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RESUMO

A monitorizagdo a longo prazo de pacientes transplantados renais é crucial para avaliar a estabilidade
do transplante e promover intervencdes clinicas necessarias para a sobrevida do aloenxerto. Existe
uma necessidade de complementacao dessa monitorizagcdo com biomarcadores promissores de forma
a possibilitar uma detecgéo mais precoce de disfungdes do aloenxerto e otimizar ajustes no tratamento
pos-transplante. O objetivo deste estudo foi avaliar um painel inflamatério e genético em receptores do
transplante renal (RTR) e relaciona-lo a fungcdo do aloenxerto e a evolugéo clinica dos pacientes.
Sessenta e nove RTR foram agrupados de acordo com a fungao renal baseando-se nos niveis de
creatinina de 2016 para o calculo do ritmo de filtragcdo glomerular estimado (eRFG), sendo R1, eRFG
<60 e R2, eRFG =60 mL/min/1,73m?2. Os pacientes também foram categorizados com base na fungéo
renal estavel (FRE) e no desfecho primario (DP), definido como uma diminui¢cdo superior a 30% no
eRFG e/ou retorno a dialise e/ou rejeigao e/ou retransplante. Citocinas, quimiocinas € homocisteina
(HC) foram mensurados por ELISA, Ensaio Multiplex MILLIPLEX® e Ensaio Enzimatico Colorimétrico.
A expressao dos microRNAs (miRNAs) foi determinada por RT-qPCR. Dados de prontuarios médicos
foram coletados de 2016 a 2021. Foram encontrados maiores niveis de CXCL10 no grupo R1 em
relagdo ao grupo R2 (p = 0,037). Além disso, pacientes que atingiram o DP apresentaram niveis
elevados de CXCL10 (p = 0,024) e HC (p = 0,033) em comparagao aqueles que mantiveram a fungao
renal estavel ao longo do acompanhamento. CXCL10 demonstrou bom desempenho na discriminagéo
entre DP e FRE (p = 0,024). Alguns biomarcadores inflamatdrios se correlacionaram entre sie CXCL10
se correlacionou com a creatinina. Na avaliacdo da terapia imunossupressora, pacientes que nao
utilizavam nenhum dos dois principais imunossupressores, Tacrolimus (TAC) e Ciclosporina A (CsA),
apresentaram niveis mais elevados de IL-6 do que aqueles que usavam TAC (p = 0,028) ou CsA (p =
0,009), porém nao houve diferenga significativa no painel inflamatério entre usuarios de TAC ou CsA.
Em relagdo ao miR-145-5p, foi encontrada uma maior expressao génica (2,05x) no grupo R2, grupo de
pacientes com melhor fungao de filtragao renal, em relagdo ao grupo R1 (p = 0,014). No que se refere
ao miR-23b-3p, foi possivel constatar uma maior expressao génica (1,36x) no grupo R1 em relagdo ao
grupo R2 (p = 0,001). Quanto ao miR-15a-5p, uma maior expressao génica foi encontrada em pacientes
do grupo R1 (8,44x) e em pacientes que atingiram o DP (5,96x) em relacdo aqueles com melhor eRFG
(p = 0,010) e aqueles que mantiveram uma FRE ao longo do acompanhamento clinico até 2021 (p <
0,001). A respeito do miR-15b-5p, uma maior expressdo génica (5,91x) foi encontrada no grupo FRE
em relagdo ao grupo DP (p = 0,002). Além disso, foi possivel observar uma maior expressao génica
(2,11x) de miR-15b-5p no grupo com melhor fungéo renal (R2) em relagao ao grupo R1 (p = 0,003). A
escolha entre TAC ou CsA n&o impactou significativamente o perfil inflamatério de RTR. A incorporagéo
de CXCL10 e do painel de miRNAs proposto na rotina clinica poderia aprimorar as intervengdes

terapéuticas de forma a, potencialmente, melhorar a sobrevida do aloenxerto renal.

Palavras-chave: transplante renal; biomarcadores; citocinas; quimiocinas; microRNAs; rejeicao do

enxerto.



ABSTRACT

Long-term monitoring of kidney transplant patients is crucial for assessing transplant stability and
promoting necessary clinical interventions for graft survival. There is a need to complement this
monitoring with promising biomarkers to enable earlier detection of graft dysfunction and optimize post-
transplant treatment adjustments. The aim of this study was to evaluate an inflammatory and genetic
panel in renal transplant recipients (RTR) and relate it to graft function and patients’ clinical outcomes.
Sixty-nine RTR were grouped based on renal function using 2016 creatinine levels for estimated
glomerular filtration rate (eGFR) calculation, with R1 being eGFR < 60 and R2 being eGFR = 60
mL/min/1.73m2. They were also categorized based on stable renal function (SRF) and primary outcome
(PO), defined as a greater than 30% decrease in eGFR and/or return to dialysis and/or rejection and/or
retransplantation. Cytokines, chemokines, and homocysteine (HC) were measured by ELISA,
MILLIPLEX® Multiplex Assay, and Colorimetric Enzyme Assay. MicroRNA (miRNA) expression was
determined by RT-qgPCR. Medical records data were collected from 2016 to 2021. Higher levels of
CXCL10 were found in the R1 group compared to the R2 group (p = 0.037). Additionally, patients who
reached the PO had elevated levels of CXCL10 (p = 0.024) and HC (p = 0.033) compared to those who
maintained stable renal function throughout the follow-up. CXCL10 showed good performance in
discriminating between PO and SRF (p = 0.024). Some inflammatory biomarkers correlated with each
other, and CXCL10 correlated with creatinine levels. In the evaluation of immunosuppressive therapy,
patients not using either of the two main immunosuppressants, Tacrolimus (TAC) and Cyclosporine A
(CsA), had higher levels of IL-6 than those using TAC (p = 0.028) or CsA (p = 0.009), but there was no
significant difference in the inflammatory panel between TAC or CsA users. Regarding miR-145-5p,
higher gene expression (2.05x) was found in the R2 group, patients with better renal filtration function,
compared to the R1 group (p = 0.014). As for miR-23b-3p, higher gene expression (1.36x) was observed
in the R1 group compared to the R2 group (p = 0.001). Regarding miR-15a-5p, higher gene expression
was found in R1 group patients (8.44x) and in patients who reached the PO (5.96x) compared to those
with better eGFR (p = 0.010) and those who maintained SRF throughout the clinical follow-up until 2021
(p < 0.001). Concerning miR-15b-5p, higher gene expression (5.91x) was found in the SRF group
compared to the PO group (p = 0.002). Additionally, higher gene expression (2.11x) of miR-15b-5p was
observed in the group with better renal function (R2) compared to the R1 group (p = 0.003). The choice
between TAC or CsA did not significantly impact the inflammatory profile of RTR. Incorporating CXCL10
and the proposed miRNA panel into clinical practice could enhance therapeutic interventions to

potentially improve renal allograft survival.

Keywords: kidney transplantation; biomarkers; cytokines; chemokines; microRNAs; graft rejection.
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silencing complex)
RML Razao mondcitos/linfocitos
RNL Razao neutroéfilos/linfécitos

ROC Caracteristica de operacdo do receptor (do inglés receiver operating

characteristic)
ROS espécies reativas de oxigénio (do inglés reactive oxygen species)
RPL Razéo plaquetas/linfécitos

RT-gPCR Reagao em cadeia da polimerase via transcriptase reversa quantitativa (do
inglés quantitative reverse transcription PCR)

RTR Receptores do transplante renal



SARS-CoV-2 Sindrome respiratéria aguda grave 2 (do inglés severe acute respiratory

Ssyndrome coronavirus 2)

SCA Sindrome coronariana aguda

SIRO Sirolimus

TCMR Rejeicao mediada por células T (do inglés T cell-mediated rejection)
TIMPs inibidores teciduais das MMPs (do inglés tissue inhibitor of metalloproteinase)
TLRs Receptores toll-like (do inglés toll-like receptors)

TGF-B1 Fator de crescimento transformador beta 1

TNF-a Fator de necrose tumoral alfa

TNFR1 Receptor do fator de necrose tumoral alfa 1

TNFR2 Receptor do fator de necrose tumoral alfa 2

UFMG Universidade Federal de Minas Gerais

UTI Unidade de terapia intensiva

UTR Regiao 3' ndo traduzida (do inglés untranslated region)
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1 INTRODUGAO

Embora se saiba que o transplante renal ofereca a melhor alternativa de
tratamento para pacientes com doenca renal crénica em estagio final (ESRD, do inglés
end-stage renal disease), este procedimento é capaz de gerar uma intensa reagao
imune no receptor do aloenxerto, induzindo a produ¢cao de mediadores inflamatérios
envolvidos nos mecanismos que desencadeiam a rejeigao ao 6rgao enxertado, o que
exige um monitoramento continuo, a longo prazo, destes pacientes (IQBAL et al.,
2020; JOSEPHSON, 2011; KHALIL et al., 2017; PONTICELLI, 2012).

Neste contexto, os biomarcadores inflamatérios que participam da regulagéo
da resposta imunoldgica tém sido alvo de pesquisas que visam a melhoria dos
resultados no poés-transplante. Dentre eles, as citocinas pré-inflamatérias, como a
interleucina 6 (IL-6), o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina 1 beta
(IL-1B), e reguladoras, como a interleucina 10 (IL-10), continuam em destaque. Estas
estao ligadas tanto a expansao clonal de células T e a produgado de anticorpos com
atividade citotoxica, quanto a homeostase tecidual e a inibicdo de células
apresentadoras de antigeno, podendo ser marcadores chave no desfecho dos
transplantes (ELNOKEETY; SHAKER; FAYED, 2017; PONTICELLI, 2012).

Assim como as citocinas proé-inflamatérias e reguladoras, a proteina
quimiotatica de mondcitos do tipo 1 (MCP-1/CCL2) mostrou relagdo com a resposta
imunoldgica contra o aloenxerto por promover o recrutamento renal de células
inflamatdrias, como macréfagos e células T (RAZA et al., 2017a; TAM; ONG, 2020).
Este biomarcador se destaca como um indicador de risco de perda do enxerto, sendo
encontrados maiores niveis de MCP-1/CCL2 em pacientes transplantados renais com
inflamacéo e fibrose intersticial (HO et al., 2014) e em pacientes com DRC com menor
ritmo de filtracdo glomerular estimado (eRFG) (GREGG et al., 2018).

Além de MCP-1/CCL2, a quantificacdo do ligante 10 de quimiocina CXC
(CXCL10) nao é realizada usualmente na rotina dos pacientes transplantados. No
entanto, sabe-se que MCP-1/CCL2 e CXCL10 se relacionam com o progndstico de
pacientes transplantados renais, tendo sido sugerido, em alguns estudos, que ambos
poderiam substituir ou complementar importantes marcadores da rotina clinica, como
0 eRFG e a proteinuria (HIRT-MINKOWSKI et al., 2012; HIRT-MINKOWSKI et al.,
2016; HO et al., 2011; HO et al., 2014; MOCKLER et al., 2018).
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A quimiocina CXCL10 tem a capacidade de atrair células T com um perfil Th1
predominante, participando da ativagao e infiltracdo de leucécitos no aloenxerto,
contribuindo para a injuria renal aguda (IRA), sendo considerada um bom biomarcador
para avaliar a disfungdo do enxerto (BAUTISTA et al., 2013; GAO et al., 2020; HO et
al., 2009; VAIDYA et al., 2008). Além disso, CXCL10 também foi capaz de diagnosticar
a injuria renal em estagios iniciais da DRC tanto em pacientes com les&do renal
imunomediada como em pacientes que possuiam doengas de base que progridem de
forma silenciosa e que nao sao correlacionadas ao sistema imunolégico, como o
diabetes mellitus (DM) e a hipertenséo arterial sistémica (HAS) (WATSON et al.,
2019). Em uma reviséo recente, CXCL10 aparece como um dos mais promissores
biomarcadores para diagnosticar precocemente a rejeicdo e prever desfechos
desfavoraveis no transplante renal (ROGULSKA et al., 2022).

A homocisteina (HC) também constitui um marcador importante no transplante
renal, ja que seu aumento foi associado a indugdo da expressao de citocinas e
quimicionas, resultando em exacerbacao do processo inflamatorio, dano vascular e
fibrose renal por aumento do estresse oxidativo. A importancia de sua avaliagcéo
precoce esta ligada a detecg¢ao de disfungédo endotelial e de DRC (CHEN et al., 2023;
JAN et al., 2021; PODDAR et al., 2001).

Assim como os biomarcadores inflamatérios, marcadores epigenéticos que
regulam a resposta imunolégica, como os microRNAs (miRNAs), podem auxiliar no
diagndstico da rejeicdo ao aloenxerto renal por controlarem a expressdo de genes
relacionados a homeostase celular e regularem a ativagao de células T, contribuindo
para o julgamento clinico. Estes miRNAs possuem alta estabilidade em amostras de
plasma e urina e sao considerados potenciais preditores do insucesso do transplante
renal (LEDEGANCK etal., 2019; LIN et al., 2021; MATZ et al., 2016a; PEREIRA, 2015;
SWANSON et al., 2020).

A monitorizagcdo continua dos pacientes transplantados renais com o
acompanhamento clinico e laboratorial € essencial para manter a estabilidade da
funcao renal, evitar infecgdes oportunistas e a rejeicdo do aloenxerto, prevenir
complicagbes e garantir a adesdo ao tratamento imunossupressor (BAKER et al.,
2017). Ja é sabido que marcadores utilizados na rotina de transplantados renais, como
a creatinina e a proteinuria, falham em prever mudancas fisiopatoldgicas associadas
arejeicao. Além disso, a bidpsia renal € uma técnica limitada pelo seu carater invasivo.

Assim, biomarcadores promissores, como os avaliados no presente estudo, poderiam
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ser utilizados em conjunto aos marcadores usuais, complementando a monitorizagao
clinica dos pacientes transplantados renais. Isso poderia permitir uma detec¢ao mais
precoce do risco de lesao irreversivel do 6rgao transplantado e um melhor controle do
processo imune e inflamatoério, garantindo uma otimizagao na intervencgao clinica e um
aumento da sobrevida do aloenxerto (RAMIREZ-SANDOVAL; HERRINGTON,;
MORALES-BUENROSTRO, 2015; SERON; BURGOS; ALONSO, 2012).

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar potenciais
biomarcadores inflamatorios e epigenéticos e sua associagdo com a fungao renal e
com as alteragdes histologicas do aloenxerto em pacientes transplantados renais em

um estudo longitudinal de cinco anos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Resposta imune e inflamatéria no transplante

Durante o transplante renal, o ato cirurgico e a lesdo de isquemia e reperfusao
desencadeiam a ativagdo imune e um processo inflamatério intenso com a morte de
células do receptor e do préprio 6rgao enxertado. Esse processo culmina na liberagao
de padrdes moleculares associados a danos (DAMPs, do inglés damage-associated
molecular patterns) e contribui para a inflamacéo do aloenxerto e dano ao tecido, além
do seu reparo no pos-transplante. Os DAMPs, por meio da ativacdo da cascata do
complemento e da ligagao aos receptores toll-like (TLRs, em inglés toll-like receptors),
estimulam as células inatas do receptor, incluindo células dendriticas, neutréfilos e
macrofagos. Apds o reconhecimento por TLRs, ha a sinalizagao para células imunes
levando a expressao de mediadores inflamatoérios, a regulagao positiva da expressao
de moléculas co-estimulatorias e a amplificacdo do processamento e apresentagao
do antigeno. Além disso, durante a cirurgia do transplante, bactérias se deslocam para
0 oOrgéo transplantado e liberam padrbes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs, do inglés pathogen-associated molecular patterns), estimulando macrofagos
pela ativacao do sistema do complemento. Todos estes processos sdo controlados
por mecanismos subjacentes criticos na resposta imune ao aloenxerto e resultam na
ativacdo de células imunes inatas e na produgdao de citocinas e quimicionas
inflamatdrias por meio de mudancas no metabolismo celular que esta intimamente
ligado a funcado imunolégica (DEGAUQUE; BROSSEAU; BROUARD, 2018;
KAWASAKI & KAWAI, 2014; MATHIS & SHOELSON, 2011; OCHANDO et al., 2019;
O'NEILL; KISHTON; RATHMELL, 2016; TAIT; ICHIM; GREEN, 2014; ALEGRE;
CHONG, 2009).

Dentre os mecanismos subjacentes ligados a resposta imune, estdo a apoptose
e a ferroptose. Estudos demonstraram que células epiteliais tubulares renais podem
morrer por ferroptose durante o processo de lesdo isquémica. A ferroptose consiste
em um tipo de morte celular dependente de ferro, ainda ndo muito bem definida, mas
que se caracteriza pelo acumulo de peroxidos lipidicos no interior das células e que é
altamente inflamatdria, contribuindo para a destruicao celular pelo aumento de seu

volume e consequente ruptura de sua membrana plasmatica. Esta associada a
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rejeicao ao enxerto e a fungdo comprometida do 6rgéo renal transplantado (BRUNI et
al., 2018; LINKERMANN et al., 2014b; MULLER et al., 2017; OCHANDO et al., 2019;
ZSCHIEDRICH et al., 2015). Apds a morte celular, o parénquima do érgao do doador
libera DAMPs que séo captados por receptores de mondcitos e macrofagos que, uma
vez ativados, levam a lesdo do aloenxerto (OBERBARNSCHEIDT et al., 2014;
SARHAN et al., 2018).

A ativacado do sistema do complemento pode ocorrer pela via alternativa por
DAMPs e PAMPs ou pela via classica através de aloanticorpos especificos do doador,
culminando na interagcéo de proteinas deste sistema em uma cascata enzimatica com
a ativagao das anafilotoxinas C3, C5 e C4a (fracamente), como produtos finais. Esta
ativacao resulta na eliminacido de células lesadas e de patdgenos invasores. As
anafilotoxinas C3a e C5a aumentam a inflamacgao com o recrutamento de neutréfilos
e a ativagdo de mondcitos do sangue periférico para o aloenxerto que, uma vez
ativados, liberam quimiocinas, como CXCL10 e MCP-1/CCL2, e citocinas, como IL-6,
TNF-a, IL-1-B, causando necrose e apoptose celular. Neste processo, também ha o
aumento da permeabilidade de vasos sanguineos e a produg¢do de radicais livres
(CERNOCH & VIKLICKY, 2017; NORIS & REMUZZI, 2013). Ja as moléculas C3b
aumentam a fagocitose ao opsonizar complexos imunes. A ligagdo de C5b a outras
moléculas, como C6, C7, C8 e moléculas C9 leva a formagao do complexo litico de
ataque a membrana. Este complexo é uma estrutura macromolecular que tem a
capacidade de formar microporos hidrofilicos de aproximadamente 100 A de
diametro, através da membrana citoplasmatica resultando no seu rompimento por lise
osmoética com a consequente liberacdo do conteudo intracelular e a destruicio da
célula (KAHR, 2010; MAKRIDES, 1998).

