demonstraram uma regulacdo negativa de genes pro-inflamatorios, genes enriquecidos em
células Tyd, células NK e seus receptores NKG2D e CD160 e genes que regulam a mitose e
proliferacdo celular, sendo a maioria desses genes regulados pelo TGF-3 (BONTHA et al.,
2018; CVETKOVSKI; HEXHAM; BERGLUND, 2021). Curiosamente, alteracdes em
transcritos relacionados as células B, como observado em pacientes tolerantes ao aloenxerto
renal, ndo foram relatadas em transplantados hepaticos tolerantes, sugerindo que os
mecanismos imunologicos de tolerancia podem ser dependentes do tipo de 6rgao transplantado

(BONTHA et al., 2018).

1.5.3 Quimerismo e estratégias de inducdo da tolerancia operacional

O quimerismo é caracterizado pela presenca de células ou DNA de outro individuo
geneticamente diferente presentes no sangue ou em tecidos. Quando a porcentagem desse
quimerismo é inferior a 1%, ele é denominado como microquimerismo (GAMMILL; NELSON,
2010). O quimerismo pode ser misto, onde coexistem células autélogas e alogénicas ou
completo, quando todas as células hematopoiéticas sdo derivadas do doador (MESSNER et al.,
2019).

A associacdo positiva entre a presenca de quimerismo e a tolerancia é bem estabelecida
na literatura. Um estudo de inducdo de tolerancia imunoldogica em macacos, induziu
quimerismo misto das linhagens linfoide e mieloide antes do transplante renal através de um
protocolo baseado em um regime ndao mieloablativo, seguido de transplante de medula 6ssea
ou infusdo de esplendcitos do doador associado a administracdo do anticorpo monoclonal anti-
CD154. Eles observaram que os grupos que nao desenvolveram quimerismo misto, rejeitaram
o enxerto renal de forma aguda ou cronica, reforcando a importancia do quimerismo na inducao
da TO (KAWAI et al., 2004).

Na estratégia de inducdo de TO ao enxerto com o transplante de medula 6ssea seguido
de transplante com o aloenxerto do mesmo doador, presume-se que o quimerismo de medula
6ssea induz tolerancia através da delecdo clonal de células T alorreativas decorrente da
apresentacdo do “proprio” por células dendriticas do doador que migram para os linfonodos
(MESSNER et al., 2019). A hipétese de delecdo clonal nessa abordagem de inducdo de TO foi
reforcada através de um trabalho que identificou uma reducao nos clones de células T reativas

a antigenos do doador em receptores tolerantes ao sequenciar a regido hipervariavel TCR[3
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CDR3 de células T. Uma limitacdo dessa abordagem sdo os efeitos colaterais ao paciente, com
elevado risco de DECH, toxicidade e problemas de absorcao intestinal, fazendo com que essa
pratica ndo avancasse para a clinica (ASHTON-CHESS et al., 2007; MORRIS et al., 2015;
KWON et al., 2021).

Uma alternativa para eliminar esses riscos € a inducdo de quimerismo misto, na qual o
estabelecimento e manutencdo a longo prazo da TO é dependente de mecanismos reguladores
periféricos, como a proliferagio de Tregs FoxP3"(MESSNER et al., 2019). A estratégia de
inducdo de TO de Stanford em receptores de rim com HLA idéntico é baseada na deplecao
linfoide total apds o transplante, seguida injecOes intravenosas pés transplante de células
progenitoras hematopoiéticas CD34"do doador altamente enriquecidas e células T CD3". A
descontinuacdo da IS foi aplicada apenas em pacientes que alcangaram quimerismo misto e
apenas um paciente desenvolveu rejeicdao aguda 4 anos ap0s o transplante. Entretanto, ao aplicar
essa abordagem em pacientes com HLA incompativel, todos os receptores em que a IS foi
retirada desenvolveram rejeicdo aguda e a IS foi retomada (MESSNER et al., 2019).

Os protocolos de inducao de TO baseados em células, até 0o momento ndao demonstraram
efeitos colaterais graves e se mostraram seguros. Diversos tipos celulares estdo sendo
investigados em relacdo a capacidade de inducdo da TO, como células dendriticas, macréfagos
M2, células estromais mesenquimais ou células-tronco, Tregs e até mesmo a entrega de
aloantigenos via exossomos/fagossomos (BONTHA et al., 2018).

Um estudo clinico realizado em 2014 pela Northwestern University infundiu 60 dias
ap6s o transplante Tregs aut6logas policlonais associada ao uso continuo de sirolimus e
micofenolato em 9 receptores de rim de doadores vivos. Os pacientes ndo apresentaram
infeccdes oportunistas e apenas um paciente desenvolveu rejeicao subclinica (MATHEW et
al., 2018). Este e muitos outros estudos clinicos demonstraram bons resultados com a infusdao
de Tregs policlonais autélogas, mas a correlacdo entre o protocolo adotado e a evolugdo clinica
dos pacientes nao pode ser diretamente relacionada ao uso das Tregs aut6logas, visto que a

maioria das abordagens utilizaram IS de manutencdo (DAL et al., 2020).
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2 JUSTIFICATIVA

O transplante de 6rgdos é o Unico tratamento disponivel para a faléncia de 6rgaos e,
para minimizar a resposta imunologica do receptor ao enxerto, 0s pacientes necessitam fazer o
uso continuo de medicamentos imunossupressores. Embora esses medicamentos sejam eficazes
no controle da rejeicdo aguda, eles sdo subdtimos no que diz respeito a rejeicao crénica. Além
disso, seu uso prolongado pode ser altamente toxico e elevar o risco para malignidades,
infeccoes e outras comorbidades.

No entanto, relatos de pacientes que desenvolveram tolerancia ao enxerto apos nao
aderirem adequadamente aos imunossupressores e casos de suspensdo do medicamento por
toxicidade, langaram luz sobre o campo da tolerancia ao enxerto. Baseado nisso e nas estratégias
de inducgdo de quimerismo para alcance da tolerancia operacional, hipotetizamos que a presenca
de células T reguladoras do doador pudessem estar associadas a melhor tolerancia do enxerto.
Isso poderia servir como um marcador para predizer pacientes potencialmente tolerantes,
indicando candidatos para retirada da imunossupressao e eliminando assim os efeitos colaterais

desse tratamento.
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3 OBJETIVOS
Analisar o grau de quimerismo de células T reguladoras por Reacdo em Cadeia da Polimerase
em Tempo Real (qQPCR) e associar com a evolucao clinica de pacientes transplantados com

figado e rim.