Interagbes complexas entre o sistema imune inato e adaptativo resultam na
rejeicdo ao orgao transplantado (VALENZUELA; REED, 2017; VENNER et al., 2014).
A principal causa de perda do aloenxerto em longo prazo consiste na inflamagéao
cronica (KLOC; GHOBRIAL, 2014). A vasculopatia obliterativa acompanhada
frequentemente por fibrose parenquimatosa € a principal caracteristica da rejeigao
cronica e resulta em morte celular, isquemia e perda progressiva do aloenxerto. Além
disso, a rejeigao crbnica é caracterizada por infiltragado de macréfagos, células T, entre
outras células imunes (THAUNAT et al., 2005; KLOC; GHOBRIAL, 2014; LIBBY;
POBER, 2001).
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Citocinas proé-inflamatorias participam ativamente do processo de rejeigdo ao
aloenxerto (OCHANDO et al., 2019). Este processo ocorre pelo reconhecimento de
aloantigenos do doador, principalmente, via molécula do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC, do inglés major histocompatibility complex) por células T.
Na via direta, o MHC intacto do doador € apresentado a célula T do receptor. Ja na
via indireta, a molécula de MHC do doador é fagocitada por células apresentadoras
de antigeno do receptor que as processam, as reexpressam em sua superficie celular
e as apresentam para as células T do receptor. Esse alorreconhecimento leva a
ativagdo e expansao clonal de células T reativas (CASIRAGHI et al., 2016), como
mostra a Figura 1. A homocisteina (HC) também participa desse processo ao induzir
a ativagao de MCP-1 via ativagao do fator nuclear kappa B (NF-kB, do inglés nuclear
factor kappa B) com consequente liberagéo de radicais livres (ROS, do inglés reactive
oxygen species) e indugao de estresse oxidativo (CHEUNG; SIOW; O, 2008; LONG;
NIE, 2016), Figura 1.

Mondcitos sao recrutados por quimiocinas, como MCP-1, e também atuam ao
se infiltrarem no aloenxerto, adquirindo dupla funcdo. Os macréfagos podem ter
fungdes proé-inflamatodrias (macrofagos com fenétipo classico ou M1) com a produgéo
de citocinas que estimulam a inflamacéao pela proliferacao e diferenciacao de células
T, estimulando a resposta imune mediada por células T. Este ambiente favorece a
producao de quimiocinas, especialmente aquelas produzidas por macréfagos do tipo
M1, como o ligante 9 de quimiocina CXC (CXCL9) e CXCL10, fortemente associadas
a resposta imune Th1, que estimulam o recrutamento de linfocitos. A resposta Th1 é
induzida por células T CD4+ que produzem interleucina 2 (IL-2) e interferon gama
(IFN-y), responsaveis por promover a proliferacdo e a ativacao de células T CD8+
citotdxicas, que causam apoptose de células-alvo e lesdo ao aloenxerto, além de
induzirem o recrutamento de mondcitos e macrofagos e potencializar a resposta
humoral mediada por células B (Figura 1) (JIANG; HERRERA; LECHLER, 2004).

Neste caso, as células T levam a maturagdo de células B que produzem
anticorpos que ativam o complemento. A ativagdo do complemento forma o complexo
de ataque a membrana que causa lise de células endoteliais. Assim, o estimulo pré-
inflamatoério mediado por macrofagos M1 pode contribuir para o dano ao tecido e a
rejeicdo. Além disso, macrofagos também podem ter fungdes imunorregulatérias
(macrofagos com fendtipo alternativo ou M2), estando envolvidos na regulagéao

imunoldgica, na reparagao de tecidos e na tolerancia ao 6rgao transplantado (GARCIA
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et al., 2010; MURRAY et al., 2014; HENSBERGEN et al., 2005; OCHANDO et al.,
2019; WENDEL et al., 2008; ORDIKHANI et al., 2020).

Um direcionamento funcional de linfécitos T CD4+ para respostas imunes Th1
ou Th17 pode ser o resultado da ativacdo de macrofagos M1 que produzem altos
niveis de citocinas pré-inflamatérias, como IFN-y, TNF-q, IL-13 e IL-6 (HSIEH, 1992;
KORN et al., 2009; SZABO et al.,, 2003; ZHOU et al., 2007) e que regulam
positivamente moléculas co-estimulatérias que participam da apresentagdo de
antigeno (ELGUETA et al., 2009; LEY; GERDES; WINKELS, 2017; SUBAUSTE; DE
WAAL MALEFYT; FUH, 1998). De forma distinta, macrofagos M2 e células T
reguladoras (Tregs) produzem grande quantidade de IL-10, contribuindo, dessa forma,
para a resposta anti-inflamatéria e imunorregulatoria, reparo e a regeneragao tecidual
(Figura 1). No entanto, durante o processo de rejeicao crénica, os macrofagos M2
promovem fibrose intersticial, contribuindo para a falha do transplante (DE PAOLI;
STAELS; CHINETTI-GBAGUIDI, 2014; IKEZUMI et al., 2015; HUTCHINSON, 2015;
TOKI et al., 2014b; WYNN; VANNELLA, 2016).

Figura 1 — Resposta imune e inflamatéria no transplante renal
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Legenda: CXCL10: ligante 10 de quimiocina CXC; IFN-y: interferon gama; IL-18: interleucina 1
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de monocitos do tipo 1; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; Tregs: células T regulatérias; MHC:
complexo principal de histocompatibilidade (do inglés major histocompatibility complex). Fonte:
Adaptado de Casiraghi (2016, p. 243).

Os anticorpos anti-HLA (antigeno leucocitario humano, do inglés human
leukocyte antigen), em particular os anticorpos doadores especificos (DSAs, do inglés
donor-specific antibody), podem desencadear a rejeicdo mediada por anticorpos
(ABMR, do inglés acute antibody mediated rejection) através da ligagao a CD16
expresso por células natural killer (NK). Assim, os receptores presentes nas células
NK interagem com os DSAs que se ligaram as células endoteliais do aloenxerto
induzindo citotoxicidade mediada por células e dependente de anticorpos, como
mostra a Figura 2A (PONTRELLI et al., 2020; TURNER et al., 2019). Mondécitos e
macrofagos, assim como linfécitos T CD4+ e TCD8+, células dendriticas e células NK
participam do processo de rejeicdo ao aloenxerto, sendo que estas ultimas estao
altamente infiltradas e ativas na rejeicdo humoral do aloenxerto, possuindo um
importante papel na patogénese de lesdes mediadas por anticorpos no 6rgéao
transplantado (HIROHASHI et al., 2012; YAZDANI et al., 2019).

A rejeicao mediada por células T (TCMR, do inglés T cell-mediated rejection) é
caracterizada por inflamacgao tubulo-intersticial e secrecdo de moléculas pro-
inflamatdrias, como IFN-y, causando inflamagao intersticial (Figura 2A). CXCL10
entra nesse contexto ao se ligar ao receptor CXCR3 expresso nas células T que, por
sua vez, produzem IFN-y (Figura 2A). CXCL10 é crucial na intensificacdo do processo
inflamatdrio, recrutando células do tipo Th1 que produzem IL-2. A IL-2 promove a
proliferagdo de linfocitos T citotoxicos, além de recrutar macrofagos, células
dendriticas e células NK, participando efetivamente do processo de rejeicdo ao 6rgao
enxertado (DOS SANTOS et al., 2016; DOS SANTOS et al., 2017; GAO et al., 2020;
KILDEY et al., 2019; PONTRELLI et al., 2020).

Ademais, MCP-1/CCL2 se liga ao seu principal receptor CCR2 expresso em
uma variedade de células imunes, como células T ativadas, macréfagos e mondcitos,
e induz a proliferacdo celular, o recrutamento e a producédo de citocinas proé-
inflamatodrias (Figura 2A). Estas citocinas induzem a proliferacdo e a ativacao de
células T, a diferenciacdo de células B com consequente producdo de
imunoglobulinas, além de atuar na disfungcao endotelial (AKDIS et al., 2011; BAKOS
et al., 2017; VIEDT et al., 2002; WASSMANN et al., 2004). Todo esse processo de
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secrec¢ao de citocinas pode levar ao recrutamento de células T alorreativas, além de
suscetibilidade e morte de células-alvo do aloenxerto que expressam aloantigenos
HLA incompativeis (KILDEY et al., 2019; PONTRELLI et al., 2020).

Por outro lado, no processo de tolerancia ao aloenxerto, ou seja, na auséncia
de resposta imune contra antigenos do enxerto, as células NK ativadas podem
contribuir ao produzirem altos niveis de IL-10 com o consequente desenvolvimento de
células dendriticas regulatorias. Além disso, as células NK ativadas contribuem para
a tolerancia imunoldgica ao causarem a lise direta de células apresentadoras de
antigenos (APCs, do inglés antigen-presenting cells) derivadas do &rgao
transplantado, inibindo a ativacdo de células T alorreativas, além de afetarem a
apresentacao de antigeno por células dendriticas do receptor (Figura 2B) (HADAD et
al.,, 2014; PONTRELLI et al., 2020; YU et al., 2006).

Figura 2 — O papel multiplo das células NK no transplante de rim
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Legenda: Células NK: células natural killer; DSA: anticorpos doadores especifico; IFN-y:
interferon gama; IL-10: interleucina 10; células Tregs: células T regulatérias; ABMR: rejeicao
mediada por anticorpos (do inglés acute antibody mediated rejection); TCMR: rejei¢cado mediada

por células T (do inglés T cell-mediated rejection). Fonte: Adaptado de Pontrelli (2020, p. 5).

Como a resposta imune esta diretamente ligada a progressao clinica e ao

desfecho do transplante renal, a utilizagdo de potenciais biomarcadores ligados a
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resposta inflamatoéria, como CXCL10, MCP-1, IL-6, TNF-a, IL-1B3 e IL-10, facilmente
dosados por técnicas analiticas de baixo custo, juntamente com marcadores avaliados
rotineiramente na pratica clinica, poderia fornecer uma resposta mais completa sobre
a funcao do aloenxerto renal e sobre as alteragdes fisiopatoldgicas no pés transplante,
0 que poderia auxiliar no ajuste do tratamento imunossupressor e em uma

monitorizagdo mais precisa.

2.2 Marcadores inflamatérios no transplante renal

Apesar dos avangos cirurgicos e da implementagdo da terapia
imunossupressora que aumentaram de forma expressiva a sobrevida dos aloenxertos
renais, receptores do transplante renal (RTR) ainda desenvolvem alossensibilizagédo
ao enxerto com posterior rejeicdo (CHAPMAN, 2013; LAMB; LODHI; MEIER-
KRIESCHE, 2011). A rejeicao ao aloenxerto € desencadeada por um conjunto
complexo de respostas imunolégicas mediadas por citocinas (POPPELAARS et al.,
2021).

Os niveis de células inflamatérias circulantes podem refletir o estado do 6rgao
transplantado (CIFTCI et al., 2019). Portanto, estes marcadores podem ser
considerados potenciais ferramentas de complementacao da rotina clinica para uma
monitorizagdo imunoldgica do transplante mais completa (GIBBS et al.,, 2001). O
processo de migragao celular ao enxerto que culmina, em ultima instancia, na rejeicao
ao 6rgao transplantado tem como mediadores chave as citocinas, as quimiocinas e
seus respectivos receptores. Eles regulam todos os processos biolégicos importantes:
crescimento celular, ativacdo celular, inflamacéo, imunidade, reparo de tecidos e
fibrose (CIFTCI et al.,, 2019; FISCHEREDER; SCHROPPEL, 2009; PONTICELLI,
2012).

As citocinas possuem uma funcao importante na defesa do hospedeiro e na
manutencdo da homeostase tecidual. Porém, quando ha produgcao excessiva destes
mediadores inflamatorios, existe uma desregulagcédo nestas fungbes, causando injuria
no tecido e inflamagao (ELNOKEETY; SHAKER; FAYED, 2017; JORDAN et al., 2017;
SCHETT et al., 2013).

As quimiocinas sdo uma grande familia de pequenas citocinas e seu peso

molecular varia de 7 a 15 kilodaltons (kDa). Essas moléculas e seus receptores sao
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capazes de controlar a migragdo e a residéncia de células imunes, uma vez que
produzem sinais para o recrutamento, adesdo e ativagdo leucocitaria. Algumas
quimiocinas sédo consideradas pro-inflamatérias e podem ser induzidas durante a
resposta imune no sitio de infec¢do, enquanto outras sdo consideradas homeostaticas
e estdo envolvidas no controle da migragéo celular durante o desenvolvimento ou a
manutengao dos tecidos. Em condig¢des fisioldgicas, as quimiocinas sao produzidas,
normalmente, em baixos niveis. Porém, em uma resposta imunolégica, como no caso
de uma rejeicdo ao orgao transplantado, seus niveis se elevam rapidamente, o que
pode fornecer informag¢des importantes sobre o desequilibrio imunolégico, sendo
considerados potenciais preditores nao invasivos para a disfuncdo do enxerto
(DEHMEL et al., 2010; FISCHEREDER; SCHROPPEL, 2009; LIU; GUO; STILES,
2011; GAO et al., 2020; MOCKLER et al., 2018; PANZER et al., 2004; ROGULSKA et
al., 2022; STEINMETZ; STAHL; PANZER, 2009).

Dentre as principais quimiocinas produzidas por leucocitos, neutrdfilos
ativados, eosinodfilos, mondcitos, células epiteliais, células endoteliais, fibroblastos e
queratinécitos em resposta ao IFN-y, CXCL10 possui atividade de destaque no
transplante renal, sendo um marcador inflamatério que ativa células NK, macrofagos
e células dendriticas ao se ligar a CXCR3 na superficie dessas células (LIU et al.,
2011; LUSTER; RAVETCH, 1987). Segundo Tatapudi e colaboradores (2004),
CXCL10 wurinario seria um marcador ideal de rejeigdo, mostrando 100% de
sensibilidade quando comparado as bidpsias renais. Além disso, Rogulska e
colaboradores (2022) afirmam que CXCL10 possui um papel essencial na detecgao
da funcéao renal deteriorada, podendo se tornar um marcador essencial na predigao
da rejeicdo do aloenxerto renal.

A monitorizagdo do estado imunoldgico do paciente transplantado contribui
para a manutencdo do aloenxerto em condigdes adequadas e a subsequente
sobrevida do paciente. Os marcadores de rotina atuais, como a creatinina e a
proteinuria, falham em detectar rejeicdbes nao suspeitas clinicamente, atingindo, de
maneira negativa, cerca de 20 a 25% dos pacientes apds o transplante renal. Isso
impossibilita a prevengéo na falha do transplante, impedindo uma intervengdo e um
gerenciamento adequado por parte do corpo clinico (FRIEDEWALD et al., 2019;
SWANSON et al., 2020).

Por isso, € extremamente importante detectar a lesdo do aloenxerto antes que

ocorra o dano irreversivel do 6rgao que leve a sua perda. Atualmente, o padréo ouro
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para avaliar tais lesbes € a analise histologica por bidpsia que tem como base um
sistema de classificagao internacional, a classificacao de Banff. A classificacdo de
Banff mais recente tem seis categorias: bidpsia normal/sem alteragdes, alteracdes
mediadas por anticorpos, borderline (suspeita de TCMR aguda), TCMR, fibrose
intersticial e atrofia tubular e outras altera¢cdées n&o relacionadas a rejeigao (JEONG,
2020; ROUFOSSE et al., 2018). A rejeicdo é definida como aguda ou crénica a
depender de sua atividade e do tempo pos transplante. A ABMR do tipo aguda ou
ativa é caracterizada pela inflamagao microvascular, arterite intimal ou transmural,
microangiopatia trombotica e/ou injuria tubular aguda, podendo apresentar evidéncia
sorologica de DSA e positividade para C4d. Em contrapartida, a ABMR do tipo crénica
€ definida com base nos seguintes achados: glomerulopatia do transplante, fibrose
arterial intimal de novo e/ou multilaminacdo da membrana basal de capilares
peritubulares, podendo apresentar evidéncia sorologica de DSA e positividade para
C4d. O diagnéstico da ABMR necessita de evidéncias morfologicas, soroldgicas e
imunohistologicas. Ainda pela classificagdo de Banff, a TCMR aguda é caracterizada
por tubulite, inflamacgao intersticial, arterite transmural e/ou intimal e/ou necrose
fibrindide. Ja a TCMR crbnica evidéncia tubulite, inflamacgao cortical e/ou fibrose
arterial intimal com infiltrado mononuclear. O diagnéstico da TCMR depende,
principalmente, de alteragdes tubulointersticiais (JEONG, 2020; ROUFOSSE et al.,
2018).

Nos pos transplante, a monitorizacao clinica e laboratorial se faz necessaria
para a avaliacédo do perfil do paciente e do seu risco imunoldgico. A partir desse
acompanhamento, os agentes imunossupressores sdo constantemente ajustados
baseando-se no curso do transplante. Em geral, a terapia imunossupressora no
transplante renal € composta por um agente principal, que seria um dos inibidores de
calcineurina (CNIs, do inglés calcineurin inhibitors), a CsA ou o TAC; um agente
antiproliferativo adjuvante que suprime a proliferagédo de células T e B (azatioprina,
AZA, ou micofenolato); e corticoesteroides que reduzem a ativagéo de células T,
restringindo e alterando a sinalizagdo de células T e B e, consequentemente,
diminuindo o risco de rejei¢édo, sendo a prednisona comumente utilizada. Os CNlIs tém
reduzido, de forma expressiva, a rejeicdo aguda/ativa, ao limitar a capacidade de
linfécitos T CD4+ de produzir IL-2, aumentando a sobrevida a curto prazo do
aloenxerto. Apesar disso, tém potencial nefrotoxico e podem contribuir para a

morbidade e mortalidade cardiovascular ao predisporem os pacientes transplantados
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a complicagdes metabdlicas, como dislipidemia, DM e HAS. Nesse sentido, inibidores
de proteina alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR, do inglés the mammalian target
of rapamycin) ou bloqueadores de co-estimulagdo, como Belatacept, surgem como
uma alternativa de substituicdo aos CNIs. Assim, o ajuste/conversdo da terapia
imunossupressora deve ser cuidadosamente avaliado e o equilibrio entre super e
subexposi¢gao alcangado. A manutengdo do regime imunossupressor deve ser
explorada de forma a minimizar os efeitos adversos a curto e longo prazo no
transplante e reduzir o risco de rejei¢ao do aloenxerto (BAUER; FRANCO; MANFRO,
2020; HARDINGER; AGHA; BRENNAN, 2016).

Apesar de ser o padrdo ouro para o diagnéstico de rejeigao, a biopsia renal
pode acarretar complicagdes evidenciadas, principalmente, pela ocorréncia de dor
abdominal, aumento sérico da creatinina e da ureia, hemorragia e, em raros casos,
risco de perda do aloenxerto e/ou risco de morte apds o procedimento.
Adicionalmente, essa técnica nem sempre detecta a patologia reversivel de forma
precoce, ja que os marcadores usuais, como a creatinina e a ureia, se elevam
tardiamente na disfuncao renal (O’'CALLAGHAN; KNIGHT, 2019; REDFIELD et al.,
2016).

A avaliagao de biomarcadores ndo invasivos, ou seja, aqueles detectados em
amostras de sangue e/ou urina, que possam contribuir para o diagndstico precoce da
rejeicao do aloenxerto, seria o ideal neste contexto (RAZA et al., 2017a).

Isso permitiria uma vigilancia mais intensiva, especialmente em pacientes de
alto risco, assim como uma intervengao clinica personalizada com o ajuste precoce
da terapia imunossupressora, o que poderia levar a melhores resultados a longo prazo
no transplante (HIRT-MINKOWSKI et al., 2016; STEGALL et al., 2011).

2.2.1 Ligante 10 de quimiocina CXC (CXCL10)

O ligante 10 de quimiocina CXC (CXCL10), que também é conhecido como
proteina 10 induzida por interferon-y (IP-10), se liga ao seu receptor CXCR3 para
exercer suas fungdes biologicas especificas como, por exemplo, a participagdo no
recrutamento de células imunes que expressam CXCR3, a inibicdo da angiogénese

durante uma lesao e a regulagao do crescimento celular (GAO et al., 2020).
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CXCL10 é secretado por meio da influéncia de citocinas pré-inflamatérias tanto
por células n&o imunes, incluindo células endoteliais e epiteliais, quanto por células
imunes, como alguns leucdcitos como macréfagos e neutrofilos. Possui propriedades
quimiotaticas para células NK, células Th1, macréfagos e células dendriticas
(ANDERS; VIELHAUER; SCHLONDORFF, 2003; LOETSCHER et al., 1996).

A inducdo de CXCL10 ocorre de maneira acentuada por IFN-y e de maneira
fraca pelo TNF-a, embora haja uma inducao forte de CXCL10 quando TNF-a age de
maneira sinérgica com IFN-y (GROOM; LUSTER, 2011). A indugao dessa quimiocina
ocorre durante respostas imunes/inflamatérias pela ativagdo de células Th1 com a
consequente producdo de IFN-y e TNF-a por linfécitos e outras células, como
monadcitos, neutrofilos e células endoteliais. A elevacao dos niveis de CXCL10 pode
ocorrer em estados patoldgicos que incluem rejeicdo ao aloenxerto, autoimunidade e
infeccbes e CXCL10 estimula a manutengdo da cascata imunolégica (ANTONELLI et
al., 2014a; ANTONELLI et al., 2014b; FERRARI et al., 2015).

Os marcadores CXCL10 e CXCL9 se ligam ao receptor CXCR3 acoplado a
proteina G, que é expresso nas ceélulas T, cuja expressdo € estimulada,
especialmente, por IFN-y. Participam do processo de rejeigdo aguda apds o
transplante renal, ja que sao cruciais para o recrutamento e migragao de linfocitos T
citotéxicos e células Th1 ativadas (ANDERS; VIELHAUER; SCHLONDORFF, 2003;
CAMPANELLA et al., 2008; DEHMEL et al., 2010; LOETSCHER et al., 1996).

Além da via de CXCR3, CXCL10 pode se ligar a glicosaminoglicanos, estando
envolvido na migragdo de fibroblastos e na proliferagdo de células endoteliais
(CAMPANELLA; COLVIN; LUSTER, 2010; JIANG et al., 2010). Os niveis de CXCL10
e CXCR3 sao baixos em um rim considerado normal, mas o nivel de expressao destes
marcadores aumenta em condi¢gdes patologicas (GAO et al., 2020). A injaria renal
aguda é caracterizada por inflamagéao, disfungdo vascular e dano tubular renal e
resulta no acumulo de toxinas e residuos metabdlicos por rapido declinio da funcao
renal (LINKERMANN et al, 2014a; RABB et al., 2015). Algumas partes do rim lesado
podem progredir para fibrose e necrose, alteragdes caracteristicas da DRC
(FURUICHI; KANEKO; WADA, 2009). A patogénese da fibrose intersticial e necrose
tubular (IFTA, do inglés interstitial fibrosis and tubular atrophy) tem como mediadores
as quimiocinas como, por exemplo, CXCL10 que atua ao se ligar a CXCRS3,
predominantemente expresso em células Th1 ativadas, e participa da ativacao e
infiltrag&do de leucdcitos (GAO et al., 2020; RABB et al., 2015).
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Elevados niveis urinarios de CXCL10 foram encontrados em pacientes com
rejeicdo aguda do aloenxerto renal (HU et al., 2004). Além disso, estudos tém
demonstrado que a expressdo de CXCL10 é elevada na IRA, tendo valor diagnéstico
e prognostico nesta patologia e sendo considerado um bom biomarcador de lesao
renal (BAUTISTA et al., 2013; GAO et al., 2020; HO et al., 2009; VAIDYA et al., 2008).

A expressdo aumentada de CXCL10 em amostras de biopsia renal foi
encontrada em estudos com RTR com rejeicdes agudas e crénicas, além de prever
um risco aumentado de insuficiéncia do 6rgao transplantado dentro de um ano apos
o procedimento cirurgico (LAZZERI et al., 2005; LO et al., 2011; MATL et al., 2010).
Em outro estudo, niveis séricos elevados de CXCL10 no pré-transplante foram
detectados em RTR que sofreram disfungao do enxerto renal (ROTONDI et al., 2004),
0 que evidencia a hipétese de que mensurar os niveis de CXCL10 no pré-transplante
pode ter um valor preditivo quanto a rejeicdo ao 6rgao enxertado e a subsequente
falha do transplante (GAO et al., 2020).

Matz et al. (2006) demonstraram que CXCL10 pode ser um bom marcador
prognostico sem a necessidade de bidpsia renal. Estes pesquisadores detectaram que
os niveis urinarios elevados de CXCL10 em determinados tempos iniciais do pés
transplante conseguiram prever a funcdo do enxerto renal avaliada pelo eRFG,
mesmo na auséncia de rejeigao aguda. Outros estudos demonstraram niveis urinarios
aumentados de CXCL10 e do seu receptor CXCR3 em transplantados renais
pediatricos e adultos com rejeicdo aguda comprovada por bidpsia (HU et al., 2004;
JACKSON et al., 2011; TATAPUDI et al., 2004). Além disso, niveis aumentados de
CXCL10 foram identificados em RTR com episodios de rejeicdo aguda (HUANG et al.,
2014; MAO et al., 2011), o que sugere que o uso deste biomarcador pode ser viavel
para o monitoramento da rejeigao do aloenxerto renal (GAO et al., 2020).

Ho e colaboradores (2011) demonstraram que CXCL10 pode detectar
precocemente a tubulite em RTR, o que pode n&o ser detectado pelo monitoramento
no transplante com o uso de marcadores de rotina, como a creatinina. Conforme dito
anteriormente, CXCL10 é capaz de atrair células T com um perfil Th1 predominante,
sendo responsavel pela inflamacédo renal. No entanto, sua funcdo especifica no
transplante e em doencgas renais ainda nao esta clara e suas interagdes com outras
quimiocinas, citocinas e células devem ser investigadas. Isto poderia comprovar a
eficacia de CXCL10 como um bom biomarcador de disfung¢ao renal e como um alvo

terapéutico no transplante e na doencga renal (GAO et al., 2020).
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2.2.2 Proteina quimiotatica de mondcitos (MCP-1/CCL2)

A proteina quimioatraente de mondcitos, também conhecida como ligante 2 de
CC quimiocina (MCP-1/CCL2), como o proprio nome diz, € uma quimiocina que atua
na imunidade inata e nas respostas inflamatérias que ocorrem nos tecidos. Essa
quimiocina é considerada um potente e importante fator quimiotatico de mondcitos,
sendo membro da subfamilia C-C, estando envolvida no recrutamento celular. Ela é
produzida por diversas células como fibroblastos, mondcitos, astrocitos, células
musculares lisas, endoteliais, epiteliais, mesangiais e imunoldgicas do cérebro em
resposta ao estresse oxidativo, aos fatores de crescimento ou as citocinas, facilitando
a migragao e infiltragdo de mondcitos/macréfagos, de linfocitos T e de células NK nos
sitios inflamatdrios (HIRT-MINKOWSKI et al.,, 2016). Foi descoberto que essa
quimiocina, além de atuar na migracdo de mondcitos/macréfagos para focos
inflamatdrios, também controla a resposta imune/inflamatéria no que diz respeito a
migragao de basdfilos e células T (TAM; ONG, 2020).

A MCP-1/CCL2 pode ser estimulada in vitro por citocinas inflamatérias, como o
TNF-a e ainterleucina 1 (IL-1), sendo sintetizada por uma variedade de tipos celulares
renais, como leucocitos infiltrantes (MENZIES et al.,, 2017). A interagdo ligante-
receptor de MCP-1/CCL2 e CCR2 é a mais conhecida, porém tanto MCP-1 interage
com outros receptores, como CCR2 interage com outras quimiocinas. Assim, o
bloqueio de CCR2 pode nao neutralizar MCP-1/CCL2 completamente (TAM; ONG,
2020). Porém, em um estudo com camundongos submetidos a obstrugao ureteral
unilateral, foi constatado que camundongos knockout para CCR2 tiveram uma
reducao na gravidade da les&o renal com diminuigédo da fibrose tubulointersticial e da
infiltracdo de macréfagos em relagao a camundongos selvagens (KITAGAWA et al.,
2004).

Na literatura, evidéncias crescentes demonstram que MCP-1/CCL2 tem
participacdo importante na fase de pods-lesdo, estando associada aos processos
inflamatorios, fibréticos e de reparo na doenga renal (HO et al., 2014; YADAV; SAINI;
ARORA, 2010). Um estudo demonstrou que niveis urinarios aumentados de MCP-
1/CCL2, colhidos na consulta inicial dos pacientes, estavam fortemente associados a
falha do aloenxerto renal (IX et al., 2017).

Além disso, Raza et al. (2017a) demonstraram que niveis urinarios de MCP-
1/CCL2 tém potencial para prever e monitorar episédios de rejeicdo em RTR,
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especialmente quando utilizados juntamente a outros marcadores. Hirt-Minkowski e
colaboradores (2016) demonstraram que uma menor razao entre niveis urinarios de
MCP-1/CCL2 e creatinina em 6 meses apos o transplante renal se correlacionaram
com a sobrevida do enxerto sem eventos adversos em um acompanhamento de RTR
de, no minimo, 5 anos. Nesta mesma linha, em um estudo multicéntrico com pacientes
transplantados renais, os pesquisadores correlacionaram a razao significativamente
maior entre os niveis urinarios de MCP-1/CCL2 e a creatinina apés 6 meses de
transplante a bidpsias que indicavam fibrose intersticial e inflamagao ap6s 24 meses
de transplante, destacando MCP-1/CCL2 como um marcador de risco de perda do
enxerto (HO et al., 2014).

Ja se sabe que a ativagdo de macréfagos M1, realizada por vias dependentes
de IFN-y, é relacionada a um fendtipo pro-inflamatério com agravamento da leséo
renal (LEE et al., 2011; RICARDO; VAN GOOR; EDDY, 2008). Apds a les&o tubular
renal, macréfagos podem sofrer uma mudanga fenotipica in situ de M1 para M2 com
0 objetivo de promover reparo e atuar no processo de fibrose. Este processo pode ser
mediado por uma via dependente de MCP-1/CCL2 e seu receptor CCR2 (LEE et al.,
2011; RUAN et al., 2014; SIERRA-FILARDI et al., 2014). Assim, além de estar
envolvida na fibrose renal, MCP-1/CCL2 também pode estar envolvida no processo
de reparo apds a lesdo, podendo, também, exercer um papel protetor na lesdo de
isquemia-reperfusdao (LOW DRUGEA; DUFFNEW, 2001; STROO; CLAESSEN;
TESKE, 2015; MANSOUR et al., 2017).

Pacientes com DRC avangada possuem maiores niveis plasmaticos de MCP-
1/CCL2 em relagdo aqueles com funcdo renal normal (FUKAMI et al.,, 2011). No
entanto, ndo se sabe se este aumento esta relacionado a suprarregulagao de MCP-
1/CCL2 no contexto de inflamacao sistémica da DRC (estresse oxidativo e disfungao
endotelial) ou da diminuicdo da depuragao renal em pacientes com fungéo renal
comprometida (MUREA et al., 2012; PAPAYIANNI et al., 2002; STINGHEN et al.,
2009).

Adicionalmente, Gregg e colaboradores (2018) demonstraram, em um estudo
prospectivo, que os niveis plasmaticos de MCP-1/CCL2 estavam negativamente
correlacionados ao eRFG, além de se relacionarem com a mortalidade e com eventos
ateroscleréticos em pacientes com DRC.

No contexto de maior risco de acometimento por doenga cardiovascular em

pacientes com DRC e RTR, é importante salientar que a MCP-1/CCL2 pode
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desempenhar um papel no recrutamento precoce de mondcitos em placas
ateroscleroticas, sendo produzida por células endoteliais, macréfagos e células do
musculo liso vascular em resposta a lesao arterial (BETRIU et al., 2014; DALRYMPLE
et al., 2011; DEVINE; COURTNEY; MAXWELL, 2019; GO et al., 2004; GOSLING et
al., 1999; JIANG et al., 1992; KOEDA et al., 2011; RECIO-MAYORAL et al., 2011).

Em outro estudo, tanto MCP-1/CCL2 quanto CXCL10 foram biomarcadores que
se correlacionaram com o prognostico do transplante renal, superando importantes
marcadores clinicos de rotina, como a proteinuria e 0 eRFG (HIRT-MINKOWSKI et al.,
2016). Assim, o uso de MCP-1/CCL2 juntamente com outros mediadores inflamatorios
soluveis parece ser clinicamente util para avaliar o inicio ou a progressdo da doencga
renal aguda e crénica (TAM; ONG, 2020).

Ja foi demonstrada a ativagao aloimune via supra regulacédo de MCP-1/CCL2 e
de genes de resposta do IFN-y (CXCL10 e CXCL9) em bidpsias com infiltracdo de
macréfagos M2 (TOKI et al., 2014a) de pacientes transplantados renais. Neste caso,
€ sugerido que o prognéstico ruim esteja relacionado tanto com o aumento de MCP-
1/CCL2, mediando a ativagao e infiltragdo de macréfagos no enxerto, o que pode levar
a progressao para fibrose intersticial e atrofia tubular e perda do érgao transplantado,
quanto com a elevacéo dos niveis de CXCL10, potencializando a lesédo pelo aumento
da inflamacgéao aloimune persistente (HIRT-MINKOWSKI et al., 2016, HO et al., 2010;
HO et al., 2013).

MCP-1/CCL2 e CXCL10 possuem as vantagens de serem marcadores
reproduziveis, robustos, simples, de baixo custo e facilmente quantificados por
técnicas imunomediadas, como o Ensaio imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA,
do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Além disso, parecem ter
fundamental importancia no contexto do transplante renal, podendo ser usados para
identificar o risco aumentado de perda do enxerto, enquanto a lesao renal ainda é
considerada reversivel (HIRT-MINKOWSKI et al., 2016).

2.2.3 Interleucina 6 (IL-6)

A interleucina 6 (IL-6) pode ser produzida por células estromais e imunes em
todo corpo humano, diferentemente de outras citocinas que tém expressao celular
restrita (HUNTER; JONES, 2015; LIU et al., 2016). Foi identificada primariamente
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como um fator de estimulacao de células B, promovendo sua ativagao, que resulta na
producao de imunoglobulinas (KISHIMOTO et al., 1992; JORDAN et al., 2017).

As multiplas fungdes bioldgicas da IL-6 ja sdo conhecidas, como a participagao
na proliferagcdo de células T, no desenvolvimento precoce dos sistemas neurais e
cardiovascular, sua relagdo com a oncogénese e a hematopoese, seu papel na
remodelagdo e regeneracgao tecidual e 6ssea, a estimulagdo da imunidade de fase
aguda, além de sua implicagao em disturbios imunolégicos crénicos, como a doenga
do enxerto contra o hospedeiro e glomerulonefrite rapidamente progressiva por
proliferagado celular mesangial (CHOY et al., 2020; JONES; JENKINS, 2018; JORDAN
etal., 2017; KISHIMOTO, 2006; MURAKAMI; KAMIMURA; HIRANO, 2019). Um papel
chave da IL-6 na rejeicdo ao aloenxerto também foi descrito em RTR e esta foi
considerada uma citocina promotora da infiltragao celular no érgao transplantado, com
consequente estimulagao de células T e B (BOOTH et al., 2011; JORDAN et al., 2017).

A reducao da funcdo renal esta ligada ao aumento dos niveis de IL-6, o qual
promove estimulagcdo imune, neovascularizagao com aumento de fator de crescimento
endotelial vascular e processo inflamatério progressivo. Este ultimo processo esta
relacionado ao aumento da sintese de proteinas de fase aguda, como proteina C
reativa (PCR), hepcidina, amiléide sérica A e fibrinogénio, bem como a interagdes
entre IL-6 e o receptor de interleucina 6 (IL-6R) nos hepatdcitos, estimulando a sintese
de outras citocinas, diminuindo a excregao renal e favorecendo a hipercoagulabilidade
(ANTUNES; CANZIANI, 2016; GABAY, 2006; GURSU et al., 2014; FILIOPOULOS;
VLASSOPOULOS, 2009; XU et al., 2015).

Em relagéo a producéo de IL-6 pelo RTR, esta pode ser iniciada pela ligagao
entre anticorpos HLA especificos do doador e alvos HLA no endotélio do aloenxerto
que, quando persistente, estimula a proliferagao intimal e a vasculopatia, podendo
resultar em ABMR (JORDAN et al., 2017). A produgdo aumentada de IL-6 também
esta relacionada a inibigdo de células Tregs, como células CD4+, CD25+ e FoxP3+,
e a ativagao de células Th17, contribuindo para a rejeicdo ao aloenxerto. Isso se da
pela estimulagao de citocinas pro-fibroticas por linfocitos Th17 ativados e pela inibigao
da conversao de células Th17 em células Tregs por IL-6, 0 que impede a supressao
da inflamacéo e a indugéo da tolerancia, além de estimular a fibrose crénica e a injuria
tubular renal. Em contraponto, a reducido expressiva de IL-6 pode estar relacionada
ao comprometimento da atividade de células B e T com risco aumentado de

complicagbes infecciosas. A IL-6 pode, portanto, ser considerada um indicador
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importante da evolugao renal, refletindo a reagdo imunologica no transplante renal
(JORDAN et al.,, 2017; OMRANI et al., 2019; SMITH; MAIZELS, 2014; TANAKA;
KISHIMOTO, 2014; TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014).