3.1 Objetivos especificos

1. Estratificar os dados clinicos dos receptores de figado e rim (idade, sexo, doenca de base,
tipo de doador, nuimero de gestacOes, incompatibilidade HLA, tempo poOs transplante,

imunossupressao utilizada, histérico de rejeicdao e complicacdes infecciosas)
2. Validar marcadores genéticos de regides polimoérficas do DNA por qPCR singleplex;

3. Validar a qPCR para analise de microquimerismo de células T regulatérias alogénicas apos

o transplante;

4. Associar o grau de microquimerismo com a evolugdo clinica ap6s o transplante.



32

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Pacientes

Foram selecionados, retrospectivamente, 21 receptores de rim e 15 receptores de figado,
maiores de 18 anos, transplantados no Hospital Felicio Rocho entre 2021 e 2023. Para o grupo
de pacientes sem histérico de rejeicao, foram selecionados apenas pacientes sem histérico de
complicacdes clinicas ap0s o transplante. Dentre os pacientes renais com histdrico de rejeicao,
foram selecionados apenas os individuos cuja rejeicao foi confirmada por biépsia do enxerto.
Por outro lado, para os pacientes hepaticos, a inclusdao para o grupo com historico de rejeicao
baseou-se na avaliagdo clinica e laboratorial realizada previamente pelo médico responsavel.
Foram excluidos do estudo, pacientes transplantados com doador 100% compativel do mesmo
sexo do receptor, pacientes com graves complicacdes clinicas e pacientes com histérico de
retransplante ou transplante prévio de medula 6ssea alogénica. O termo de consentimento livre
e esclarecido (anexo) foi aplicado conforme o estudo aprovado pelo comité de ética do Hospital
Felicio Rocho (CAAE 77877417.9.1001.5125) a todos os individuos participantes antes da
coleta de sangue e swab bucal. As amostras de sangue periférico de voluntarios saudaveis foram

coletadas de participantes da comunidade.

4.2 Isolamento de células mononucleares do sangue periférico

A extracdo das células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foi baseada na
separacao por gradiente de densidade com ficoll, onde 40 ml de sangue venoso coletados em
tubos EDTA foram diluidos em 40 ml de solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) 1x e
adicionados a 3 tubos de 50 ml contendo 10 ml de ficoll para centrifugacdo de 30 minutos a
400g, sem frenagem. Apos a separacdo dos tipos celulares por migracao diferencial, conforme
figura 3, o buffy coat, contendo PBMCs e plaquetas, foram coletadas, lavadas com PBS 1x e
centrifugadas a 400g por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas
novamente com PBS 1x e centrifugadas por 10 minutos a 400g. Apos essa etapa, as PBMCs
foram ressuspendidas em 1 ml de PBS 1x para a contagem das células em camara de Neubauer
com solucdo de turk. Em seguida, a concentracdo das células foi ajustada para 1.108células/ml
utilizando a seguinte férmula:

Concentracao inicial x volume inicial = concentragdo final x volume final
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Figura 3: Isolamento de células mononucleares
https://pt.vwr.com/store/product/8060007/ficoll-paque-plus-and-ficoll-paque-premium-centrifugation media-
cytiva

4.3 Extracdo de células T CD4+ a partir de células mononucleares

A extragdo das células T CD4foi realizada com o kit MagniSort™ Human CD4 T cell
Enrichment Kit, baseado na separacdo magnética por selecao negativa (conforme figura 4).
Com as PBMCs extraidas e ajustadas para 1.10/8 células/ml foram adicionadas 20 ul de um
coquetel de anticorpos biotinilados para cada 100 ul de células, ou seja, a cada 1.10”células e
incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos para que os anticorpos se liguem as células
inespecificas. Em seguida, as células foram lavadas com PBS 1x e centrifugadas por 5 min a
300g para descartar o sobrenadante. Com as células ressuspendidas em PBS 1x em seu volume
inicial, foram adicionados 20ul de beads magnéticas revestidas com estreptavidina a cada 100ul
de células e incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente. Apos a incubagao, o tubo de 5
ml foi completado com PBS 1x e adicionado ao magneto por 5 minutos. Nesse momento, as
beads magnéticas se ligaram aos anticorpos ligados as células inespecificas pela interacdo nao
covalente da biotina com a estreptavidina e as células TCD4 ficaram intocaveis e prontas para

serem transferidas para um novo tubo de 5ml.
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Figura 4: Workflow da extracao de células TCD4" a partir de PBMCs
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/8804-6811-74?SID=srch-srp-8804-6811-74

Apo6s a extragdo das células TCD4", foi realizada a contagem das células em camara de
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Neubauer com solugdo de turk e a concentragdo celular foi ajustada para 1,5.10”células/ml
utilizando a seguinte férmula:

Concentracao inicial x volume inicial = concentracado final x volume final

4.4 Extracdo de células CD25+ a partir de células T CD4+

O isolamento de células Tregs, CD4" CD25", foi realizado com o Dynabeads®
Regulatory CD4" CD25" T Cell Kit. Para isso, 100ul de beads magnéticas revestidas com
anticorpos monoclonais de camundongo anti-CD25 humano foram adicionadas & 1,5.10”células
CD4"e incubadas por 25 minutos com inclinagdo e rotagdo. Apds a incubagio, foi realizada a
separag¢do magnética para remogdo das células CD4" CD25". Para otimiza¢do da purificagdo
das células CD4" CD25"ligadas as beads foram realizadas duas lavagens com PBS 1x. Apds as
lavagens, 40ul de DETACHaBEAD foram adicionados e incubados por 45 minutos com
inclinagdo e rotagdo para a remogao das beads ligadas as células CD4" CD25". Novamente as
células foram submetidas a separacao magnética para obtencao do sobrenadante (com as células
CD4"CD25") e lavadas duas vezes com o Meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) para
coleta das células residuais. Em seguida, foi realizada uma centrifugacao de 350¢g por 8 minutos
e as Tregs foram ressuspendidas em 200ul de RPMI para realizacdo da contagem celular em

camara de Neubauer com solugao de turk e extracao do DNA das Tregs.

4.5 Extracdo de DNA de células T CD4+ CD25+

A extracdo de DNA das células T reguladores foi realizada com o Kit Extracdo Mini
Spin Plus da BIOPUR. Para isso, 25ul de proteinase K e 200ul de tampdo de lise foram
adicionados a 200ul de Tregs e incubadas por 15 minutos a 56°C para que ocorresse a digestao
de proteinas, contaminantes e lise celular. Ap6s a incubagao, 210ul de etanol foram adicionados
a amostra. Posteriormente, a amostra foi transferida para uma coluna com membrana de silica
e centrifugada a 10.000 g por 1 minuto e 30 segundos para que o DNA se ligasse a membrana.
Para a remocdo dos contaminantes, foram realizadas duas lavagens com tampdes fornecidos

pelo kit e 0 DNA foi eluido com 100ul de tampao de eluicao previamente aquecido a 56°C.
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4.6 Extracdo de DNA de swab bucal

Para a extracdo de DNA de swab bucal também foi utilizado o Kit Extracdo Mini Spin
Plus da BIOPUR. Em um tubo de 1,5 ml, foi adicionado 200ul de PBS 1x no swab bucal e
incubado por 10 minutos a 56°C, seguida da mesma incubagdo com 25ul de proteinase K para
digestdo proteica. Posteriormente, para ocorrer a lise celular, foi adicionado 200ul de tampao
de lise e incubado por 2 horas a 56°C. Com o material proteico degradado e o DNA exposto,
210ul de etanol foram adicionados a amostra, seguido de uma centrifugacdo de 10.000 g por 1
minuto e 30 segundos em uma coluna com membrana de silica para a ligacdo do DNA a
membrana. Na sequéncia, para remocao dos contaminantes, foram realizadas duas lavagens
com tampdes fornecidos pelo kit e o DNA foi eluido com 200ul de tampdo de eluicao

previamente aquecido a 56°C.

4.7 Quantificacdao do DNA

As amostras de DNA do swab bucal e das Tregs foram quantificadas no equipamento
Fluorémetro Quantus com o kit da Promega QuantiFluor™ ONE dsDNA. Para a quantificagdo
foi adicionado 2ul do DNA e 198ul do QuantiFluor® ONE dsDNA Dye e incubado por 5
minutos sob o abrigo de luz. A concentracdo foi expressa em ng/ul e a concentragdo do DNA
do swab bucal foi ajustada para a mesma concentracdao do DNA das células Tregs conforme a
férmula:

Concentracao inicial x volume inicial = concentragdo final x volume final

4.8 Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR)

As gqPCRs foram realizadas através da tecnologia de sondas Tagman, caracterizada pela
clivagem de uma sonda especifica durante a etapa de extensao da fita de DNA e liberacdo do
corante reporter fluorescente detectado pelo equipamento de qPCR. As sondas Tagman eram
compostas pelos corantes reporter 5’ 6-carboxifluoresceina (FAM) e pelo corante quencher 3’
6-carboxi-tetrametil-rodamina (TAMRA). Os marcadores foram amplificados com iniciadores
e sondas descritos por ALIZADEH et al. (2002), conforme descrito na Tabela 1 e sintetizados
pela empresa Sigma-Aldrich Brasil Ltda.

Tabela 1: Sequéncia de iniciadores e sondas utilizadas para a gPCR



Nome Localizacao Iniciadores e sondas (5’ para 3’) Amplicon (pb)

F: GGTACCGGGTCTCCACATGA
SO1a 17q21.31 R: GGGAAAGTCACTCACCCAAGG 132
S: CTGGGCCAGAATCTTGGTCCTCACA

S01b F: GTACCGGGTCTCCACCAGG 131

F: GCTTCTCTGGTTGGAGTCACG
S02 Ypl11.2 R: GCTTGCTGGCGGACCCT 210
S: CTGCACCACCAAATCATCCCCGTG

F: CTTTTGCTTTCTGTTTCTTAAGGGC
S03 6925.3 R: TCAATCTTTGGGCAGGTTGAA 226
S: CATACGTGCACAGGGTCCCCGAGT

F: CTGGTGCCCACAGTTACGCT
S04a 9q34.2 R: AAGGATGCGTGACTGCTATGG 168
S: TCCTGGCAGTGTGGTCCCTTCAGAA

S04b R: AGGATGCGTGACTGCTCCTC 167

F: AAAGTAGACACGGCCAGACTTAGG
S05a 20 R: CATCCCCACATACGGAAAAGA
S: CCCTGGACACTGAAAACAGGCAATCCT

S05b 20q11.22 F: AGTTAAAGTAGACACGGCCTCCC

F: CAGTCACCCCGTGAAGTCCT
S06 1p R: TTTCCCCCATCTGCCTATTG
S: CCCATCCATCTTCCCTACCAGACCAGG

F: TGGTATTGGCTTTAAAATACTGGG
S07a R: TGTACCCAAAACTCAGCTGCA 107
: TCCTCACTTCTCCACCCCTAGTTAAACAG

wn

Xp11.21

i

S07b : GGTATTGGCTTTAAAATACTCAACC 93
R: CAGCTGCAACAGTTATCAACGTT

1

: CTGGATGCCTCACTGATCCA

S08a R: TGGGAAGGATGCATATGATCTG

124.1-24.3 : CTCCCAACCCCCATTTCTGCCTG 13

wn

S08b F: GCTGGATGCCTCACTGATGTT

F: GGGCACCCGTGTGAGTTTT
S09a R: TCAGCTTGTCTGCTTTCTGGAA
17p11.2 S: TGGAGGATTTCTCCCCTGCTTCAGACAG

S09b R: CAGCTTGTCTGCTTTCTGCTG
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F: GCCACAAGAGACTCAG
S10a R: TGGCTTCCTTGAGGTGGAAT
18 S: CAGTGTCCCACTCAAGTACTCCTTTGGA

S10b F: TTAGAGCCACAAGAGACAACCAG

F: TAGGATTCAACCCTGGAAGC
Slla R: CCAGCATGCACCTGACTAACA 188
l1ql4.1 S: CAAGGCTTCCTCAATTCTCCACCCTTCC

S11b F: CCCTGGATCGCCGTGAA 178

F: GGACTGAGGCTCCCACCTTT
GAPDH 12p13.31 R: GCATGGACTGTGGTCTGCAA
S: CATCCAAGACTGGCTCCTCCCTGC

F: iniciador direto; R: iniciador reverso; S: sonda

As reacoes de PCR foram realizadas com 10ul de DNA (na mesma concentracao da
quantificacdo do DNA das células Tregs), 600nM de iniciador direto, 600nM de iniciador
reverso, 200nM de sonda e 10ul de master mix 2x (Promega GoTaq™ Probe qPCR Master
Mix) para um volume final de 22,8ul. Em todas as reagdes foram utilizados agua para
biologia molecular, um pool de DNAs e o gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH)
como controle negativo, controle positivo para o marcador e controle positivo interno,
respectivamente. A ciclagem da PCR foi definida conforme descrito na tabela 2 e a

amplificacdo foi realizada pelo equipamento Applied Biosystems® 7500.

Tabela 2: Ciclagem da qPCR

Numero de ciclos Tempo Temperatura
1 2 minutos 50°C
1 10 minutos 95°C
45 segundos 95°C
45
60 segundos 60°C

4.9 Triagem de marcadores por reacao em cadeia da polimerase em tempo real

Para a etapa de triagem dos marcadores positivos do receptor, foram testados os
marcadores SO1a, SO1b, S02, S03, S04a, S04b, S05a, SO5b, S06, S07a, SO7b, S08a, S08b,
S09a, SO9b, S10a, S10b, S11a, S11b, GAPDH no DNA do swab bucal, o qual, assim como o

controle positivo, foram ajustados previamente para a mesma concentracdo encontrada no



DNA das Tregs.

4.10 Deteccdo de microquimerismo por reagao em cadeia da polimerase em tempo real
Apos a triagem de marcadores, quando possivel, um minimo de trés marcadores
negativos no swab bucal e 0o GAPDH foram testados utilizando o DNA das Tregs extraidas

a partir do sangue periférico.

4.11 Quantificacdo do microquimerismo

Para quantificar a porcentagem de microquimerismo, os threshold cycles (Cts)
encontrados nas reagcdes de qPCR de todos os marcadores foram interpolados em uma curva
de diluicio de DNA para identificar a concentracdo relativa de DNA encontrada. A
porcentagem de quimerismo em cada marcador foi determinada pela razdo entre a
concentragdo de DNA encontrada no GAPDH e a concentracao de DNA encontrada no
marcador testado. O resultado foi expresso como a porcentagem média de quimerismo

encontrada nos marcadores testados.