Em um modelo de transplante cardiaco experimental, os autores combinaram
inibidores de IL-6 e IFN-y e observaram a tolerancia do enxerto a longo prazo (ZHAO
et al., 2012). Outros autores demonstraram que a deplecéo de células B em modelo
animal, apés o inicio do dano crénico do enxerto, foi capaz de reduzir niveis de IL-6 e
de quimiocinas, assim como o infiltrado de células B no ¢érgéo transplantado,
reduzindo, dessa forma, a IFTA. Os autores consideraram que a IL-6 pode ser um
importante mediador da IFTA, podendo ser usada como marcador na ABMR (TSE et
al.,, 2015). Em um estudo com pacientes alossensibilizados, o tratamento com
Tocilizumabe, um inibidor de IL-6R, reduziu significativamente os niveis de DSA
destes pacientes e permitiu que a maioria recebesse transplantes renais viaveis. Apos
um ano, somente um paciente desenvolveu ABMR sem DSA, ndo houve morte nem
falha do transplante, e houve um aumento da populacao de células Tregs (VO et al.,
2015).

2.2.4 Fator de necrose tumoral a (TNF-a)

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) € uma citocina produzida por células
imunes, como células T e B, mondcitos e macrofagos, e células ndo imunes como
células epiteliais e endoteliais, astrocitos e queratinécitos (PAPADAKIS; TARGAN,
2000). Seu papel pro-inflamatério € bem estabelecido com ativagdo de vias
inflamatdrias, como a via classica do NF-kB, atuando em diversos processos
inflamatorios sistémicos. A liberagdo de TNF-a por macrofagos pode aumentar a
expressao de moléculas do MHC, a maturacdo de APCs e a adesao de células T as
APCs, além de fornecer sinais co-estimulatorios para células T CD4+ e T CD8+.
Juntamente com IL1B3, TNF-a pode ter sua expressdo aumentada por células T
ativadas, retroalimentando sua liberagdo (ASPALTER; EIBL; WOLF, 2003; BOLLYKY
et al., 2010; CELLA et al., 1997; HILL et al., 1999; KIM; TEH, 2004; MITOMA et al.,
2018; XUN et al., 1994).

Suas fungdes anti-inflamatérias e imunomoduladoras tém se destacado com a

descoberta de que TNF-a pode promover a proliferagao e a ativagéao de células Tregs.
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Esta ativagao ocorre por FoxP3+ em condi¢des inflamatdrias, via receptor do fator de
necrose tumoral alfa 2 (TNFR2). A fungao imunossupressora de TNF-a, a depender
das células regulatérias envolvidas e da doenga subjacente, pode contrabalancear a
inflamacéao excessiva e melhorar a regeneracgao do tecido (ALl etal., 2017; NOSBAUM
et al., 2016; WAJANT; BEILHACK, 2019).

Em relagdo as células T, TNFR2 pode ter agdes antagbnicas. Este receptor
pode sensibilizar células e induzir a morte celular pelo receptor do fator de necrose
tumoral alfa 1 (TNFR1), inibindo a estimulagédo de células T CD8+. De forma oposta,
TNFR2 também pode estimular vias classicas e alternativas de NF-kB,
desencadeando a proliferagédo de células T CD8+ e regulando positivamente proteinas
antiapoptéticas (RAUERT et al., 2010; WAJANT; BEILHACK, 2019).

Em um estudo in vitro foi constatado que células Tregs deficientes em TNFR2
perderam, de forma expressiva, sua atividade supressora, enquanto a deficiéncia de
TNFR1 resultou em aumento da atividade das células Tregs (MCCANN et al., 2014).
Neste caso, o bloqueio da atividade de TNF-a pode ser complicado, ja que significa
nao apenas inibir seu efeito pré-inflamatério mediado por TNFR1, mas também inibir
seu efeito protetor mediado por TNFR2 (WAJANT; BEILHACK, 2019). Pela influéncia
imunoldgica, TNF-a, TNFR1 e TNFR2 podem ser considerados marcadores uteis na
avaliacdo da funcédo renal apos o transplante (BUDAK et al., 2015; WAJANT,;
BEILHACK, 2019).

2.2.5 Interleucina 1 beta (IL-1B)

A IL-1 desempenha um papel importante na inflamacéo ao participar das
respostas de fase aguda e aumentar a infiltragdo de células inflamatérias e a
aderéncia de linfécitos e neutréfilos as células endoteliais. Durante o processo de
isquemia-reperfusao, que ocorre na transplantagao de 6rgaos, IL-1 é liberada durante
a reperfusao, induzindo uma resposta inflamatéria moderada e levando a apoptose de
células-alvo, podendo diminuir e/ou retardar a funcao do aloenxerto (LI et al., 2004).
A producgao de IL-1 precede a disfungao do aloenxerto renal, podendo estar implicada
na patogénese da rejeigdo aguda e crbénica do aloenxerto (BHAT et al., 2017; LEE et
al., 2004; SIMS; SMITH, 2010; VORONOV; CARMI; APTE, 2014). A sinalizacao de IL-

1 ativa células imunes inatas, induz a secrecédo de outras citocinas, como a IL-6, e
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conduz as células T em direcdo as respostas do tipo Th1 e Th17, provocando um
estado pro-inflamatdrio que pode induzir o dano renal progressivo associado a DRC,
além de promover disfungao do aloenxerto em pacientes transplantados renais (BENT
et al., 2018; BANDACH; SEGEV; LANDAU, 2021; CHUNG et al., 2015; TOSATO;
JONES, 1990).

A familia de IL-1 € composta por 11 membros e consiste em varias citocinas
pré e anti-inflamatdrias expressas em multiplas células imunes, como células
dendriticas, células T e B, neutréfilos e mondcitos, que participam diretamente da
resposta inflamatdria em diversas doengas (DINARELLO, 2009; SIMS; SMITH, 2010;
XU; MU; WEI, 2019). Séo elas: interleucina 1 alfa (IL-1a), IL-1B, antagonista do
receptor de interleucina 1 (IL-1RA, do inglés interleukin 1 receptor antagonist),
interleucina 18 (IL-18), antagonista do receptor da interleucina 36 (IL-36Ra, do inglés
interleukin 36 receptor antagonist), interleucina 36 alfa (IL-36a), interleucina 37 (IL-
37), interleucina 36 beta (IL-36[3), interleucina 36 gama (IL-36y), interleucina 38 (IL-
38) e interleucina 33 (IL-33). IL-1B € uma citocina pré-inflamatéria e o membro mais
bem caracterizado desta familia (DINARELLO et al., 2010; YAZDI; GHORESCHI,
2016). Ela é rapidamente produzida e liberada em resposta aos estimulos
inflamatorios por diversas células imunes e ndo imunes e tem a capacidade de
amplificar respostas imunes inflamatorias até a leséo tecidual (DINARELLO, 2014). A
ligacao de IL-1B ao receptor de interleucina 1 do tipo 1 (ILR1, do inglés IL-1 receptor
type 1) facilita o processo de transcricdo de multiplos genes, como os genes da
interleucina 17 (IL-17), IL-6 e IFN-y, levando a eventos pré-inflamatérios ligados ao
dano tecidual, a progressdao de doengas e a faléncia precoce do aloenxerto
(DINARELLO et al., 2010; SIMS; SMITH, 2010; XU; MU; WEI, 2019; WEAVER et al.,
2017).

Ja foi constatada uma secrecdo aumentada de IL-1B por células
polimorfonucleares e monécitos em pacientes com rejeicdo cronica do aloenxerto,
tubulopatia e glomerulonefrite em relagdo aos pacientes sem rejeicao ao transplante
(BATAL et al., 2014; DE SERRES et al., 2011; DE SERRES et al., 2012). Além disso,
uma maior excregao urinaria do IL-1RA foi associada a uma melhor fungdo do
aloenxerto renal em um ano e menores niveis séricos de IL-1RA foram relacionados
a funcdo do enxerto retardada, o que demonstra seu possivel efeito protetivo
(PEREIRA et al., 2012; SADEGHI et al., 2003).
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2.2.6 Interleucina 10 (IL-10)

A interleucina 10 (IL-10) é secretada principalmente por monécitos, macrofagos
e linfécitos e funciona como uma citocina imunorregulatéria, com efeitos anti-
inflamatorios e propriedades antitromboticas e antiaterosclerética (DE VRIES, 1995;
MORITA et al., 1997). Esta ultima propriedade foi demonstrada por estudos que
encontraram uma maior expressdo génica de IL-10 associada a atenuagdo do
processo de aterogénese (CAVUSOGLU et al.,, 2011; ESKDALE; GALLAGHER,
1995).

No processo de ativagdo de células Th2, a IL-10 produzida previne a
proliferacdo de células T. Pode também inibir a sintese de citocinas de resposta Th1
e tem efeito direto na ativagao, proliferagcao e diferenciagao de células B (CASCALHO
et al.,, 2013; CHESNEAU et al., 2014; DOMINGUEZ-PANTOJA et al., 2018;
LACHMANN et al., 2017; RAN et al., 2020; SALEHI et al., 2020). Além disso, a IL-10
tem a capacidade de suprimir a apresentagdo de antigenos por células mieldides,
desregulando, assim, a atividade do sistema imune inato (MITTAL; ROCHE, 2015).

Niveis elevados de IL-10 ja foram encontrados tanto em desfechos favoraveis,
como também foram considerados preditores de mortalidade em situagdes
inflamatdrias, como nos casos do transplante renal e da hemodialise, prevendo o
desenvolvimento de eventos cardiovasculares (GAO et al., 2021; MAELARSTIG et al.,
2008; STENVINKEL; KETTELER; JOHNSON, 2005). Esta ultima situagao pode ser
explicada pelo mecanismo contra regulatorio com um aumento compensatorio de IL-
10 em estados inflamatdrios (GAO et al., 2021).

ApOs o transplante renal, uma diminuicéo de células B produtoras de IL-10 mais
pronunciada foi encontrada em um estudo com pacientes que tiveram rejeicdo aguda
e/ou falha do aloenxerto. O desbalango imunolégico mais evidente parece ter uma
relagao direta com a deterioracao do aloenxerto e a diminuicdo de IL-10 parece estar
associada ao desenvolvimento do processo de rejeicdo (ELNOKEETY; SHAKER,;
FAYED, 2017; LAGUNA-GOYA et al., 2020). Nesse sentido, um estudo demonstrou
que niveis de células T e B produtoras de IL-10 podem ser utilizados como marcadores
para prever o risco de ABMR no transplante renal (LUO et al., 2021). A andlise
conjunta de IL-10 e outras citocinas pode auxiliar na avaliagdo do estado imunoldgico
dos pacientes transplantados renais, direcionando o ajuste da dose do agente
imunossupressor (ELNOKEETY; SHAKER; FAYED, 2017).
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2.2.7 Homocisteina (HC)

A homocisteina (HC) € um aminoacido n&o essencial, sintetizado por
transmetilacdo da metionina, aminoacido essencial derivado da dieta. Uma
anormalidade nos niveis de HC pode levar a estresse oxidativo, resultando em
oxidacdo elevada de carboidratos, acidos nucleicos e proteinas, além de
lipoperoxidacéo, o que pode levar a citotoxicidade (SKOVIEROVA et al., 2016).

A maior parte da HC circulante, cerca de 80 a 90%, esta ligada a proteinas.
Apenas a HC livre, que representa menos de 1% de HC na circulagéo, é filtrada pelos
glomérulos renais, reabsorvida nos tubulos e oxidada em forma de didéxido de carbono
e sulfato nas células renais. Pacientes com ESRD e DRC tém demonstrado niveis
mais elevados de HC em relagéao a populagédo em geral. No caso dos pacientes com
DRC, estudos mostraram que a causa da hiper-homocisteinemia é consequéncia da
depuragdo reduzida e ndo do aumento da produgdo (CAPPUCCILLI et al., 2020;
PERNA et al., 2010).

A hiper-homocisteinemia promove a expressao de moléculas de adesao e de
quimiocinas com a subsequente proliferacao de células musculares lisas vasculares.
Pode agir sobre as células glomerulares de forma direta ao induzir esclerose e dano
renal com expansdo mesangial, disfungdo de poddcitos e fibrose por estresse
oxidativo local (DEUSSEN et al., 2005; TSAIl et al., 1994).

A hiper-homocisteinemia também esta relacionada a geracdo de ROS,
especies reativas de tiol e espécies reativas de nitrogénio, diminuindo a
biodisponibilidade de 6xido nitrico. Em consequéncia, ha disfuncao endotelial com
estimulo das metaloproteinases de matriz (MMPs) e inativagao de inibidores teciduais
das MMPs (TIMPs, do inglés tissue inhibitor of metalloproteinase). I1sso leva a uma
remodelagao cardiovascular com aumento do depdsito de colageno (STEED; TYAGI,
2011).

Adicionalmente, a hiper-homocisteinemia também esta relacionada a indugéo
da expressao de quimiocinas pro-inflamatdrias, como MCP-1, em células endoteliais
através da ativacdo do NF-kB, aumentando a inflamacao vascular, a aterogénese € a
migragdo de mondcitos da circulagéo para o tecido através do endotélio (PODDAR et
al., 2001; ZENG et al., 2005).

Uma recente meta-andlise concluiu que a alta incidéncia de DRC esta
associada a niveis elevados de HC e que uma avaliagao precoce de HC pode ser Uutil
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para detectar pacientes com DRC (CHEN et al., 2023). Além disso, niveis elevados
de HC ja foram associados a disfungdo endotelial, inibindo a proliferagdo de células
endoteliais e promovendo a inflamagao (JAN et al., 2021).

Além dos marcadores inflamatérios citados, reguladores funcionais da resposta
imunologica, como determinados microRNAs (miRNAs), podem ser utilizados como
ferramentas interessantes para o monitoramento e avaliacdo da funcdo renal e do
prognostico de pacientes transplantados renais (JELENCSICS; OBERBAUER, 2015).

2.3 MicroRNAs (miRNAs)

Os miRNAs sdo RNAs né&o codificantes, expressos por genes especificos e
transcritos pela RNA polimerase Il em um miRNA primario (pri-miRNA) em forma de
grampo, com pareamento interno de bases complementares de fita simples, ou seja,
uma estrutura que forma um eixo de RNA de dupla fita (dsRNA). O pri-miRNA é
reconhecido pela proteina DGCRS8 que, por sua vez, se associa a enzima DROSHA,
formando um complexo capaz de clivar o RNA em um miRNA de tamanho menor.
Este miRNA precursor pode ser direcionado para fora da célula envolvido em
vesiculas (microvesiculas ou exossomos) ou pode ser exportado para o citoplasma
através da ligagdo com a Exportin 5, uma molécula transportadora (AXTELL et al.,
2011; PEREIRA, 2015).

No citoplasma, o miRNA precursor € reconhecido pela DICER, uma RNAse que
cliva o miRNA. A proteina Argonauta, ou AGO 2, interage com o miRNA e uma fita é
liberada e degradada (conhecida como miRNA passageiro). A fita remanescente
(miRNA guia) interage com AGO 2 e outras proteinas formando o RISC, complexo de
silenciamento induzido por miRNA (do inglés RNA-induced silencing complex), que
pode inativar um ou multiplos genes, ja que varios RNA mensageiros (mMRNAs) sao
complementares & sequéncia do miRNA, o que permite o emparelhamento. E
importante salientar que tanto a fita 5p quanto a 3p do miRNA precursor pode interagir
com RISC, porém, frequentemente uma unica fita predomina. Em alguns casos,
ambos os bracos do duplex dao origem a miRNAs maduros funcionais que interagem
com AGO 2 para regular a expressao génica. Uma vez que ha a ligacao entre o mRNA
e o miRNA, ha a inativacdo do mRNA por dois mecanismos: pode haver um

pareamento imperfeito do miRNA com a regido 3' ndo traduzida (UTR, do inglés
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untranslated region) de seu mRNA-alvo e proteinas do complexo RISC podem clivar
o mMRNA, promovendo sua desestabilizagdo (correspondente a mais de 80% dos
eventos); ou pode ocorrer a inibicdo da traducao, ja que o complexo RISC pode
impedir a agao dos ribossomos. Em ambos os casos, 0o mRNA nao sera traduzido em
uma proteina, e o gene sera silenciado. Assim, os miRNAs realizam o controle pés-
transcricional e estima-se que mais da metade de todos os mRNAs codificados no
genoma humano sao alvos de miRNAs (AXTELL et al., 2011; GHILDIYAL et al., 2009;
GUO et al., 2010; OKAMURA; LIU; LAI, 2009; PEREIRA, 2015).

Além disso, os miRNAs parecem também regular a expresséo génica em locais
além do citoplasma. Ja foi detectada atividade funcional de RISC no nucleo e nas
mitocdndrias e ja foi relatado a regulagdo da expressao génica por miRNAs
processados no citoplasma e importados para o nucleo (BANDIERA et al., 2011;
CERNILOGAR et al., 2011; ROBB et al. 2005; TAN et al., 2009). Adicionalmente, ao
se ligarem ao promotor de genes alvo, varios miRNAs foram identificados como
reguladores da expressao génica (YOUNGER; COREY, 2011; HUANG et al., 2012;
PLACE et al., 2008; KIM et al., 2008). De forma resumida, o complexo AGO 2-miRNA
€ importado para o nucleo pela ligagdo ao Importin 8 e este complexo se liga a
sequéncias de DNA cromossdmico ou aos transcritos derivados de genes promotores.
Nesse processo, ha o recrutamento de proteinas modificadoras de cromatina,
aumento da metilagao e inibicdo da transcrigao pelo gene promotor alvo (HUANG,; LI,

2012). A Figura 3 resume o processo elucidado nos paragrafos acima.
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Figura 3 — Biossintese de microRNA
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Fonte: Adaptado de Peteres (2020, p. 3).

2.3.1 MicroRNA-145-5p e microRNA-23b-3p

O microRNA-145-5p (miR-145-5p) pode regular o ciclo celular e promover a
apoptose celular (CORDES et al., 2009; XIN et al., 2009). Em diferentes tipos de
canceres, o miR-145-5p é caracterizado como um supressor tumoral (DING et al.,
2017; WANG et al., 2017a; ZHU; ZHU, 2018). Em respostas inflamatdrias alérgicas
mediadas por células Th2, este miRNA pode também agir como uma molécula pré-
inflamatdria (COLLISON et al., 2011).

Ademais, o miR-145 esta envolvido em doencgas vasculares por suprimir a
proliferagdo de células do musculo liso vascular, sendo que sua regulagédo negativa ja
foi observada em lesdao neointimal em cultura de célula e sua expressao foi

relacionada com a diminuicdo do dano vascular em pacientes pediatricos com nefrite
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lupica, demonstrando seu papel vasculoprotetor e, consequentemente, renoprotetor
(CHENG et al., 2009; GIRDAUSKAS et al., 2018; WU et al., 2016). Por outro lado, ja
foram encontradas evidéncias de que vesiculas extracelulares carregadas com miR-
145-5p induziram proteindria e apagamento dos processos podocitarios em
camundongos controle saudaveis (ZHANG et al., 2021). Em um estudo que avaliou
miRNAs em pacientes transplantados renais, foi encontrada uma maior expressao de
miR-145-5p em receptores com fungao renal estavel em relagdo a individuos com
ABMR. De forma inesperada, os autores encontraram uma menor expressao de miR-
145-5p em pacientes com IFTA em relagdo a individuos com fungao renal estavel,
demonstrando um alto valor diagnodstico de miR-145-5p pela analise da area sob a
curva ROC (MATZ et al., 2018). De fato, a superexpressao de miR-145 em células de
condroblastos que resultou em inibicao da fibrose e da proliferagao celular, de forma
significativa, ja foi relatada na literatura (WANG et al., 2017Db).