4.12 Analise estatistica

Os dados obtidos nos testes foram analisados pelo programa GraphPrism 8.0.1.
Foram realizados os Testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis, considerando p>0,05 sem

significancia estatistica, *p<0,05 e **p <0,005.
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5 RESULTADOS

5.1 O conjunto de marcadores consegue diferenciar individuos

Para avaliarmos o quimerismo de células sanguineas, desenvolvemos um teste
baseado em qPCR que utiliza 19 polimorfismos bialélicos, conforme descrito anteriormente
Alizadeh e colaboradores (2002). Para avaliar a capacidade desse conjunto de marcadores
em diferenciar os individuos, foram realizadas reacdes de qPCR, em duplicata, com sangue
periférico de 11 voluntarios saudaveis. A partir da tabela 3 é possivel observar que o conjunto
de marcadores conseguiu diferenciar todos os voluntarios, entretanto, os marcadores SO1a,
S05a e S11b foram positivos em todos os individuos testados. Além disso, também foi
possivel verificar a especificidade do marcador S02, presente no cromossomo Y. Apenas

voluntarios do sexo masculino foram positivos para esse marcador.

Tabela 3: Marcadores positivos em individuos voluntarios
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S08b

S09a

S09b

S10a

S10b

Slila

S11b

5.2 Validagdo da qPCR

Para validar o teste padronizado, foram realizadas qPCRs em duplicata técnica e
biologica com todos os marcadores. Com o DNA de cinco voluntarios saudaveis na
concentracdo de 10ng/ul, foram testadas seis dilui¢des seriadas de amostras de DNA com
agua ultrapura. A partir disso, realizamos a correlacao dos valores médios de Cts de cada
diluicdo para todos os marcadores, até a diluicdo onde o marcador foi indetectavel (Figura
5). Assim, foi possivel determinar uma equacdo da reta para cada marcador, para que as
eficiéncias das reacdes de qPCR fossem avaliadas pelo valor de slope. Segundo a literatura,
uma reacdo com eficiéncia de 100% possui valor de slope de -3,32. Nossos resultados
demonstraram um slope médio de -3,387 para todos os marcadores (Figura 5), indicando
reacdes com alta eficiéncia e boa precisdo para determinacdo da concentracdo de amostras
por meio dessas curvas, apoiada pelos coeficientes de correlacdo (R?) obtidos, que variaram
de 0,95 a 0,99. A sensibilidade e a linearidade dos primers encontradas, foram de 0,1ng/ul,
ambas com variacdao de 0,1ng/ul a 0,001ng/ul (Figura 5), demonstrando limite de deteccao

e precisdo satisfatérios.
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Figura 5: As reacoes de qPCR possuem resultados satisfatérios para a eficiéncia, sensibilidade e
linearidade. Representagdo grafica das concentragdes de 10; 1; 0,1; 0,01; 0,001 e 0,0001 ng/ul de DNA em
escala logaritmica e sua correlacdo com o Ct médio encontrado nas duplicatas de cada diluicdo. Todos os
marcadores foram testados por gPCR (S01a, S01b, S02, S03, S04a, S04b, S05a, S05b, S06, S07a, S07b, S08a,
S08b, S09a, S09b, S10a, S10b, S11a, S11b e GAPDH). Os valores de R?e as equagdes da reta foram analisadas

por regressao linear.

As eficiéncias de amplificacdo dos marcadores foram calculadas a partir dos valores

de slope. A eficiéncia média foi de 0,97, com variacao de 0,88 a 1,09. Esses resultados,
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apresentados detalhadamente na tabela 5, indicam boa eficiéncia de amplificacao, reforcando

a confiabilidade e precisao do teste.

Tabela 4: Eficiéncia de amplificacao

Marcador Eficiéncia
SOla 1,03
S01b 0,98

S02 0,95
S03 1,01
S04a 1,09




S04b 1,07
S05a 0,92
S05b 0,98
S06 0,90
S07a 0,95
S07b 0,98
S08a 0,88
S08b 0,91
S09a 1,00
S09b 1,00
S10a 0,99
S10b 1,05
Slla 0,96
S11b 0,92
GAPDH 0,88

5.3 Simulacdo de quimerismo

Para avaliar a capacidade do teste em detectar a presenca de quimerismo foram
realizadas duas quimeras artificiais de sangue periférico com proporcdes de 5% e 25% para
os marcadores S06, SO7a e S10a. A correlagcdo entre as quimeras e os valores de Ct esta
demonstrada na figura 6A. Todas as reacdes de qPCR detectaram a presenca de quimerismo
em todas as amostras testadas, com R?variando de 0,68 a 0,88, uma diferenca que pode
atribuida a variagao da eficiéncia no processo de extracao de DNA.

Para simular a ocorréncia de quimerismo, onde ha a presenca de duas células
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geneticamente diferentes no sangue periférico, e avaliar a acuracia da quantificagdo, foram
simuladas quimeras artificiais em concentracdes de 10%, 1%, 0,1%, 0,01% e 0,001% de
PBMCs de dois individuos distintos. Foi observado uma excelente correlacdo entre o
quimerismo simulado e o quimerismo calculado para os marcadores SO1b e S08b, com R?de
1,00 e 0,99, respectivamente, além de uma capacidade de deteccdo de até 0,1% de
quimerismo, conforme ilustrado na figura 6B.

Por fim, quimeras artificiais de DNA em fragdes de 25%, 50% e 75% também foram
simuladas para os marcadores SO1b, S02, S03, S04a, S04b, S06, S07a, S08a, S09b, S10a,
S1la. A relacdo entre o quimerismo simulado e o quimerismo calculado foram satisfatorias,
com R? oscilando de 0,94 a 0,99, detalhado na figura 6C, ressaltando a acuracia e eficacia da

gPCR em quantificar diferentes niveis de quimerismo.
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Figura 6: As reacoes de qPCRs sdo capazes de detectar quimerismos. A. Associacdo do Ct das reagoes de
gPCR dos marcadores S06, S07a e S10a com quimeras de sangue de 5% e 25% simuladas artificialmente. B.
Quimeras de PBMC simuladas artificialmente de 10%, 1%, 0,1%, 0,01% e 0,001% testadas em dois marcadores
informativos (S01b e S08b). C. Esquerda: Quimeras de DNA de 25%, 50% e 75% simuladas artificialmente,
testadas em duplicata, em onze marcadores informativos (S01b, S02, S03, S04a, S04b, S06, S07a, S08a, S09b,
S10a, S11a). C. Direita: Valores de R% Todos os valores de R*foram analisados por regressio linear.



5.4 Dados clinicos dos pacientes

Para aplicar nossa hipotese, foi realizada um recrutamento de participantes de uma
coorte retrospectiva de pacientes transplantados renais e hepaticos. Dentre os pacientes
renais, a mediana da idade foi de 53 anos e as principais causas de perda do enxerto foram
glomerulonefrite cronica, causa desconhecida e doenca renal policistica autossomica
dominante. O tempo médio pés transplante foi de 11 meses. 42% dos pacientes tiveram
algum episodio de rejeicdo sendo a rejeicdo celular aguda como maioria dos casos. Em
relacdo aos episodios de infeccdo, as mais prevalentes foram infeccdo por citomegalovirus
(CMV) (72,7%) e infeccdo do trato urinario (36,3%).

A mediana de idade dos pacientes hepaticos foi de 62 anos, sendo a maioria
individuos do sexo masculino. O principal motivo de perda da funcdo hepatica ocorreu por
hepatite alcoodlica, associada ou ndo ao carcinoma hepatocelular e a doenca hepatica
gordurosa ndo alcodlica. O tempo médio de coleta das amostras apds o transplante foi de 16
meses. Todos os casos de rejeicao (20%) foram decorrentes de rejeicdo celular aguda e
33,3% dos pacientes tiveram algum episodio de infec¢do com causas variadas: CMV, herpes
labial e genital, tuberculose, candidiase e pneumonia.

Na tabela 4 sdo apresentados detalhadamente os dados clinicos dos pacientes

coletados.

Tabela 5: Dados clinicos
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Renal (n = 21) Hepatico (n = 15)
Idade dos participantes (anos)
Média (SD) 50,95 (10,64) 60,93 (6,19)
Mediana (intervalo) 53 (38) 62 (24)
Sexo, n (%)
Masculino 11 (52,4) 14 (93,4)
Feminino 10 (47,6) 1(6,6)
Gestacao antes do transplante, n (%) 9 (42,8) 1(6,6)
Doenca de base, n (%)
Glomerulonefrite crénica 6 (28,7) 0
DRPAD 3(14,4) 0
Glomeruloesclerose segmentar focal 1(4,7) 0
Nefropatia por IgA 1(4,7) 0
Diabetes tipo I + hipertensao 1(4,7) 0
Displasia renal + hipertensao 1(4,7) 0
Diabetes 1(4,7) 0
Intoxicacdo por dietilenoglicol 1(4,7) 0
Hipertensao 1(4,7) 0
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Desconhecida 5(23,9) 1(6,6)
Etanolica 0 6 (40)
Etandlica + CHC 0 3 (20)
Etan6lica + DHGNA 0 2 (13)
Etanolica + Hepatite C + CHC 0 1(6,6)
CHC + Hepatite C 0 1(6,6)
DHGNA + diabetes 0 1(6,6)
Tempo pés transplante (meses)
Média (SD) 10,67 (5,32) 15,77 (7,37)
Mediana (intervalo) 10,30 (26,2) 15,3 (24,4)
Numero de mismatches HLA
Média (SD) 3,52 (1,57) NSA
Mediana (intervalo) 4(6) NSA
Rejeicao, n (%)
Humoral aguda 1(11,1) 0
Celular aguda 7(77,8) 3 (100)
Celular cronica 1(1L1) 0
Imunossupressao de indugao, n (%)
Timoglobulina + solumedrol 17 (80,9) 0
Basiliximabe + solumedrol 3(14,3) 2 (13,3)
Solumedrol 1(4,8) 13 (86,7)
Imunossupressao de manutencao, n (%)
Micofenolato 1(4,7) 0
Tacrolimus + sirolimus 3(14,3) 0
Tacrolimus + sirolimus + prednisona 2(9,5) 0
Tacrolimus 0 6 (40)
Tacrolimus + micofenolato + prednisona 15 (71,4) 8(53,3)
Tacrolimus + everolimus 0 1(6,6)
Episddios de infec¢do, n (%) 11 (52,4) 5(33,3)
CMV 8(72,7) 1(20)
Herpes labial 0 1 (20)
Herpes genital 1(9,1) 1(20)
Herpes Zoster 1(9,1) 0
Infecgdo do trato urinario 4 (36,3) 0
Pneumonia 0 1(20)
Tuberculose 0 1 (20)
Ferida operatoria 1(9,1) 0
Sepse 1(9,1) 0
Candidiase 0 1(20)

CHC: carcinoma hepatocelular; DRPAD: doenca renal policistica autossomica dominante; DHGNA: doenca

hepética gordurosa ndo alcoolica; CMV: citomegalovirus
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5.5 Extracao de DNA de células T reguladoras

Para realizar a analise de quimerismo, o DNA de Tregs foi extraido a partir de
amostras de sangue periférico coletadas dos pacientes. As concentracdes de PBMCs, células
T CD4'e Tregs foram semelhantes em pacientes renais e hepaticos (Figuras 7 A, B e C).
Conforme esperado, a medida em que a extracdo de cada tipo celular era realizada, a
concentragao celular reduzia. Apos a extracao de Tregs, o DNA dessas células foi extraido
e obtivemos uma concentracao meédia de 0,4 ng/ul, com mediana de 0,253ng/ul, sem

diferenca estatistica entre os dois grupos (Figura 7D).
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Figura 7: Extracao de DNA de células T reguladoras de transplantados renal e hepatico. A. Quantificacdo
de PBMC/mL. B. Quantificacdo de células T CD4*/mL. C. Quantificacdo de células T reguladoras (CD4*
CD25%)/mL. D. Concentragdo de DNA de células T reguladoras em escala logaritmica. Os valores da figura
7D foram analisados pelo Teste de Mann-Whitney (p> 0,05).

5.6 Triagem de marcadores positivos

A frequéncia de marcadores positivos nas amostras de swab bucal dos pacientes
variou de 36 a 97%, com excecao do marcador S05a, positivo em todos os pacientes testados
(tabela 6). Todos os pacientes possuiam de 1 a 8 marcadores que poderiam ser informativos,
isto é, marcadores negativos no receptor (amostras de swab bucal) que poderiam ser

positivos no doador, com excecdo de um paciente, positivo em todos os marcadores testados.

Tabela 6: Frequéncia de marcadores positivos

Marcador Pacientes, n (%)

SOla 30 (83)

S01b 35 (97)
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S02 25 (69)
S03 13 (36)
S04a 29 (81)
S04b 29 (81)
S05a 36 (100)
S05b 27 (75)
S06 28 (78)
S07a 23 (64)
S07b 24 (67)
S08a 33 (92)
S08b 31 (86)
S09a 34 (94)
S09b 25 (69)
S10a 32 (89)
S10b 31 (86)
Slla 22 (61)
S11b 29 (81)

5.7 Anaélise de quimerismo

Realizamos a andlise de quimerismo no DNA extraido de células Tregs através de

reacoes de qPCR em 3 marcadores negativos no swab bucal. Dentre os 35 pacientes com

potenciais marcadores informativos (i.e., negativo no swab bucal), 33 pacientes



apresentaram marcadores informativos, isto é, positivos apenas no sangue periférico. 17
pacientes possuiam 1 marcador informativo, 14 pacientes possuiam 2 marcadores
informativos e um paciente tinha 3 marcadores informativos. Considerando nosso limite de
deteccdo de 0,1%, identificamos quimerismo de Tregs em 61% dos pacientes, variando de
um a trés marcadores detectaveis apenas no DNA de Tregs do sangue periférico e ausentes
no swab bucal. Por outro lado, 31% dos pacientes foram considerados negativos, seja pela
auséncia de marcadores positivos no sangue periférico ou por estarem abaixo do limite de
deteccdo. Além disso, ndo foi possivel avaliar a presenca de quimerismo de Tregs em 11%
dos pacientes devido a auséncia de marcadores com potencialmente informativos. Esses

resultados estdo detalhados nas figuras 8A e B.
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Figura 8: Quimerismo de células T reguladoras em transplantados renais e hepaticos. A. Quantificagdo
de quimerismo de Tregs (n = 33). A linha tracejada indica o limite de deteccdo do teste. QuantificacGes de
quimerismo de Tregs abaixo de 0,1% foram consideradas negativas. B. Representacdo grafica de pacientes
positivos, negativos e indeterminados para o quimerismo de Tregs.