Em um artigo recente, os autores sugeriram o importante papel do microRNA-
23b-3p (MiR-23b-3p) na doenca renal, em especial na nefropatia por IgA. O estudo
utilizou modelo murino e demonstrou que a deficiéncia do miR-23b-3p induziu uma
doenca semelhante a nefropatia por IgA, com aumento de proteinuria e dos niveis
séricos de IgA, deposigdo mesangial de IgA e C3 e aumento da presséao arterial (LI et
al., 2021a). Em outro estudo, o miR-23b-3p foi considerado promissor por
desempenhar um papel critico na patogénese da sindrome nefrética em pacientes
pediatricos, sendo importante para prever e monitorar criangas com complicagdes
graves (CHEN et al., 2019). Além disso, autores demonstraram uma maior expressao
de miR-23b-3p em células urinarias de individuos com fungdo normal do aloenxerto
em relagao aos individuos com disfungao crénica do aloenxerto com IFTA (MALUF et
al., 2014).

Assim, biomarcadores promissores, como os mMiRNAs e os marcadores
inflamatdrios citados anteriormente, poderiam ser utilizados na pratica clinica
juntamente aos marcadores usuais para aumentar a sensibilidade e especificidade em
estimar as condigdes do aloenxerto. Além disso, a utilizacdo destes marcadores no
transplante renal poderia trazer informagdes sobre a injuria renal de uma maneira mais
precoce e mais assertiva, auxiliando na deciséo clinica a ser tomada (ROGULSKA et
al., 2022; SWANSON et al., 2020).
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2.3.2 MicroRNA-15a-5p e microRNA-15b-5p

No presente estudo, foram feitas analises preliminares do painel inflamatorio
composto por CXCL10, MCP-1/CCL2, IL-6, TNF-a, IL-13, IL-10 e HCY. Esses
marcadores foram avaliados entre os grupos distribuidos de acordo com a fungao
renal avaliada pelo eRFG e a evolugdo do aloenxerto renal durante os 5 anos de
acompanhamento. As analises demonstraram um bom desempenho de CXCL10 na
distingdo entre os grupos e a ferramenta TargetScan (AGARWAL et al., 2015) foi
utilizada para verificar quais miRNAs poderiam melhor modular CXCL10. Esta
quimiocina, entado, foi considerada um alvo potencial dos microRNAs 15a-5p (miR-
15a-5p) e 15b-5p (MiR-15b-5p).

Em um estudo que avaliou amostras urinarias de pacientes com nefropatia por
IgA, o miRNA-15a-5p nao foi associado com a proteinuria e com o eRFG, porém foi
significativamente mais expresso em pacientes que possuiam essa glomerulopatia em
relagdo aos pacientes do grupo controle que possuiam fungéo renal estavel e que nao
tinham histérico de doencas renais (ZHANG et al., 2023). No entanto, a regulacao
negativa de miR-15a-5p desencadeou a proliferacdo endotelial e o aumento da
inflamagéo vascular em um estudo recente que utilizou modelo animal (LI et al.,
2021b). Em um estudo que avaliou pacientes com Nefropatia Diabética (ND), a
expressao de miR-15a-5p foi negativamente correlacionada aos niveis de albuminuria
de forma significativa (DIETER et al., 2019).

O miR-15b-5p, por sua vez, ja foi identificado como um marcador altamente
especifico para TCMR em um estudo envolvendo pacientes transplantados renais,
permitindo a distingao de pacientes com TCMR em relac&o aos pacientes com funcao
renal estavel, com ABMR e com ambas as rejeicdes (MATZ et al., 2016b). Outros
autores relacionam miR-15b-5p a indug¢ao da apoptose de células mesangiais, sendo
considerado um potencial preditor da injuria renal na ND, em um estudo que avaliou
camundongos sob influéncia de glicose (TSAI et al., 2020). Além disso, em outra
pesquisa envolvendo pacientes diabéticos, foram encontrados niveis
significativamente mais aumentados de miR-15b provenientes de exossomos obtidos
de amostras urinarias em pacientes com ND em relagdo aos pacientes saudaveis.
miR-15b também foi correlacionado positivamente com a relagao albumina/creatinina

e com os niveis de creatinina nesse mesmo estudo (EISSA et al., 2016).
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3 JUSTIFICATIVA

Na pratica clinica, a utilizacdo de potenciais biomarcadores inflamatorios
juntamente aos marcadores laboratoriais tradicionais poderia complementar a
avaliagao do prognostico dos pacientes transplantados renais. Pacientes com alto
risco imunologico poderiam ser identificados de forma mais assertiva e alteragcées no
tratamento imunossupressor poderiam ser iniciadas antes que ocorresse uma injuria
mais grave do rim enxertado.

A biopsia € o padrao de referéncia para o diagnéstico de rejeicdo, porém é
limitada por ser invasiva, por trazer certos riscos, e por erros de amostragem e falta
de consenso em torno da interpretacdo histologica. Essa técnica é realizada, na
maioria dos casos, quando se ha suspeita de rejei¢cao e, portanto, quando existe a
possibilidade de um comprometimento renal. Essa suspeita se da principalmente pela
avaliacado de marcadores de rotina que falham em detectar precocemente alteragdes
fisiopatoldgicas ligadas a rejeigdo. Com isso, marcadores inflamatérios promissores
relacionados a essas alteragbes poderiam ser utilizados na rotina laboratorial dos
pacientes transplantados de forma complementar ao que ja existe atualmente.

Caso os marcadores inflamatorios propostos se provem mais especificos e
mais sensiveis em detectar a disfuncéo renal em relagao aos marcadores tradicionais,
estes poderiam ser implementados no monitoramento dos pacientes transplantados
renais como parte dos exames laboratoriais de rotina. Isso seria relativamente
simples, devido a facilidade técnica de sua mensuracdo e ao baixo custo destas
metodologias. Adicionalmente, biomarcadores epigenéticos, como miRNAs
associados a resposta imune e ao dano vascular do aloenxerto, também poderiam
fornecer informacdes importantes sobre o curso do transplante renal.

No presente estudo, o seguimento dos pacientes no pds transplante busca
esclarecer a associagao entre estes biomarcadores e as alteragdes na funcao e
histologia renal. Com isso, pretende-se fornecer informag¢des complementares para a
pratica clinica ao elucidar o papel destes biomarcadores no transplante. Assim, este
estudo justifica-se pela importancia em se avaliar os pacientes transplantados renais
por acompanhamento laboratorial e clinico com a investigacdo de potenciais
marcadores, como citocinas, quimiocinas e miRNAs, que possam complementar as

ferramentas de progndstico utilizadas atualmente na rotina clinica e contribuir para
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uma monitorizagdo mais precisa, fornecendo um suporte para as estratégias

terapéuticas.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar marcadores inflamatérios e epigenéticos na linha de base e relaciona-
los a funcéo renal e a evolucdo clinica de receptores do transplante renal em um

estudo prospectivo de 5 anos.

4.2 Objetivos especificos

¢ Avaliar os niveis das quimiocinas CXCL10 e MCP-1 e das citocinas IL-6, TNF-
a, IL-1B e IL-10, além da determinacdo dos niveis de HC, em pacientes

transplantados renais na linha de base.

e Relacionar os resultados das dosagens de biomarcadores a funcéo renal

avaliada pelo eRFG e aos desfechos clinicos em um seguimento de 5 anos.

e Determinar a expressao dos miRNAs (miR-145-5p, miR-23b-3p, miR-15a-5p e

miR-15b-5p) em pacientes transplantados renais avaliados na linha de base.

e Associar os niveis de expressao dos miRNAs supracitados a fungao renal e aos
desfechos clinicos dos receptores do transplante renal em um seguimento de

5 anos.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Delineamento experimental e aspectos éticos

Figura 4 — Delineamento experimental
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Legenda: COEP: Comité de Etica em Pesquisa. CXCL10: ligante 10 de quimiocina CXC. ELISA:
ensaio imunoenzimatico. eRFG: ritmo de filtragao glomerular estimado. IL-1B: interleucina 1
beta. IL-6: interleucina 6. MCP-1/CCL2: proteina quimioatraente de monécitos. miRNAs:
microRNAs. RT-qPCR: reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa quantitativa.
RTR: receptores do transplante renal. TNF-a: fator de necrose tumoral alfa. Fonte: dados da

pesquisa.

O presente estudo € do tipo prospectivo observacional e € uma continuidade
do projeto "Associagao de niveis plasmaticos e polimorfismos em genes de citocinas
com a fungao renal de pacientes transplantados" desenvolvido durante o Mestrado. O
projeto inicial “Avaliagcdo de marcadores genéticos, inflamatérios e hemostaticos no
transplante renal” foi submetido e aprovado, sob o ponto de vista ético e formal, pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (COEP),
CAAE - 48443715.3.0000.5149. Na Figura 4 o delineamento experimental do
trabalho é apresentado.

Todos os participantes envolvidos no projeto de pesquisa foram esclarecidos
quanto aos objetivos propostos e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (APENDICE A) no momento da coleta de sangue. Uma ficha com os
dados clinicos e laboratoriais (APENDICE B) de cada paciente do estudo foi

elaborada e preenchida.

5.2 Casuistica

Este estudo foi o resultado de um monitoramento clinico e laboratorial de
pacientes transplantados renais por um periodo de cinco anos. A coleta de sangue foi
realizada no ano de 2016, na época da realizagao do trabalho intitulado “Associacao
de niveis plasmaticos e polimorfismos em genes de citocinas com a fungao renal de
pacientes transplantados” (dissertagdo de Mestrado), e as amostras foram
armazenadas adequadamente até a sua utilizag&o.

Durante o projeto de Mestrado, no ano de 2016, foram coletadas 195 amostras
de pacientes transplantados renais do setor de transplantes da Unidade Bias Fortes
do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC/ UFMG). A
selegcao dos receptores do transplante renal (RTR) foi feita a partir de critérios bem
estabelecidos, a saber: pacientes transplantados renais com idade superior a 18 anos

que haviam recebido o rim de doadores vivos ou falecidos. Os critérios de nao-
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inclusdo foram: presenca de neoplasias, infecgdes virais ativas, disturbios
hematoldgicos, doengas autoimunes, fraturas recentes e/ou intervengdes cirurgicas
recentes.

A evolugéao clinica dos pacientes foi acompanhada por um periodo de cinco
anos, de 2016 a 2021, anualmente e de forma simultdnea, mediante analise minuciosa
de prontuarios médicos fisicos e eletronicos.

Dos 195 pacientes selecionados no inicio da pesquisa, 69 foram incluidos no
projeto de Doutorado. Devido ao periodo pandémico, durante os anos de 2020 e 2021,
foram excluidos aqueles pacientes que interromperam o acompanhamento clinico e
laboratorial entre 2016 a 2021 e/ou aqueles que possuiam dados insuficientes ou
faltantes que seriam fundamentais para a pesquisa. Nenhum paciente faleceu durante
o follow-up.

As informacgdes obtidas a partir da analise longitudinal de prontuarios meédicos
foram armazenadas em um banco de dados. Este banco foi formado por dados
referentes ao transplante renal, como tipo de doador, data da realizagdo do
transplante, doenga de base, comorbidades ap6s o transplante e terapia
imunossupressora utilizada. Dados laboratoriais, como niveis de creatinina e de ureia,
glicemia em jejum e hemograma completo também foram coletados pelo periodo de
cinco anos e armazenados no banco de dados. Por fim, as informacdes relativas as
bidpsias renais também foram extraidas a partir dos prontuarios médicos durante a
monitorizacdo dos pacientes transplantados. Para as analises, os pacientes foram
alocados em grupos de acordo com a funcdo renal avaliada pelo eRFG
(MAZANOWSKA et al., 2013; MOTA et al., 2015) e em grupos de acordo com o
desfecho primario (BABA et al., 2015; HANDSCHIN et al., 2021).

5.3 Grupos de pesquisa

Os RTR foram distribuidos de acordo com a fungao renal avaliada pelo eRFG.
Os valores de corte para a estratificacdo dos pacientes de acordo com o eRFG foram
baseados em estudos prévios do nosso grupo de pesquisa e dados da literatura
(ELNOKEETY; SHAKER; FAYED, 2017; MOTA et al., 2015; MOTA et al., 2017). Foi
utilizada a férmula Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI)
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para calculo do eRFG (SOCIEDADE BRASILEIRA DE NEFROLOGIA, 2023), sendo

os grupos clinicos classificados da seguinte maneira:

e R1: eRFG inferior a 60 mL/min/1,73m? (n=24);
e R2: eRFG: igual ou superior a 60 mL/min/1,73m? (n=45) (MAZANOWSKA et
al., 2013; MOTA et al., 2015).

Os RTR também foram distribuidos em grupos de acordo com o desfecho
primario (n = 35) ou auséncia dele, ou seja, a fungéo renal estavel (n = 34). O desfecho

primario foi caracterizado por:

e Declinio do eRFG maior do que 30%; e/ou

e Retorno a dialise; e/ou

e Rejei¢do do aloenxerto; e/ou

e Retransplante. (BABA et al., 2015; HANDSCHIN et al., 2021)

O desfecho primario foi avaliado entre o inicio do acompanhamento em 2016

até o final da analise de prontuarios médicos em 2021.

5.4 Amostras biolégicas

As coletas de amostras de sangue foram realizadas em 2016 no Laboratério
Central do Hospital das Clinicas da UFMG. Foram coletados 5 mL de sangue venoso
em tubos de sangue com anticoagulante citrato de sédio 0,109 mol/L (VACUETTE®)
e 5 mL de sangue venoso em tubos de soro (VACUETTE®) para a obtencédo de
amostras de plasma e de soro, respectivamente. O material foi devidamente
acondicionado apds a coleta e o tempo maximo de duas horas até a centrifugagao
nao foi ultrapassado. As amostras foram centrifugadas a 2.500 RPM, por 20 minutos,
em centrifuga refrigerada (Jouan® modelo BR4i) a 4°C. Foram preparadas aliquotas
de 500 uL e estas foram armazenadas em microtubos de polipropileno atoxico de
centrifugacéo (Axygen®) devidamente identificados e, posteriormente, congelados no
freezer vertical a -80°C (Ultra Freezer, ColdLab, modelo 374-80V). E importante
ressaltar que, com o objetivo de preservar a integridade do RNA, além de congeladas,
as amostras foram conservadas no reagente de estabilizagdo de RNA, RNAlater

(Qiagen®, Renania, Alemanha).
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5.5 Métodos

5.5.1 Determinagéo dos niveis de citocinas, quimiocinas e homocisteina

Os niveis das citocinas e quimiocinas avaliadas, além dos niveis de
homocisteina (HC), foram determinados por métodos distintos, conforme

disponibilidade dos kits e materiais para a pesquisa.

5.5.1.1 Determinagdo dos niveis de CXCL10 e MCP-1 por ELISA de captura (In-

house)

Os niveis de CXCL10 e MCP-1 foram determinados utilizando os kits Human
IP-10 (CXCL10) Mini TMB ELISA Development Kit e Human MCP-1 (CCL2) Mini TMB
ELISA Development Kit (PEPROTEC, New Jersey, EUA), respectivamente, seguindo
as instru¢cdes do fabricante (ELISA in-house). A etapa modificada, apdés melhor
interpretacdo da metodologia, foi a incubagao da placa com o anticorpo de captura.
As placas foram incubadas em geladeira (Frost Free, Consul, biplex), ja que os testes
mostraram melhores resultados com essa modificac&o. A leitura foi realizada em leitor
de microplacas VersaMax™ Microplate Reader (Molecular Devices, EUA) a 450 nm e
corregcao de 620 nm, no Laboratério de Citologia Clinica da Faculdade de Farmacia
da UFMG. Os resultados foram expressos em pg/mL e as concentragdes de CXCL10
e MCP-1 foram estimadas a partir de uma curva padréo para a qual foi obtido um valor

de correlagdo r2 = 0,99 em ambas as dosagens.

5.5.1.2 Determinagéo dos niveis de IL-10 por ELISA de captura

A metodologia de escolha para a determinagao dos niveis de IL-10 foi o teste
de ELISA sanduiche utilizando o kit Human IL-10 Immunoassay (Quantikine® ELISA,
Minneapolis, EUA) pronto para uso. As instrugdes do fabricante foram rigorosamente
seguidas. Um leitor de microplacas (SpectraMax® Plus 384 Microplate Reader,
MOLECULAR DEVICES, EUA) ajustado para 540 nm foi utilizado para a realizagéo
da leitura do ensaio, no Laboratério de Radioisétopos da Faculdade de Farmacia da

UFMG. As concentracgdes de IL-10 foram estimadas a partir de uma curva padréo para
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a qual foi obtido um valor de correlacéo r2 20,99 e os resultados foram expressos em

pg/mL.

5.5.1.3 Determinagdo dos niveis de IL-6, TNF-a e IL-18 por Ensaio Multiplex
MILLIPLEX®

O kit Milliplex® MAP (Human Bone Magnetic Bead Panel - HBNMAG-51K, EMD
Millipore Corporation, Darmstadt, Alemanha) pronto para uso foi empregado para
quantificar IL-6, TNF-a e IL-1B. O kit contém microesferas magnéticas fluorescentes
recobertas por anticorpos de captura especificos para IL-6, TNF-a e IL-13. O sistema
de deteccao de microesferas (MAGPIX® System, Luminex Corporation, Austin, EUA),
localizado no Laboratério Interdisciplinar de Investigagdo Médica na Faculdade de
Medicina da UFMG, foi utilizado para a leitura da reacéo, identificando o complexo
antigeno-anticorpo e a magnitude do sinal obtido pela estreptavidina conjugada com
a proteina fluorescente R-ficoeritrina (estreptavidina-PE), a qual é diretamente
proporcional a quantidade de antigenos de interesse detectados. As concentragdes
das citocinas foram estimadas a partir de uma curva padrao para a qual foi obtido um
valor de correlagao r2 20,99 para todas as dosagens. Os resultados foram expressos

em pg/mL.

5.5.1.4 Determinacgéo dos niveis de HC por Ensaio Enzimatico Colorimétrico

Os niveis de HC foram determinados utilizando o Ensaio Enzimatico de
Homocisteina da Série RX - RANDOX (RANDOX Laboratories LTD, Crumlin, Reino
Unido), e um leitor de microplacas Multiskan GO (Thermo Scientific, Massachusetts,
EUA) do Laboratdrio CT vacinas, no Parque Tecnoldgico de Belo Horizonte da UFMG.
Uma curva padréo foi construida para interpolar as absorbancias das amostras e obter

as concentracdes de HC. Os resultados foram expressos em pmol/L.