Avaliamos a associacdo entre os dados de quimerismo de Tregs e a ocorréncia de
episodios de rejeicao. Observamos que pacientes transplantados sem episodios de rejeicao
apresentam niveis maiores de quimerismo de Tregs que pacientes com episodios de rejeicao
(Figura 9). Enquanto pacientes transplantados renais com episddios de rejeicdo apresentou
niveis médios de 0,08%, pacientes sem rejeicao apresentaram niveis de quimerismo de
2,01% (Figura 9). Perfil semelhante foi observado para transplantados hepaticos que
apresentaram quimerismo de 0,005% e 1,55% para pacientes com e sem rejeicdo,
respectivamente. Apenas 22,2% dos pacientes com histérico de rejeicao apresentavam
quimerismo de Tregs, enquanto essa porcentagem foi de 81,8% nos pacientes sem episodios
de rejeicdo. Além disso, a presenca de quimerismo esteve associada a um aumento de quase

16 vezes de chances de ndo ter algum episddio de rejeicao de forma geral, considerando
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transplante de rim e figado, calculada pelo Teste Exato de Fisher (Odds ratio = 15,75, p =
0,003).
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Figura 9: A presenca de quimerismo de Tregs aumenta em quase 16 vezes as chances de nao ter episédios
de rejeicao. A. Quantificagdo de quimerismo de Tregs em transplantados renais com e sem historico de rejeicao
(n = 6 e 11, respectivamente) (p = 0,007). B. Quantificacdo de quimerismo de Tregs em transplantados

hepéticos com e sem histérico de rejeicao (n = 3 e 11, respectivamente) (p = 0,005). Os dados foram analisados
pelo Teste de Mann-Whitney.

Para avaliar a influéncia do tratamento com o numero de Tregs e os niveis de
quimerismo, estratificamos esses dados com os protocolos de imunossupressao de inducao
(Figuras 10 A e B) e manutencao (Figuras 10 C e D) de cada paciente. Nao foi observada
nenhuma associacdo entre o regime de imunossupressao adotado com o numero de Tregs e
os niveis de quimerismo de Tregs, demonstrando que os tratamentos adotados aos pacientes

estudados ndo sao fatores determinantes no nimero de Tregs, bem como nos niveis de

quimerismo de Tregs.

50



A 1000000 B 100
ul . )
*e ° . »

% . A « Timoglobulina £ 107 oo & " Ti lobuli

4 e "y + solumedrol =2 KD ada o Timoglobulina

@ . A 2= 44 o* + solumedrol

= - e " p—

100000 oo —— s Basiliximabe oo — Aa —

3 % B N " solumedrol E 'G:' ® = A a Basiliximabe

° N 25 0 ey + solumedrol

o -]

£ 4 Solumedrol E A s+ Solumedrol

3 L - A F LY [ ] A,

z ] . AA

10000 +————rr— e
IS de indugao IS de indugao
C 1000000 D 1004
g ° v Tacrolimus
% . s - . E 104 A‘ + sirolimus
o . N =® AL Tacrolimus +
E - t4 » 1 —— A . ®  sirolimus +
o 100000 LW g g’ —h— prednisona
T v A~ B Qg R
(] A ) A Tacrolimus +
° E® A micofenolato +
£ d 5 —-— A prednisona
3 A <] A
z ® Micofenolato
10000

IS de manutengéo IS de manutengao

Figura 10: A imunossupressao nao interfere no niimero de Tregs e nos niveis de quimerismo de Tregs.
A. Associacdo entre o numero de Tregs e a imunossupressdo de inducdo. B. Associagdo entre os niveis de
quimerismo de Tregs e a imunossupressao de inducdo. C. Associacdo entre o numero de Tregs e a
imunossupressdo de manutencdo. D. Associacdo entre os niveis de quimerismo de Tregs e a imunossupressao
de manutenc¢do. A linha tracejada das figuras A e D indicam o limite de deteccdo do teste. Os dados foram
analisados através do Teste de Kruskal-Wallis.

Baseado na premissa da presenca de quimerismo fetal em mulheres com histoérico de
gestacdo, avaliamos os niveis de quimerismo de Tregs entre homens e mulheres (Figura
11A). Observamos que as mulheres apresentam niveis mais elevados de quimerismo de
Tregs, independentemente da quantidade de gestacGes, conforme detalhado na figura 11B.
Contudo, a auséncia de quimerismo na tinica mulher sem histérico de gestacao presente em
nossa coorte de mulheres sugere uma possivel correlacdo com a gestacdo, mas o tamanho

limitado do nimero de participantes ndo permite estabelecer uma conclusao.
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Figura 11: Mulheres possuem niveis de quimerismo mais elevados. A. Associagdo entre os niveis de
quimerismo com pacientes do sexo masculino (n = 25) e feminino (n = 11) (p = 0,05). B. Associacdo entre o0s
niveis de quimerismo de Tregs com o nimero de gestacdes. As linhas tracejadas representam o limite de
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detecgdo do teste. Os dados foram analisados através dos Testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis.

Curiosamente, comparando presenca e auséncia de histérico de rejeicio com os

niveis de quimerismo em homens e mulheres, foi encontrada diferenca estatistica apenas no

grupo de individuos do sexo masculino (Figura 12), provavelmente pelo nimero reduzido

de mulheres com rejeicdao em nossa coorte. Entretanto, ao realizar o Teste Exato de Fisher,

foi observado que a presenca de quimerismo de Tregs em mulheres aumenta em 14 vezes as

chances de nao ter episddios de rejeicao (Odds ratio = 14), enquanto em individuos do sexo

masculino essa chance é de 4 vezes (Odds ratio = 4,4).
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Figura 12: Associa¢do entre quimerismo e episodios de rejeicao em homens e mulheres. A. Quantificagdo
de quimerismo de Tregs em homens com e sem histdrico de rejeicdo (n = 7 e 15, respectivamente) (p = 0,01).
B. Quantificagdo de quimerismo de Tregs em mulheres com e sem histérico de rejeicdo (n = 3 e 7,
respectivamente). Os dados foram analisados através do Teste de Mann-Whitney.

Sabendo do impacto da idade dos individuos no numero de células do sistema imune,

avaliamos a influéncia da senescéncia nos niveis de quimerismo de Tregs (Figura 13), mas

ndo foi encontrada nenhuma associacdo, demonstrando que a idade do receptor ndo é um

fator determinante para a variacdo nos niveis de quimerismo de Tregs.
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Figura 13: Os niveis de quimerismo nao estao relacionados com a idade. Estratificacdo dos niveis de
quimerismo de Tregs pela idade dos pacientes. Os dados foram analisados através do Teste de Kruskal-Wallis.