59

5.5.2 Determinagdo de miRNAs

5.5.2.1 Selegdo de miRNAs

Os miRNAs 145-5p e 23b-3p foram selecionados a partir de um estudo recente
(LIN et al., 2021) que os identificou como candidatos para o monitoramento dos
pacientes transplantados renais e para a predicao do desfecho clinico no transplante
renal. Ja os miRNAs 15a-5p e 15b-5p foram escolhidos apds a quantificacido dos
marcadores inflamatdérios e a analise preliminar dos dados. Na analise inicial, foi
constatado um bom desempenho de CXCL10 como um biomarcador para a distingao
entre o desfecho primario e a fungao renal estavel dos pacientes transplantados renais
avaliados. Dessa forma, a ferramenta online TargetScan (AGARWAL et al., 2015) foi
utilizada para verificar quais miRNAs poderiam melhor modular CXCL10, sendo entao
indicados os miRNAs 15a-5p e 15b-5p.

5.5.2.2 Extragcdo de miRNAs

Os miRNAs foram extraidos de amostras de plasma utilizando o kit miRNeasy
Serum/Plasma (Qiagen®, Renénia, Alemanha) de acordo com as instru¢gdes do
fabricante. De forma resumida, a lise das amostras foi realizada utilizando o QI/Azol
Lysis Reagent fornecido pelo kit e posteriormente foi adicionado o cloroférmio para a
formacgao da fase orgénica e da fase aquosa. Os miRNAs presentes na fase aquosa
foram retidos pelas colunas fornecidas pelo fabricante e, apds sucessivas lavagens,
foi obtido o eluido contendo miRNAs. O aparelho NanoDrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, EUA) foi utilizado para mensurar a pureza e para quantificar

o RNA extraido. Foram utilizadas amostras com razao 260/280 entre 1,8 e 2,1.

5.5.2.3 Sintese de cDNA e PCR em tempo real (qPCR)

Foi realizada a conversdao de miRNAs em cDNAs utilizando o kit miRNA 1st-
Strand cDNA Synthesis (Agilent Technologies, Califérnia, EUA). Em suma, a adigao
da cauda poli-A na regido 3’ se faz necessaria pelo curto comprimento dos miRNAs

que sao de dificil detecgao por protocolos de gPCR. Na reacido de poliadenilagao,
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conforme instrugdes do fabricante, foram adicionados 4 pL de 5x poly A polymerase
buffer, 1 uL de rATP (10 mM), 1 yL de E. coli poly A polymerase juntamente com um
volume especifico de RNA para cada amostra utilizando como base de calculo a
quantificacdo do RNA realizada anteriormente de forma a atingir a concentragao final
de 40 ng, o que estava de acordo com a faixa permitida pelo kit. Além disso, foi
adicionado um volume especifico de agua livre de RNAse para cada amostra,
resultando em um volume final de 20 yL. Para a reacéo de poliadenilagao, foi realizada
a incubagao dos microtubos (KASVI, Parana, Brasil) contendo os reagentes citados
anteriormente a 37°C por 30 minutos e, posteriormente, a 95°C por 5 minutos no
termociclador 2720 (Thermo Fisher Scientific, Applied BiosystemsTM, Massachusetts,
EUA) da Faculdade de Farmacia da UFMG, sendo as amostras transferidas
imediatamente para uma rack tipo cooler (Scientific Specialties, SSlbio, Califérnia,
EUA).

A transcricdo reversa foi realizada logo em seguida utilizando outros
componentes do mesmo kit. Em novos microtubos (KASVI, Parana, Brasil), foi
realizada a adi¢cao de 2 uL de tampéao 10x AffinityScript RT, de 4 pyL do produto da
reacdo de poliadenilagdo, de 0,8 yL da mistura de dNTP e de 1 pyL da enzima
AffinityScript RT em combinacdo ao reagente RNAse block que evita RNAses
contaminantes. Também foi adicionado 1 yL do primer RT adaptador, também
presente no kit, que contém bases adicionais para criar uma sequéncia universal em
cada fita de cDNA, sendo incorporado na regido 5. A agua livre em RNAse também
foi adicionada de forma a completar o volume e atingir 20 yL ao final. Os tubos foram
incubados a 55°C por 5 minutos, 25°C por 15 minutos, 42°C por 30 minutos para
permitir a transcricdo reversa e a 95°C por 5 minutos para finalizar a reagdo. O
termociclador 2720 (Thermo Fisher Scientific, Applied BiosystemsTM, Massachusetts,
EUA) da Faculdade de Farmacia da UFMG foi utilizado. Apds, os microtubos foram
imediatamente colocados em uma rack tipo cooler (Scientific Specialties, SSibio,
Califérnia, EUA) e a reagao de gPCR foi realizada.

Para cada reacado de qPCR, foram adicionados a um mesmo tubo 5 yL de 2X
QuantiNova SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen®, Renania, Alemanha), 0,05 pL
de Rox (Qiagen®, Renania, Alemanha) e quantidades especificas de oligonucleotideo
(primer) Universal (concentracao inicial de 3,125 uM) e de primers alvos (GRIFFITHS-
JONES et al., 2008; BLAST, 2023), especificados no Quadro 1, além de 0,5 uL de

cDNA e agua ultrapura para completar o volume final da reagdo de gPCR equivalente
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a 10 pL. As placas foram seladas com selante MicroAmpTM Optical Adhesive Film
(Thermo Fisher Scientific, Applied BiosystemsTM, Massachusetts, EUA).

O Snord43 foi utilizado como controle endégeno (SANDERS et al., 2012; WEI
et al., 2023) a fim de se correlacionar e quantificar relativamente a expressao dos
mMiRNAs analisados. Todos os primers utilizados, exceto o primer Universal que foi
fornecido pelo kit miRNA 1st-Strand cDNA Synthesis (Agilent Technologies, Califérnia,
EUA), eram da marca Metabion (Bavaria, Alemanha). Todas as sequéncias foram
obtidas utilizando o banco de dados miRBase (GRIFFITHS-JONES et al., 2008) e
estas foram submetidas a ferramenta BLAST para confirmag&o (BLAST, 2023).

O Quadro 1 contém os primers avaliados com suas respectivas sequéncias,

concentragdes iniciais e concentragdes 6timas determinadas por ensaios de eficiéncia

de primers.
Quadro 1 — Sequéncias e concentragoes de primers
miRNA Sequéncia C. C. C.
iniciais
(nmol) primers Universal
(nM)
(nM)
Snord43 GAACTTATTGACGGGCGGACAGAAAC 16,6 700 700
TGTGTGCTGA TTGTCACGTTCTGATT
hsa-miR-145-5p GTCCAGTTTTCCCAGGAATCCCT 21,8 300 300
hsa-miR-23b-3p ATCACATTGCCAGGGATTACCAC 23,6 200 400
hsa-miR-15a-5p TAGCAGCACATAATGGTTTGTG 23,1 400 400
hsa-miR-15b-5p TAGCAGCACATCATGGTTTACA 19,7 400 400

Legenda: C.: concentragdes.

O protocolo de gPCR foi realizado no aparelho QuantStudio™ 5 Real-Time
PCR (Thermo Fisher Scientific, Applied Biosystems™, Massachusetts, EUA) na
Faculdade de Farmacia da UFMG em placas de 96 pogos (MicroAmp® Optical 96-

Well Reaction Plate, Thermo Fisher Scientific, Applied Biosystems™, Massachusetts,
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EUA). As condigbes de amplificacdo estdo detalhadas na Tabela 1. Foi utilizado o
método 2744t para a quantificacédo relativa. Todas as analises foram feitas com
amostras em duplicata. A temperatura de melting foi de 79°C para Snord43, de 76°C
para miR-145-5p, de 75°C para 23b-3p e para 15a-5p, e de 74°C para miR-15b-5p.
Todas as temperaturas de melting tiveram variacdes de 1 a 2°C. O APENDICE C

contém as curvas de Melting de cada miRNA avaliado.

Tabela 1 — Protocolo qPCR

Estagios Numero de ciclos Step Temperatura (°C) Tempo (seg.)
1 50 120
Hold Stage 1
2 95 300
1 95 10
PCR Stage 55
2 60 60
1 95 15
Melt Curve Stage 1 2 60 60
3 95 15

5.5.3 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism (versao
10.1.2). A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. As variaveis
normais foram avaliadas pelo teste T-Student e expressas como média * desvio
padrdo. Ja as variaveis nao-paramétricas foram comparadas pelo teste de Mann-
Whitney e expressas como mediana e intervalo interquartilico (IQ). As variaveis
categoricas foram comparadas pelo teste Qui-quadrado (x2) de frequéncias ou Fisher
quando aplicavel. A curva ROC (caracteristica de operagao do receptor, do inglés
receiver operating characteristic) foi tragada e a area sob a curva (AUC, do inglés area
under the curve) foi calculada para avaliar o desempenho dos marcadores em
distinguir entre desfecho primario e fungao renal estavel e entre declinio da fungao de
filtragcao renal e fungao de filtragado renal estavel, com intervalo de confianga (IC) de
95%. A investigacado de correlagdo entre os parametros avaliados foi realizada pelo
método de Spearman. Foram consideradas significativas diferengas cujo valor de p foi
<0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos integrantes do estudo

Para a caracterizagdo, os pacientes transplantados foram alocados em duas
categorias principais: pacientes que apresentaram desfecho primario (n = 35) e
pacientes com funcdo renal estavel (n = 34). Os principais dados clinicos e
laboratoriais dos integrantes do estudo de acordo com a evolugdo clinica estao
representados na Tabela 2. Uma segunda caracterizagdo clinica e laboratorial
também foi feita de acordo com a fungao renal avaliada pelo eRFG (APENDICE D).
As comorbidades foram avaliadas ao longo do acompanhamento de 5 anos, o tempo
pos transplante, assim como as idades dos RTR, representam o tempo/idade ao final
do follow-up, em 2021, e os dados laboratoriais foram apresentados como média dos
exames ao longo do seguimento de 5 anos.

E importante ressaltar que o periodo pandémico teve implicacdes na excluséo
de pacientes, ja que alguns ndo possuiam dados de prontuarios médicos referentes

aos anos de 2020 e 2021, impossibilitando o seguimento de cinco anos.

Tabela 2 — Caracterizagao clinica e laboratorial dos integrantes do

estudo de acordo com a evolugao clinica

Desfecho primario Funcgao renal Valor de p Total (n = 69)
(n = 35) estavel (n = 34)

Receptor do
transplante renal
Sexo, n (%) 0,465
Feminino 16 (45,7) 12 (35,3) 28 (40,6)
Masculino 19 (54,3) 22 (64,7 41 (59,4)
Idade (anos)** 48 (58-35) 51 (63-38) 0,372 50 (60-36)
Tempo pés transplante 14 +6,4 14 +41 0,787 14 +54
renal (anos)***
Tipo de doador, n (%) 0,379
Falecido 17 (48,6) 21 (61,8) 38 (55,1)
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Vivo

Indeterminado

Doenca de base, n (%)
Glomerulopatias
Nefroesclerose
hipertensiva
Uropatias obstrutivas
Doenca renal do
diabetes

Doenga renal
policistica

Outras causas
Etiologias
desconhecidas

Nao informado

Comorbidades, n (%)
HAS

Dislipidemia

DM

Hipotireoidismo
Doencas neurolégicas/
psiquiatricas

Anemia

ITU

Outras

Nao tem/nao relatado

Terapia
imunossupressora, n
(%)

Diminuigcao da dose de
imunossupressor
Aumento da dose de
imunossupressor
Retirada de
imunossupressor
Adicao de

imunossupressor

17 (48,6)
1(2,8)

8 (22,8)

4(11,4)

3(8,6)
1(2,9)

3 (8,6)

4(11,4)
10 (28,6)

2(5,7)
26 (74,3)
11 (31,4)
11 (31,4)
3(8.6)
2(5,7)
4(11,4)
4(11,4)

20 (57,1)
4(11,4)

9 (25,7)

10 (28,6)

3 (8,6)

3 (8,6)

13 (38,2)
0(0,0)

3(8,8)
3(8,8)
16 (47,1)
3(8,8)

10 (29,4)

5 (14,7)

5(14,7)

4 (11,8)

0,291

0,849

0,524

30 (43,5)
1(1,4)

12 (17,4)

10 (14,5)

9 (13,0)
7 (10,2)

5(7,2)

8 (11,6)
15 (21,7)

3 (4,4)
45 (65,2)
20 (28,9)
19 (27,5)
8 (11,6)
8 (11,6)
7 (10,1)
7 (10,1)

36 (52,2)
7 (10,1)

19 (27,5)

15 (21,7)

8 (11,6)

7 (10,1)
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Conversao da 3 (8,6) 1(2,9) 4 (5,8)
imunossupressao

Dados laboratérios

Creatinina (mg/dL)** 1,6 (2,4-1,3) 1,2 (1,5-0,8) <0,001* 1,4 (1,7-1,0)
Ureia (mg/dL)** 52 (87,0-44,0) 42 (55,8-35,0) 0,002* 48 (65,0-40,0)
Hemoglobina (g/dL)** 12,7 (14,2-11,5) 13,9 (15,5-12,8) 0,002* 13,7 (14,8-12,2)
Global de leucdcitos 7760 (10180-5650) 7185 (9190-6383) 0,889 7220 (9780-6075)
(/mm3)**

Contagem de plaquetas 251500 (343250- 236900 (286250- 0,075 246500 (294000-
(/mm3)** 219250) 191750) 208500)
Glicemia em jejum 97 (115,3-87,0) 98 (126,5-90,0) 0,708 98 (116,8-87,8)
(mg/dL)**

Legenda: TR: transplante renal; HAS: hipertensao arterial sistémica; DM: Diabetes mellitus; ITU:
infeccao do trato urinario; eRFG: ritmo de filtragao glomerular estimado. Fonte: dados da
pesquisa. *p < 0,05 foi considerado significativo. **Os dados nao-paramétricos estao
apresentados como mediana e intervalo interquartil (Mann-Whitney). ***Os dados paramétricos
estdo apresentados como média e desvio padrao (T-student). Dados de frequéncia (%) foram

analisados pelo teste x2 ou pelo teste de Fisher.

Dentre os 69 pacientes avaliados, a maioria era do sexo masculino (59,4%). Ao
final dos cinco anos de acompanhamento, a mediana das idades da populagao
estudada foi de 50 anos e a média do tempo pds transplante foi de 14 anos. O tipo de
doador mais comum entre os individuos com funcao renal estavel foi o falecido
(61,8%). Ja entre os pacientes que atingiram o desfecho primario, houve a mesma
frequéncia entre os doadores falecidos e vivos (48,6%). Nao houve diferenca
significativa entre os grupos (p > 0,05).

Em relacédo as doengas de base, ou seja, as doencas que levaram ao
desenvolvimento da DRC, as glomerulopatias foram as doengas mais frequentes em
pacientes que atingiram o desfecho primario (22,8%). Ja a nefroesclerose
hipertensiva, as uropatias obstrutivas e a doenca renal do diabetes foram as mais
frequentes em pacientes com fungao renal estavel (17,6%), embora sem diferenga
entre os grupos. E importante destacar que grande parte dos RTR n&o possuiam
doencgas de base definidas (21,7%) e 4,4% dos pacientes ndao apresentavam esta

informacéao relatada em seus prontuarios médicos, como mostra a Tabela 2.
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No que diz respeito a presenca de comorbidades detectadas apds transplante
renal, a hipertensdo arterial foi a mais comum, tanto em pacientes que atingiram o
desfecho primario (74,3%) como em pacientes com fungao renal estavel (55,9%). Da
populacéo estudada, cerca de 10,1% dos pacientes ndo apresentavam comorbidades
ou ndo possuiam o dado disponivel nos prontuarios (Tabela 2).

O aumento da dose de imunossupressores foi a intervengdo clinica mais
frequente em pacientes que alcangaram o desfecho primario (28,6%). Ja a diminuicao
da dose de imunossupressores foi a intervengcdo médica mais frequente em pacientes
que mantiveram a fungao estavel pelos 5 anos de acompanhamento do presente
estudo (29,4%). Apenas quatro pacientes foram submetidos a conversdo da
imunossupressao. Esta foi representada pela troca de Tacrolimus (TAC) por Sirolimus
(SIRO) no paciente que manteve funcdo do aloenxerto renal estavel durante o
seguimento, e de SIRO para TAC, de Ciclosporina (CsA) para TAC e de Everolimus
(EVE) para CsA nos pacientes que alcangaram o desfecho primario (dados nao
mostrados). A conversdao da terapia imunossupressora foi mais frequente em
pacientes que atingiram o desfecho primario (8,6%) em relagao aqueles com a fungéo
renal estavel (2,9%), embora sem diferengas significativas entre os grupos.

A funcao do enxerto, avaliada por meio dos niveis de creatinina e de ureia ao
final do acompanhamento, foi significativamente pior (p < 0,001 e p = 0,002,
respectivamente) em pacientes que alcangcaram o desfecho primario em relagao
aqueles com fungao renal estavel (Tabela 2). Foram constatados significativamente
maiores valores de hemoglobina em pacientes com fungao renal estavel em relagéo
aos pacientes que atingiram o desfecho primario (p = 0,002). Os demais dados
laboratoriais avaliados, como global de leucdcitos, plaquetas e glicemia em jejum nao
apresentaram diferencas significativas na comparagao entre os grupos ao final dos
cinco anos de avaliacéo (Tabela 2).

Dos RTR avaliados, 3 pacientes tiveram testes de RT-PCR detectaveis para
sindrome respiratéria aguda grave 2 (SARS-CoV-2, do inglés severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2) e 4 tiveram suspeita de Covid-19 em 2020 e 2021, dados
nao mostrados na Tabela 2. Dos 3 confirmados, todos evoluiram com acometimento
pulmonar que variou de 25 a 50%, porém sem outras complica¢des. E importante
salientar que nenhum dos pacientes infectados por SARS-CoV-2 teve alguma
complicacao relacionada ao transplante renal que fosse associada a Covid-19.
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6.2 Avaliagao de marcadores inflamatérios em RTR

6.2.1 Associagdo entre niveis de CXCL10, MCP-1/CCLZ2, IL-6, TNF-q, IL-18, IL-10 e

HC e a funcao renal avaliada pelo eRFG de pacientes transplantados

Os niveis de marcadores inflamatérios foram determinados em pacientes
transplantados renais incluidos no presente estudo. Estes foram distribuidos em
grupos de acordo com o eRFG, baseado nos niveis de creatinina do momento da
coleta de sangue em 2016, sendo R1 ritmo de filtracdo glomerular estimado menor
que 60 mL/min/1,73m? e, R2 ritmo maior ou igual a 60 mL/min/1,73m?2. Os niveis de
MCP-1/CCL2, IL-6, TNF-a, IL-1B, IL-10 e HC n&o mostraram diferengas significativas
na comparagao entre os grupos (R1 e R2). No entanto, foram encontrados maiores
niveis de CXCL10 em pacientes com pior eRFG, grupo R1, em relagao aos pacientes

com melhor eRFG, grupo R2 (p = 0,037), Figura 5.