Baseado no impacto do nimero de mismatches com o risco de episodios de rejeicao
em transplantados renais e na associacao entre quimerismo de Tregs e auséncia de episodios
de rejeicdo observada neste trabalho, investigamos a relacdo entre o numero de
incompatibilidades HLA nos loci HLA-A, HLA-B e HLA-DRB1 com os niveis de
quimerismo de Tregs (Figura 14) em transplantados renais. No entanto, nao foi encontrada
nenhuma associacdo estatisticamente significativa, sugerindo que estes fatores sdo

independentes na predicao do risco de rejeicdo apds o transplante.
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Figura 14: Os niveis de quimerismo nao estao relacionados com o nimero de mismatches. Anélise entre
a correlacdo dos niveis de quimerismo de Tregs com o nimero de mismatches nos loci HLA-A, HLA-B e
HLA-DRB. A linha tracejada indica o limite de deteccdo do teste. Os dados foram analisados através do Teste
de Kruskal-Wallis.

53



6 DISCUSSAO

A analise de quimerismo é uma técnica importante para avaliar a evolucao em
transplantes de medula 6ssea e é baseada na deteccao e quantificacao da proporcao de células
alogénicas em relacdao ao numero de células sanguineas do receptor. Para isso, é necessario
a identificacdo de marcadores informativos, isto é, marcadores polimoérficos negativos no
receptor e positivos no doador (BLOUIN et al., 2021).

A deteccdo de quimerismo pode ser realizada pela analise de cari6tipo ou
hibridizacdo in situ fluorescente (FISH), mas tais técnicas apresentam limitacdo técnica e
com frequéncia limitam-se apenas aos marcadores sexuais. Dentre os métodos moleculares,
a deteccdo de quimerismo pode ser realizada por reacao em cadeia da polimerase (PCR) de
polimorfismos de comprimento de fragmentos de restricio (RFLP), nimero variavel de
repeticoes em tandem (VINTR) ou testes de repeticdes em tandem curtas (STR) seguida de
andlise dos fragmentos. Atualmente, a andlise por STR é o padrdo ouro, mas sua
sensibilidade subdtima de 1-5% limita a deteccdo de baixos niveis de quimerismo. Técnicas
como a qPCR, PCR digital de goticulas (ddPCR) e o sequenciamento de nova geracdo
(NGS), superaram essa limitagcdo, com sensibilidade de até 0,01%, mas do ponto de vista
pratico o NGS e a ddPCR sdo onerosos, dificultando a aplicagdo na rotina laboratorial
(BLOUIN et al., 2021).

Baseado nisso, a qPCR com a tecnologia TagMan foi escolhida como metodologia
para analise de quimerismo, uma técnica com boa sensibilidade, economica e rapida. O
principio da gqPCR é baseado no uso de sondas fluorescentes especificas ao alvo, que,
quando intactas, o corante repérter (FAM) emite uma fluorescéncia que é rapidamente
absorvida pelo supressor (TAMRA). Quando ocorre a hibridizacdo da sonda ao alvo, ela é
clivada durante a amplificacdo pela Taq polimerase e a fluorescéncia é detectada em tempo
real a cada ciclo de amplificacdo, permitindo a avaliagcdo quantitativa através do valor de Ct,
que é inversamente proporcional a quantidade de DNA na amostra (ANDRIKOVICS et al.,
2019; BLOUIN et al., 2021).

Descritos anteriormente por Alizadeh e colaboradores (2002), os marcadores que
utilizamos foram polimorfismos bialélicos, de insercao e delecdo (InDel), localizados
cromossomicamente distantes, presentes em 9 cromossomos diferentes, conforme sugere a
literatura (ANDRIKOVICS et al., 2019; BLOUIN et al., 2021). Recomenda-se também que
o numero de marcadores InDel seja superior a 16 marcadores para que a informatividade

seja maior que 95%, e nosso teste utilizou 19 marcadores, alcancando uma informatividade
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de 89% (ANDRIKOVICS et al., 2019). A analise InDel possui uma sensibilidade que varia
de 0,1 a 0,01%, corroborando com nossos achados de sensibilidade e limite de deteccdo
(LoD) de 0,1% (BLOUIN et al., 2021).

O marcador AMELY, é uma variante ligada ao cromossomo Y do gene da
amelogenina e a diferenca encontrada entre essa variante e a variante ligada ao X é uma
delecdo de 6 pares de base. Esse marcador possui aplicabilidade limitada a receptores do
sexo feminino e doadores do sexo masculino. Nosso marcador do gene AMELY, S02,
demonstrou especificidade ao cromossomo Y, visto que ele foi detectado apenas em
individuos do sexo masculino (ANDRIKOVICS et al., 2019).

Além de marcadores polimorficos, a amostra do receptor pré transplante deve ser
incluida para determinar possiveis marcadores informativos (BLOUIN et al., 2021), mas
como isso nao foi possivel para nossos pacientes, analisamos o DNA de células do epitélio
bucal para identificar marcadores potencialmente informativos.

Para a andlise de quimerismo de Tregs foi utilizado sangue periférico. As Tregs
humanas, de  maneira geral, sdo classificadas fenotipicamente = como
CD4'CD25"8"CD127"°"FoxP3*(BAROJA-MAZO et al., 2016). A extracio de células
TCD4" foi realizada por sele¢do negativa, uma metodologia interessante quando a propor¢ao
de células indesejadas é maior que a proporcao da célula alvo, enquanto a selecao de células
CD25" foi baseada na sele¢do positiva, que além de permitir uma rapida recuperagéo, possui
pureza elevada (BLOUIN et al., 2021).

Para minimizar o risco de resultados falso negativos em analises de quimerismo,
recomenda-se utilizar mais de um marcador informativo na qPCR. Em nosso grupo de
pacientes, apenas um possuia um unico marcador potencialmente informativo, entretanto,
como esse marcador foi positivo no sangue periférico a possibilidade de resultados falso
negativos foi reduzida (ANDRIKOVICS et al., 2019).

Neste trabalho, padronizamos a qPCR para analise quantitativa de quimerismo de
Tregs alogénicas e identificamos 61% dos pacientes com quimerismo superior a 0,1%. Ao
estratificar esses dados entre transplantados de rim e figado com e sem histérico de rejeicao
observamos a presenca de quimerismo de Tregs alogénicas aumentava em quase 16 vezes
as chances de nao desenvolver algum episodio de rejeicao, demonstrando um possivel
marcador para predizer a evolucdo do aloenxerto. Esse resultado foi concordante com um
trabalho realizado na Universidade do Cairo em 2019, que identificou que altos niveis de

microquimerismo de células do doador estavam associados a melhor funcao do enxerto um
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meés apos o transplante em receptores de rim (EL-ANSARY et al., 2020). Entretanto, embora
outros trabalhos tenham encontrado microquimerismo de células do doador no sangue
periférico de pacientes transplantados com 6rgaos sélidos, sua relacdo com a TO e o impacto
clinico aos pacientes foi controversa entre os estudos, discrepancia essa, talvez explicada
pela busca de quimerismo de tipos celulares inespecificos (EL-ANSARY et al., 2020).