Figura 5 — Niveis de CXCL10, MCP-1/CCL2, IL-6, TNF-a, IL-1$, IL-10 e HC em
pacientes transplantados renais distribuidos em grupos de acordo com o ritmo
de filtragdo glomerular estimado (R1: eRFG < 60 mL/min/ 1,73m? e R2: eRFG 2
60 mL/min/1,73m?)
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Legenda: CXCL10: ligante 10 de quimiocina CXC. IL-1B: interleucina 1 beta. IL-6: interleucina 6.
IL-10: interleucina 10. HC: homocisteina. MCP-1/CCL2: proteina quimioatraente de monécitos.
NS: nao significativo. TNF-a: fator de necrose tumoral alfa. Fonte: dados da pesquisa. Teste de

Mann-Whitney. *O valor de p < 0,05 foi considerado significativo.

A Figura 6 mostra que CXCL10 foi capaz de distinguir entre o grupo com
declinio da fungao renal, R1, e o grupo com fungao renal estavel, R2, na analise da
curva ROC com uma AUC igual a 0,65 + 0,07 (AUC % erro padrao, EP), intervalo de
confianca (IC) de 95% entre 0,52 e 0,78, e com valor de p igual a 0,038. A maior
sensibilidade (60%) e a maior especificidade (75%) de CXCL10 para prever o
desfecho primario se deu no ponto de corte étimo de 35 pg/mL, obtido a partir do
indice de Youden. Nenhuma diferenca significativa foi encontrada para os demais

marcadores avaliados.

Figura 6 — Analises das curvas ROC para os niveis de CXCL10, MCP-1/CCL2,
IL-6, TNF-a, IL-13, IL-10 e HC de acordo com o ritmo de filtragcao glomerular
estimado dos pacientes transplantados avaliados (R1: eRFG < 60 mL/min/

1,73m2 e R2: eRFG 2 60 mL/min/1,73m2)
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Legenda: AUC: area sob a curva. CXCL10: ligante 10 de quimiocina CXC. IL-18: interleucina 1
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quimioatraente de monécitos. TNF-a: fator de necrose tumoral alfa. Fonte: dados da pesquisa.

*O valor de p < 0,05 foi considerado significativo.

6.2.2 Associagdo entre niveis de CXCL10, MCP-1/CCLZ2, IL-6, TNF-q, IL-18, IL-10 e

HC e a evolucéo clinica de RTR

Os niveis de CXCL10, MCP-1/CCL2, IL-6, TNF-qa, IL-1B3, IL-10 e HC também
foram avaliados nos pacientes distribuidos em grupos de acordo com o desfecho
primario no transplante, sendo ele o declinio acentuado do eRFG, maior do que 30%
e/ou o retorno a didlise e/ou a rejeigdo do aloenxerto e/ou o retransplante, conforme
apresentado anteriormente. O grupo "fungao renal estavel" foi composto por pacientes
que nao atingiram o desfecho primario, mantendo a estabilidade no pds transplante
com uma boa funcéo de filtragdo renal, avaliada pelos niveis de creatinina e sem
maiores complicagdes ao longo dos cinco anos de acompanhamento.

Os niveis de MCP-1/CCL2, IL-6, TNF-q, IL-1B e IL-10 ndo mostraram diferenca
significativa entre os grupos analisados (desfecho primario e funcéo renal estavel).
Porém, foram encontrados maiores niveis plasmaticos de CXCL10 e HC em pacientes
que alcancaram o desfecho primario em relacdo aos pacientes com func¢ao renal
estavel, de forma significativa (p = 0,024 e p = 0,033), como mostra a Figura 7. Os
niveis de CXCL10, MCP-1/CCL2, IL-6, TNF-qa, IL-1B, IL-10 e HC foram mensurados
em amostras de 2016, inicio do acompanhamento, e o desfecho primario foi avaliado

até o ano de 2021, final do seguimento do presente estudo.
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Figura 7 — Niveis de CXCL10, MCP-1/CCL2, IL-6, TNF-a, IL-1$, IL-10 e HC em
pacientes transplantados renais distribuidos em grupos de acordo com o

desfecho do transplante (Desfecho primario vs Fungao renal estavel)
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Legenda: CXCL10: ligante 10 de quimiocina CXC. DP: desfecho primario. FRE: funcio renal
estavel. IL-1B: interleucina 1 beta. IL-6: interleucina 6. IL-10: interleucina 10. HC: homocisteina.
MCP-1/CCL2: proteina quimioatraente de monécitos. NS: ndo significativo. TNF-a: fator de
necrose tumoral alfa. Fonte: dados da pesquisa. Teste de Mann-Whitney. *O valor de p < 0,05 foi

considerado significativo.

A Figura 8 mostra que CXCL10 foi capaz de prever o desfecho primario na
analise da curva ROC com uma AUC igual a 0,66 + 0,07 (AUC % erro padrao, EP),
intervalo de confianga (IC) de 95% entre 0,53 e 0,79, e com valor de p igual a 0,024.
A maior sensibilidade (64,7%) e a maior especificidade (65,7%) de CXCL10 para
distinguir entre pacientes que atingiram o desfecho primario e pacientes que
mantiveram a fungao renal estavel ao longo do acompanhamento se deu no ponto de
corte 6timo de 30,42 pg/mL, obtido a partir do indice de Youden. Nao foram

encontradas diferencas significativas para os demais marcadores avaliados.
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Figura 8 — Analises das curvas ROC para os niveis de CXCL10, MCP-1/CCL2,
IL-6, TNF-a, IL-13, IL-10 e HC entre os diferentes grupos de pacientes

(Desfecho primario vs Fungao renal estavel)
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quimioatraente de monécitos. TNF-a: fator de necrose tumoral alfa. Fonte: dados da pesquisa.

*O valor de p < 0,05 foi considerado significativo.

6.2.3 Analises de correlacao

A Tabela 3 mostra as principais correlagbes encontradas no presente estudo.
Foi possivel observar que CXCL10 se correlacionou positivamente com MCP-1/CCL2
(p = 0,005), IL-10 (p = 0,005) e creatinina (p = 0,049), e TNF-a se correlacionou
positivamente com IL-18 (p = 0,015) e negativamente com IL-10 (p < 0,001).
Baseando-se no estudo de Mukaka (2012), as correlagdes encontradas, embora

significativas, foram consideradas fracas.
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Tabela 3 — Correlagédo de Spearman

Receptores do transplante renal

Parametros r p
CXCL10 vs MCP-1/CCL2 0,337 0,005*
CXCL10 vs IL-10 0,362 0,005*
CXCL10 vs creatinina 0,239 0,048*
TNF-a vs IL-18 0,312 0,015*
TNF-a vs IL-10 -0,453 <0,001*

CXCL10: ligante 10 de quimiocina CXC. IL-1B: interleucina 1 beta. IL-10: interleucina 10. MCP-1/CCL2:
proteina quimioatraente de mondcitos. TNF-a: fator de necrose tumoral alfa. Fonte: dados da pesquisa.

*O valor de p < 0,05 foi considerado significativo.

6.2.4 Avaliagéo dos niveis de CXCL10, MCP-1/CCL2, IL-6, TNF-a, IL-1B, IL.-10 e HC

de acordo com a terapia imunossupressora empregada

Neste estudo, os marcadores inflamatérios também foram avaliados de acordo
com os grupos de pacientes que utilizaram Inibidores da Calcineurina, TAC ou CsA, e
0 grupo que nao utilizou nenhum desses imunossupressores. E importante mencionar
que o grupo que nao utilizou nem TAC nem CsA, empregou outros
imunossupressores, como AZA, EVE ou SIRO. Niveis mais elevados de IL-6 foram
encontrados no grupo que nao utilizou TAC e CsA em comparagao com aqueles que
utilizaram TAC (p = 0,028) ou CsA (p = 0,009), conforme mostrado na Figura 9. Os
outros biomarcadores inflamatérios avaliados nao apresentaram diferengas

significativas em relagao a terapia imunossupressora empregada.
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Figura 9 — Niveis de CXCL10, MCP-1/CCL2, IL-6, TNF-a, IL-1B, IL-10 e HC de

acordo com a terapia imunossupressora
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Legenda: NS: nao significativo. Fonte: dados da pesquisa. *O valor de p < 0,05 foi considerado

significativo.

6.3 Avaliagao de marcadores epigenéticos em RTR

6.3.1 Avaliacdo da expressdao génica de miR-145-5p, miR-23b-3p, miR-15a-5p e

miR-15b-5p de acordo com a fungao renal de pacientes transplantados

A expresséo génica dos miRNAs avaliados no presente estudo foi obtida pela
técnica de RT-gPCR e a quantificagao relativa foi calculada utilizando SNORD43
como gene de referéncia. Os pacientes foram distribuidos em grupos de acordo com
o eRFG, sendo R1 ritmo de filtracdo glomerular estimado menor que 60
mL/min/1,73m? e, R2 ritmo maior ou igual a 60 mL/min/1,73m2. Em relagdo ao miR-
145-5p, foi possivel observar uma maior expressao génica (2,05x) no grupo R2, grupo
de pacientes com melhor funcao renal, em relagéo ao grupo R1, ou seja, aquele que
possuia uma pior fungéo renal, com valor de p igual a 0,014 (Figura 10). No que se
refere ao miR-23b-3p, foi possivel averiguar uma maior expressao génica (1,36x) no

grupo R1 em relagdo ao grupo R2 (p = 0,001). No que se refere ao miR-15a-5p, foi
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possivel observar uma maior expressao génica (8,44x) no grupo com pior fungao

renal, R1, em relagdo ao grupo R2 (p = 0,010). Ja em relagdo ao miR-15b-5p, foi

possivel constatar uma maior expressao génica (2,11x) no grupo com melhor fungao

renal (R2) quando comparado ao grupo R1, p = 0,003 (Figura 10).

Figura 10 — Quantificacao relativa de miR-145-5p, miR-23b-3p, miR-15a-5p e

miR-15b-5p de acordo com o ritmo de filtragao glomerular estimado (R1: eRFG
<60 mL/min/ 1,73m? e R2: eRFG 2 60 mL/min/1,73m?)
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Legenda: NS: nao significativo. Fonte: dados da pesquisa. Teste de Mann-Whitney. *O valor de

p < 0,05 foi considerado significativo.

A Figura 11 mostra que todos os miRNAs avaliados foram capazes de

distinguir entre os grupos R1, pacientes com eRFG menor do que 60 mL/min/1,73m?,

e R2, transplantados renais com eRFG igual ou maior do que 60 mL/min/1,73m?. A
analise da curva ROC revelou AUC * EP de 0,68 £ 0,07 (IC de 95% entre 0,54 a 0,82
e p =0,014) para miR-145-5p, de 0,74 + 0,07 (IC de 95% entre 0,61a 0,87 e p =0,001)
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para miR-23b-3p, de 0,69 £ 0,07 (IC de 95% entre 0,55 e 0,83 e p = 0,011) para miR-
15a-5p e de 0,72 £ 0,07 (IC de 95% entre 0,58 e 0,85 e p = 0,004) para miR-15b-5p.

Figura 11 — Analises das curvas ROC de miR-145-5p, miR-23b-3p, miR-15a-5p e
miR-15b-5p de acordo com a func¢ao renal avaliada pelo eRFG (R1: eRFG < 60
mL/min/ 1,73m? e R2: eRFG 2 60 mL/min/1,73m?)
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Legenda: AUC: area sob a curva. Fonte: dados da pesquisa. *O valor de p < 0,05 foi considerado

significativo.

6.3.2 Avaliagdo da expressao génica de miR-145-5p, miR-23b-3p, miR-15a-5p e

miR-15b-5p de acordo com a evolugao clinica de RTR

A expressao génica dos miRNAs analisados no presente estudo foi também
avaliada em relagdo a evolugao clinica dos pacientes transplantados renais. Os
pacientes foram distribuidos em grupos com o desfecho, conforme critérios ja

apresentados. Em relagcao ao miR-15a-5p, foi possivel constatar uma maior expressao
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génica (5,96x) nos pacientes que atingiram o DP quando comparado aos pacientes
com FRE, p < 0,001 (Figura 12). A respeito de miR-15b-5p, foi possivel notar uma
maior expressao génica (5,91x) no grupo FRE em relagao ao grupo DP (p = 0,002).
As expressdes génicas de miR-145-5p e miR-23b-3p ndo mostraram diferengas

significativas entre os grupos avaliados (Figura 12).

Figura 12 — Quantificacao relativa de miR-145-5p, miR-23b-3p, miR-15a-5p e

miR-15b-5p de acordo com a evolugao clinica dos pacientes transplantados
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Legenda: DP: desfecho primario. FRE: fungao renal estavel. NS: nao significativo. Fonte: dados

da pesquisa. Teste de Mann-Whitney. *O valor de p < 0,05 foi considerado significativo.

Ao avaliar os miRNAs incluidos no presente estudo de acordo com a evolugao
clinica de RTR, pelas analises das curvas ROC, foi possivel observar que miR-15a-
5p (AUC £ EP = 0,79 £ 0,06, IC de 95% entre 0,67 € 0,90 e p < 0,001) e miR-15b-5p
(AUC £ EP =0,72 £ 0,06, IC de 95% entre 0,59 e 0,84 e p = 0,002) foram capazes de
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distinguir entre pacientes que atingiram o desfecho primario e transplantados renais
que mantiveram a funcdo renal estavel ao longo do acompanhamento (Figura 13).

Para os demais miRNAs avaliados, ndo foram encontradas diferengas significativas.

Figura 13 — Analises das curvas ROC de miR-145-5p, miR-23b-3p, miR-15a-5p e
miR-15b-5p de acordo com a evolugao clinica dos pacientes transplantados
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Legenda: AUC: area sob a curva. Fonte: dados da pesquisa. *O valor de p < 0,05 foi considerado

significativo.
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7 DISCUSSAO

7.1 Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos integrantes do estudo

A progressao da DRC, o encaminhamento para o transplante renal, a resposta
ao tratamento e o desfecho dos pacientes transplantados sao frequentemente
influenciados por fatores importantes, como o sexo e o género (LAPRISE et al., 2019).
O sexo pode influenciar na farmacodinamica e na farmacocinética de medicamentos
imunossupressores utilizados no pés transplante, além de influir na sobrevida do
paciente e do enxerto (MOMPER; MISEL; MCKAY, 2017).

No presente estudo, houve uma prevaléncia de homens transplantados renais
(59,4%) em relagdo as mulheres (40,6%). Este dado se assemelha ao que é
encontrado na literatura (NERBASS et al., 2022), ja que, apesar das mulheres terem
uma maior prevaléncia de DRC, os homens sao mais propensos a serem submetidos
ao processo de transplantacio. Isso se deve ao fato de que os homens tém uma
progressao mais rapida e frequentemente pior da DRC e 1,5 vezes mais incidéncia de
doenca renal em estagio terminal do que as mulheres (CARRERO et al., 2018; SARAN
et al., 2020).

A mediana das idades dos pacientes avaliados no presente estudo foi de 50
anos, o que também esta de acordo com a literatura (HERTZ et al., 2011; NERBASS
et al., 2022; UNITED NATIONS, 2010). Além disso, neste estudo foi encontrada uma
mediana de tempo pos transplante superior a dez anos, o que € comum, ja que houve
um avango da imunossupressao e das técnicas preé transplante nas ultimas décadas,
além de uma vigilancia mais efetiva das infec¢des virais e de doengas que podem
ocorrer apdés o transplante renal, como cancer e doencgas cardiovasculares
(HARIHARAN; ISRANI; DANOVITCH, 2021).

Em relacéo ao tipo de doador, no corrente estudo, nao houve diferenca entre
as frequéncias de doadores vivos e falecidos no grupo que atingiu o desfecho primario.
Este achado é similar ao encontrado em um estudo que demonstrou uma influéncia
minima dos fatores relacionados ao doador nos resultados de curto e longo prazo do
transplante (SCHAAPHERDER et al., 2022). De forma distinta, Poggio e
colaboradores demonstraram que a sobrevida do aloenxerto esta diretamente

relacionada as complicacdes no pés-transplante e é afetada especialmente pelo tipo



79

de doador. Essa sobrevida representaria cerca de 19 anos para pacientes
transplantados que receberam o rim de doadores vivos e cerca de 12 anos para
aqueles que receberam o rim de doadores falecidos. A qualidade do 6rgao doado,
independentemente do tipo de doador, poderia ser um fator adicional para a avaliagao
da sobrevida (POGGIO et al., 2020).

As glomerulopatias foram as doengas de base da DRC mais comuns no
presente estudo (22,8%). Elas s&o consideradas a terceira causa mais frequente de
doenca renal no Brasil e nos Estados Unidos, sendo responsaveis por,
aproximadamente, 10% dos pacientes em diadlise (COSTA et al.,, 2017; KAZI;
HASHMI, 2022). Segundo dados do Censo Brasileiro de Dialise de 2020, as principais
etiologias da DRC foram a HAS e o DM representando, cada um, quase um tergo das
doencas de base (NERBASS et al., 2022). De forma similar, uma frequéncia
consideravel de HAS (14,5%) e doencga renal do diabetes (10,2%), como etiologias da
DRC, foi encontrada nos pacientes avaliados neste estudo. De fato, as
glomerulopatias, a HAS e o DM parecem ter consideravel influéncia sobre a DRC e o
transplante renal em nosso meio.

A comorbidade mais encontrada entre os transplantados avaliados foi a HAS.
A hipertensao € comum em RTR, varia de 50 a 80% e seu controle inadequado pode
levar a sobrevida reduzida do aloenxerto e a morbidade e mortalidade
cardiovasculares (WEIR et al., 2015). As doencas cardiovasculares representam uma
das principais causas de perda do enxerto e um risco acentuado de morte do receptor,
0 que muitas vezes conhecemos como ‘morte com o enxerto funcionante” (RAO;
COATES, 2018).

Quanto aos protocolos de imunossupressao no transplante renal, estes sao
influenciados por caracteristicas do doador, do 6rgéao e do receptor e sdo compostos
por uma combinacdo de agentes, com mecanismos de agdo distintos. O risco
imunoldgico se correlaciona diretamente a intensidade da imunossupressao proposta
e 0 manejo do regime imunossupressor depende ndo somente deste risco, como
também do tipo de doador, da qualidade do 6rgdo, da presenca de infeccbes e
comorbidades, além da compatibilidade HLA entre o doador e o receptor (BAUER,;
FRANCO; MANFRO, 2020). No presente estudo, em pacientes que atingiram o
desfecho primario, ou seja, em pacientes com alto risco imunoldgico, a intervengao
mais frequente foi justamente o aumento da dose de imunossupressores (28,6%). De

forma contraria, a principal intervengao em pacientes que mantiveram a funcao renal
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estavel em cinco anos de acompanhamento foi a diminuigdo da dose dos agentes
imunossupressores (29,4%).