Em nossa coorte, os niveis de quimerismo de Tregs foram mais elevados em
mulheres e as chances de ndo desenvolver algum episédio de rejeicdao foi de 14 vezes,
enquanto em homens essas chances foram de quase 4,5 vezes. Entretanto, como havia poucas
mulheres com episddio de rejeicdo em nossa coorte, os testes estatisticos podem ter sofrido
vieses nesse grupo. Embora ndo tenha sido encontrada associacdo com o numero de
gestacoes, a presenca do quimerismo de Tregs em 80% das mulheres com histérico de
gestacdo e a auséncia de quimerismo na unica mulher sem histérico de gestacdo ou aborto
nos faz pensar que o fendomeno da gestacao em tolerar o que ndo € proprio possa ter
aumentado a capacidade em tolerar outros antigenos estranhos persistentes, entretanto, um
nimero maior de participantes do sexo feminino e testes adicionais seriam necessarios para
explorar essa hipétese.

Curiosamente, a incompatibilidade HLA, considerada como fator de risco para a
rejeicdo no transplante renal, ndo foi associada a presenca ou auséncia de quimerismo,
tampouco aos niveis de quimerismo encontrados nesses pacientes.

Sabemos que a presenca de Tregs alogénicas pode ndao ser o unico regulador
imunologico na manutencao do aloenxerto. Em certos ambientes, macr6fagos M2 também
podem exercer um papel supressor através da secrecao de citocinas anti-inflamatérias, como
TGF-B e IL-10, além de células dendriticas imaturas com perfil tolerogénico, que promovem
a expansao de Tregs, ajudando assim na manutencao da tolerancia periférica. Os mecanismos
pelos quais certos pacientes possuem uma propor¢do mais elevada de Tregs alogénicas e

como elas se mantém, ainda precisam ser elucidados (BAROJA-MAZO et al., 2016).
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7 CONCLUSAO

Alcancar a tolerancia ao enxerto sem depender do uso de imunossupressores é o
principal objetivo no campo dos transplantes. Portanto, a identificacdo de marcadores e dos
mecanismos imunolégicos inerentes a tolerancia operacional sdo cruciais para a retirada
segura desses medicamentos. Neste estudo, foi demonstrado pela primeira vez, a presenca
de quimerismo de células Tregs alogénicas em transplantados renais e hepaticos. Essa
descoberta, esta fortemente associada a menor ocorréncia de rejeicdo ao enxerto, sendo um
possivel preditor para se identificar pacientes atingindo tolerancia operacional. Esse efeito
parece ser independente do sexo, pois se manteve tanto para homens quanto para mulheres.
Esses achados abrem portas para novos estudos sobre a compreensao dos estimulos
imunolégicos que mantém a presenca dessas células no sangue periférico de receptores de

rim e figado.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo das alteragdes do sistema imunologico apos o transplante de orgdos solidos.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Adultos)

Vocé esta sendo convidado(a) para participar, como voluntario, em uma pesquisa. Apdés ser
esclarecido(a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final
deste documento, que esta em duas vias. Uma delas € sua e a outra & do pesquisador responsavel.

Desde logo fica garantido o sigilo das informagdes que iremos coletar de vocé. Quando
apresentarmos os resultados dessa pesquisa, garantimos que sua identidade néo sera relevada. Em caso
de recusa vocé nao sera penalizado(a) de forma alguma. Salientamos que sua participagéo (ou nao-
participacdo) nesse projeto ndo podera acarretar em qualquer prejuizo seja para vocé, seja financeiro ou
qualquer outro tipo de prejuizo. Vocé pode desistir de participar da pesquisa a qualguer momento, mesmo
se tiver concordado previamente. Solicitamos que caso sinta-se prejudicado de alguma forma, tenha
alguma duvida ética ou deseje qualquer informagao extra, comunique-se a equipe do projeto ou ao CEP
(telefones abaixo).

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: Estudo das alteragdes do sistema imunolégico em transplante de érgaos sélidos.
Pesquisador Responsavel: Cristiano Xavier Lima

Endereco e telefone do responsavel pelo estudo
- Av. do Contorno, 9530
- Telefone: 31 992963578 ou 31 35147000

Endereco e telefone institucional do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) - Hospital Felicio Rocho:
- Av. do Contorno, 9530 Bairro Barro Preto, Belo Horizonte, MG
- TeleFax: (31) 3514 7000

O objetivo desse estudo & buscar um melhor entendimento sobre a forma como o sistema imunolégico do
corpo humano responde & ao transplante de érgaos e ao uso de medicamentos imunossupressores. Os
medicamentos para evitar a rejeigdo do orgao transplantado alteram o sistema imunolégico do paciente.
Estas alteragoes, além de proteger contra a rejeigdo podem mudar a forma como o organismo atua na
defesa contra infecgdes. Os pacientes transplantados em uso de medicamentos imunossupressores
apresentam maior risco de infecgdes do que o paciente nao transplantado. Sabe-se pouco sobre a forma
como o sistema de defesa do corpo humano (sistema imunolégico) do paciente transplantado responde a
infecgao. O objetivo desse estudo € investigar como o sistema imunologico do paciente transplantado
reage ao uso de medicamentos imunossupressores e como podemos evitar a rejeigdo sem aumentar o
risco da infecgdo.. Assim, pretendemos recrutar voluntérios saudaveis e pacientes em lista de espera para
transplante de figado ou rim, adultos para participarem do estudo.

Se vocé aceitar participar desse estudo, vamos colher até 60 mL de sangue antes do seu transplante, 30
dias apds o transplante, para a realizagdo de exames e testes de laboratério para verificar como seu
organismo esta lidando com os medicamentos imunossupressores. A coleta do sangue sera realizada
usando tubos pequenos através de uma pungao na veia do membro superior da sua preferéncia durante
a coleta dos exames pré transplantes de rotina.. Dependendo de como vocé evoluir, poderemos te
convidar para coletas futuras entre 1-6 meses em caso de rejeigdo ou infecgao.. E importante lembrar que
a coleta de sangue pode causar desconforto e hematoma no local de introdugdo da agulha. Em raros
casos, algumas pessoas desmaiam por verem o seu préprio sangue. Seu sangue sera utilizado para os
exames e suas células poderdo ser congeladas para estudos posteriores com novas tecnologias. Também
pedimos autorizagdo para avaliar sua ficha médica a fim de caracterizar seu caso. Informamos que sua
partitipagao neste estudo ndo envolve qualquer remuneragao.
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Estudo das alteragdes do sistema imunologico apos o transplante de orgéos solidos.

+ CONSENTIMENTO DA PARTICIPAGAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO

Eu, , idade___, abaixo assinado, concordo em participar do
estudo “Estudo das alteragbes do sistema imunoldgico apds o transplante de érgaos sélidos.” como
voluntario. Fui devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador

sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como
os possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participagdo. Foi-me garantido o sigilo das
informagdes e que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer
penalidade ou interrupgcdo de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento.

Nome:

Telefone:

Enderego:

Data

Assinatura do participante

¢ Nome e Assinatura do pesquisador:
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