A terapia imunossupressora pode ser ajustada com base no monitoramento
terapéutico. A avaliagao laboratorial permite a dosagem dos niveis sanguineos de
alguns agentes farmacologicos e € uma forma de se alcancar a eficacia terapéutica.
A terapia imunossupressora pode ser reduzida de forma a minimizar efeitos colaterais,
como a nefrotoxicidade, e de forma a evitar infecgdes oportunistas e o
desenvolvimento de tumores. Além disso, a diminuigdo da dose ou retirada do agente
imunossupressor pode ser realizada em pacientes com menor potencial imunogénico.
Por outro lado, a dose do agente imunossupressor pode ser aumentada para se atingir
0s niveis sanguineos pretendidos para determinados agentes imunossupressores e
quando existe um risco imunologico. Neste caso, essa estratégia poderia controlar as
respostas imunes mediadas por células T e B, impedindo o recrutamento e a
proliferacdo de células inflamatdrias, evitando a morte de células alvo do aloenxerto
(GRUESSNER; GRUESSNER, 2014; HARDINGER; AGHA; BRENNAN, 2016).

Nos pacientes avaliados no presente estudo, a conversao da terapia
imunossupressora, assim como 0 aumento da dose, também foi mais frequente em
pacientes que alcancaram o desfecho primario. Protocolos que contemplam o risco
imunoldgico levam em conta a chance de rejeicao e/ou perda do enxerto e/ou declinio
consideravel da funcao renal, assim como os efeitos colaterais dos medicamentos. A
conversao da terapia imunossupressora pode ser necessaria hos casos em que se
deseja prolongar a sobrevida do aloenxerto e reduzir o risco de comorbidades
(BAUER; FRANCO; MANFRO, 2020; YANG, 2006).

Infelizmente, os marcadores avaliados na rotina clinica, como a creatinina e a
proteinuria, sdo inefetivos para detectar a rejeicao subclinica (HO et al., 2018). A
creatinina € um produto da degradagdo muscular, livremente filtrada e excretada no
glomérulo e, em menor extensdo, no tubulo proximal, ndo sendo reabsorvida nem
metabolizada pelo rim. Por este fato, € um dos biomarcadores da fungao renal mais
utilizados na pratica clinica (LAW et al., 2018). Porém, apesar de ser extremamente
usual, a creatinina € considerada um marcador relativamente tardio para diagnosticar
a disfuncéo do aloenxerto (MERHI; BAYLISS; GOHH, 2015). No caso dos pacientes
investigados, como ja era esperado, 0s niveis plasmaticos de creatinina, avaliados ao
final do acompanhamento, foram significativamente piores (mais elevados) nos

pacientes que atingiram o desfecho primario em relagdo aqueles que mantiveram uma
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boa fungado renal ao longo do tempo. Isso também aconteceu com outro marcador
extremamente utilizado na rotina clinica, a ureia.

A ureia é o principal metabdlito nitrogenado produzido a partir da degradagao
de proteinas, sendo filtrado pelo glomérulo e, em parte, reabsorvido (WEINER;
MITCH; SANDS, 2015). Por sofrer difusdo passiva tubular dependente do fluxo
urinario, 40 a 70% desse analito retornam para o plasma, o que faz com que a ureia
nao seja um preditor tdo eficaz no transplante renal. Apesar disso, quando comparada
a creatinina, a ureia se altera mais precocemente quando existe um processo de
insuficiéncia renal (STEVENS; LEVEY, 2005; VIDIGAL, 2009).

No presente estudo, maiores niveis de hemoglobina foram encontrados em
pacientes com funcao renal estavel em relagdo aos pacientes que alcangaram o
desfecho primario, de forma significativa. Um estudo anterior demonstrou que o
aumento dos niveis de hemoglobina esta ligado a uma boa qualidade do aloenxerto.
Segundo os autores, a hemoglobina pode ser considerada um marcador que prediz a
conservagao da fungao do enxerto apoés o transplante (LOFARO et al., 2011). Outro
estudo evidenciou que pacientes com anemia tiveram maiores taxas de rejeigao
aguda, uma pior fungéo renal 12 meses apods o transplante e piores desfechos a longo
prazo no transplante renal quando comparados aos pacientes com niveis normais de
hemoglobina (CHOI; KWON, 2013).

Dos 69 pacientes avaliados, somente 3 tiveram exames de RT-PCR
detectaveis para SARS-CoV-2. Nenhum deles apresentou complicagdes ligadas ao
aloenxerto renal. De forma similar, Kute e colaboradores (2022) acompanharam RTR
em 23 centros de transplante na india apés a infecgdo por SARS-CoV-2 e constataram
a auséncia de sequelas renais e uma excelente recuperagao apos Covid-19. De forma
contraria, outro estudo recente demonstrou que a injuria renal aguda ainda é comum
em pacientes transplantados renais hospitalizados por Covid-19 e, em alguns casos,
0os RTR podem até mesmo perder o aloenxerto renal (DEMIR et al., 2022). Além das
possiveis complicacdes relacionadas ou ndo ao 6rgao transplantado, a Covid-19
também impactou significativamente no niumero de transplantes de 6rgaos no Brasil.
Houve uma queda de mais de 1.000 transplantes de rim no Brasil quando comparados
os periodos de janeiro a setembro de 2019 e de janeiro a setembro de 2020. Isso pode
ser explicado pela redugao no numero de doadores, principalmente por traumatismo
cranioencefalico, e a preocupagao com a seguranca de doadores vivos e dos préprios

pacientes submetidos ao transplante, levando em conta o risco de infecgao grave por
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SARS-CoV-2 (ABTO, 2019; ABTO 2020; LENTINE et al., 2020; SALVALAGGIO et al.,
2021; RIBEIRO JUNIOR et al., 2021).

7.2 Avaliagao de marcadores inflamatérios em RTR

7.2.1 Associagao dos niveis de CXCL10 e MCP-1/CCL2 com a funcgao renal e a

evolucéo clinica de RTR

A associagdo dos niveis de CXCL10 e MCP-1/CCL2 com a fungéo renal e a
evolugao clinica de pacientes transplantados foi apresentada nas Figuras 5 e 7. A
evolugao clinica dos pacientes foi avaliada de acordo com o desfecho primario, ou
seja, de acordo com a perda e/ou a rejei¢do do aloenxerto e/ou o declinio acentuado
do eRFG (BABA et al., 2015; HANDSCHIN et al., 2021). Este desfecho foi definido
com base na analise de prontuarios médicos que continham informagdes sobre as
bidpsias renais e sobre os exames laboratoriais. Sua analise se deu entre os anos de
2016, inicio do acompanhamento, e 2021, final do seguimento.

A funcgao renal de filtracdo dos pacientes transplantados também foi avaliada
por meio do calculo do eRFG, baseado nos niveis de creatinina do inicio do
acompanhamento, em 2016. Além disso, o declinio acentuado do eRFG foi um dos
desfechos avaliados no presente estudo. Durante o acompanhamento laboratorial dos
pacientes entre os anos de 2016 e 2021, foi observada a manutencao da filtracao
renal relacionada a estabilidade clinica dos pacientes transplantados ou a reducéo do
ritmo de filtracdo associada a piora clinica.

No presente estudo, ndo foram encontradas diferengas significativas entre os
niveis de MCP-1/CCL2 e o eRFG (Figura 5), assim como quando essa citocina foi
relacionada ao desfecho primario no transplante renal (Figura 7).

De forma distinta, autores demonstraram que maiores niveis urinarios de MCP-
1/CCL2 foram encontrados em pacientes que rejeitaram o aloenxerto renal em relacao
aqueles que possuiam funcao renal estavel. Além disso, na analise de sobrevida livre
de rejeicado do aloenxerto, MCP-1/CCL2 também se mostrou um bom biomarcador de
prognostico com menores niveis em pacientes que ndo apresentaram rejeigdo ao

orgao transplantado. Além disso, MCP-1/CCL2 teve uma boa sensibilidade, 87%, e
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uma especificidade razoavel, 62%, para prever episédios de rejeicdo (RAZA et al.,
2017a).

Outro estudo demonstrou que a razéo entre niveis urinarios MCP-1/CCL2 e
creatinina, niveis estes mensurados 6 meses apos o transplante renal, foi um
marcador preditor para a IFTA avaliada por bidpsia apds 24 meses de transplante e
um preditor para a perda do aloenxerto renal. Para os autores, MCP-1/CCL2 pode ser
considerado um marcador ndo invasivo que detecta precocemente pacientes em risco
de disfungao crénica renal, podendo ser usado para detectar pacientes em que é
necessario evitar a retirada ou minimizacdo de agentes imunossupressores e
naqueles em que uma monitorizagdo mais intensa possa ser necessaria (HO et al.,
2014). O grupo de pesquisa também sugeriu que o painel composto por
biomarcadores como MCP-1/CCL2 e CXCL10 poderia servir como uma ferramenta
util e promissora para detectar precocemente alteragdes histoldgicas no transplante
renal (HIRT-MINKOWSKI et al., 2012; HO et al.,, 2011; HO et al., 2014). Cumpre
ressaltar que no presente estudo os niveis de MCP-1/CCL2 foram mensurados em
amostras plasmaticas e nao urinarias, o que poderia, em parte, suportar a inexisténcia
de diferengas significativas e/ou o mau desempenho do marcador nos pacientes
transplantados renais avaliados em nosso meio.

De forma semelhante ao presente estudo, autores avaliaram uma coorte de
pacientes transplantados renais por 5 anos, distribuindo os pacientes em grupos,
sendo um deles que atingiu o desfecho primario (perda do aloenxerto e/ou declinio da
funcdo renal avaliada pela diminuicdo de 20% do eRFG entre 6 meses apos o
transplante e o ultimo acompanhamento e/ou rejeigdo confirmada por bidpsia apds 6
meses de transplante) e um grupo com funcao renal estavel. Como resultado, os
autores demonstraram que a razao entre MCP-1/CCL2 e creatinina foi considerada
um fator independente para prever resultados a longo prazo no transplante renal
(HIRT-MINKOWSKI et al., 2016).

Hirt-minkowski e colaboradores (2016) também avaliaram MCP-1/CCL2 em
conjunto com CXCL10 em pacientes transplantados renais. Um pior prognéstico foi
definido quando houve um aumento conjunto da razdo entre niveis urinarios de MCP-
1/CCL2 e creatinina e da razao entre niveis urinarios CXCL10 e creatinina. Os autores
enfatizaram que as quimiocinas poderiam ser biomarcadores uteis para identificar

pacientes em alto risco no transplante renal (HIRT-MINKOWSKI et al., 2016).
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Em um estudo recente, maiores niveis plasmaticos de MCP-1/CCL2 foram
associados a uma pior fungao renal com um menor eRFG. Além disso, na DRC, MCP-
1/CCL2 foi considerado um fator de risco independente para morte (GREGG et al.,
2018). Mockler e colaboradores (2018) associaram os niveis urinarios de MCP-
1/CCL2 ao declinio do eRFG em 6 meses apds o transplante renal. Porém, esses
autores nao encontraram correlacdo entre os niveis de MCP-1/CCL2 e o eRFG em
outros tempos pos transplante (MOCKLER et al., 2018). Jang e colaboradores (2021),
por sua vez, demonstraram que MCP-1/CCL2 pode ser considerado um biomarcador
para prever a rejeigdo aguda apos o transplante renal com doadores vivos (JANG et
al., 2021).

No presente estudo, ao contrario de MCP-1, CXCL10 demonstrou ser um bom
biomarcador que se correlacionou diretamente com a fungao renal e um potencial
biomarcador preditivo da evolucdo clinica dos pacientes avaliados. No corrente
estudo, pacientes com maiores niveis de CXCL10 foram associados a uma pior fungao
renal, avaliada pelo eRFG (Figura 5).

Um estudo com criangas e adolescentes com menos de 21 anos que foram
submetidos ao transplante renal contou com bidpsias seriadas associadas a coletas
de urina para validar a razdo CXCL10/creatinina como um biomarcador de
monitorizagdo imune. A elevada razdo CXCL10/creatinina foi significativamente
correlacionada ao declinio do eRFG no primeiro ano apds o transplante. Uma maior
razdo CXCL10/creatinina também foi encontrada em pacientes com rejeicdo do
aloenxerto em relagao aqueles com bidpsias normais (BLYDT et al., 2021).

Neste mesmo estudo, semanas antes da rejeigcdo do aloenxerto, os autores
constataram uma razdo CXCL10/creatinina elevada em pacientes que posteriormente
sofreriam rejeicdo, em relacdo aqueles que nao tiveram qualquer alteragdo nas
bidpsias renais. Dessa forma, a razdo CXCL10/creatinina péde prever a rejeicéo e
melhorar o tratamento imunossupressor dos pacientes. Os autores concluiram que a
razdo CXCL10/creatinina pode ser utilizada no monitoramento clinico de
transplantados renais e pode definir, de forma reprodutivel, o declinio da fungédo do
aloenxerto, o risco de rejeigdo e a quiescéncia imunoldgica. Além disso, um padréao
de alta expressdao de CXCL10 foi associado a um pior prognostico e a razao
CXCL10/creatinina foi considerada superior em relacdo a monitorizagao dos pacientes
avaliando apenas a creatinina sérica (BLYDT et al., 2021).
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No presente estudo, foram encontrados maiores niveis plasmaticos de CXCL10
em pacientes que alcangaram o desfecho primario em relacdo aqueles que
mantiveram a funcao renal estavel (Figura 7). As amostras dos RTR foram coletadas
no inicio do acompanhamento, em 2016, e os pacientes foram acompanhados em
relacdo ao desfecho primario e de acordo com outros parédmetros clinicos e
laboratoriais até o ano de 2021.

De forma similar, em pacientes pediatricos submetidos ao transplante renal,
niveis urinarios de CXCL10 foram associados ao declinio do eRFG em 36 meses, ao
risco de 50% de declinio do eRFG, ao risco de perda do aloenxerto e aos episodios
de rejeicdo. CXCL10 e MCP-1 se correlacionaram entre si e os autores concluiram
que esses marcadores poderiam fornecer informagdes complementares sobre o
prognostico no transplante renal de forma nao invasiva (MOCKLER et al., 2018).

Hirt-Minkowski e colaboradores (2015) também correlacionaram niveis de
CXCL10 ao desfecho primario em pacientes transplantados renais. O desfecho
primario definido pelos autores foi bem semelhante ao estabelecido no presente
estudo, sendo ele estabelecido pela perda e/ou rejeicdo do aloenxerto e/ou declinio
do eRFG superior a 20%. Nesse estudo, CXCL10 mensurado 6 meses apds o
transplante renal foi considerado um preditor independente para os resultados do
transplante a longo prazo. Além disso, baixos niveis de CXCL10 foram associados a
95% de pacientes que nao tiveram desfecho primario em cinco anos em relagéo a
altos niveis de CXCL10, com 78% de pacientes sem desfecho primario, de forma
significativa (HIRT-MINKOWSKI et al., 2015).

7.2.2 Avaliagdo de CXCL10 como um preditor do desfecho primario em RTR

Nossos achados demonstraram que CXCL10 foi capaz de distinguir entre
pacientes com menor e maior eRFG e apresentou um poder de prever o desfecho
clinico nos pacientes transplantados avaliados (Figura 6 e 8). Isto foi semelhante ao
estudo citado anteriormente, no qual os autores também avaliaram o desempenho
diagnostico de CXCL10 urinario para detectar a rejeicao tardia do aloenxerto, bem
como seu desempenho prognéstico para predizer o desfecho, seja ele perda do
aloenxerto ou reducédo acentuada da fungao renal. A curva ROC do estudo citado

revelou uma AUC de 0,72 para a deteccao de rejeicdo aguda. Ja para a detecgéo do
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desfecho primario, a curva ROC revelou uma AUC de 0,71. Os autores demonstraram
que CXCL10 poderia ser utilizado como um marcador promissor para a detec¢io da
rejeicdo do aloenxerto e € um preditor independente para os resultados do transplante
renal a longo prazo (HANDSCHIN et al., 2021).

Em outro estudo recente, os niveis de CXCL10 mensurados no pré transplante
renal ndo foram relacionados ao desfecho clinico dos pacientes e do aloenxerto
(CIFTCI et al., 2019). Apesar da dosagem de CXCL10 ocorrer no pés transplante no
corrente estudo, altos niveis deste marcador foram associados ao desfecho primario.

De maneira semelhante ao presente estudo, Heidt e colaboradores (2011)
demonstraram que altos niveis séricos de CXCL10 avaliados no pré-transplante foram
associados a perda do aloenxerto renal a longo prazo. Diferentemente dos achados
no presente trabalho, outros autores nado consideraram CXCL10 como um bom
preditor para a sobrevida do enxerto, sobrevida esta intimamente ligada ao risco
imunoldgico do paciente (FIELD et al., 2014; LAZZERI et al., 2005).

E importante ressaltar que CXCL10 é responsavel pelo recrutamento de
citocinas, especialmente IFN-y, e pelo estimulo da adesao e migracao de células T
ativadas do tipo Th1, de linfocitos T citotdxicos, de células dendriticas, de células NK
e de macrofagos durante a resposta inflamatoria/imunolégica do receptor contra
aloantigenos do enxerto do doador (DABIRI; KARIMINIK; KENNEDY, 2016; DEHMEL
et al., 2010; LOETSCHER et al., 1996; ROMAGNANI; CRESCIOLI, 2012).

Um estudo recente demonstrou maiores niveis urinarios de CXCL10 em
pacientes com ABMR em relacdo aos controles formados por RTR que possuiam um
estado de saude estavel. Além disso, nesse mesmo artigo, maiores niveis urinarios
de CXCL10 foram encontrados em pacientes transplantados renais com ABMR em
relacdo a pacientes com disfungao cronica do aloenxerto. Dessa forma, os autores
enfatizaram que CXCL10 pode ser utii como um teste complementar para o
diagndstico de rejeicao no transplante renal (BASAK et al., 2022).

Autores também demonstraram que CXCL10 pode refletir a inflamagao
tubulointersticial subclinica ao encontrarem maiores niveis urinarios de CXCL10 em
pacientes transplantados renais com bidpsias diagnosticando tubulite, em relagdo a
pacientes com histologia normal (HO et al., 2018). Além disso, em um estudo que
avaliou pacientes no pré e pos transplante renal, elevados niveis urinarios de CXCL10
foram encontrados em RTR no primeiro e sétimo dia pds transplante e no momento

da rejeigdo do aloenxerto em relagdo aos pacientes sem episédios de rejeicdo. Os
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autores salientaram que CXCL10 pode fornecer informagdes adicionais para o
diagnostico de rejeicao no transplante renal (CIFTCI et al., 2019).

Ainda de forma similar ao que foi encontrado no presente trabalho, um estudo
com pacientes que receberam o rim de doadores vivos revelou maiores niveis
urinarios de CXCL10 em pacientes que apresentavam rejeicdo do aloenxerto renal em
relacdo aqueles sem rejeicdo (RAZA et al., 2017b).

Em outra pesquisa, autores relacionam as variagées no eRFG aos niveis de
CXCL10 em um estudo que envolveu a avaliagao de diversas quimiocinas, incluindo
CXCL10, em pacientes transplantados renais estaveis clinicamente e um grupo
controle de pacientes saudaveis. Porém, na analise de regressdo multivariada,
CXCL10 nao foi associado a diminuicao do eRFG (ZAHRAN et al., 2018).

Assim como no estudo atual, CXCL10 foi considerado um biomarcador de
progndéstico precoce para a rejeigdo ao aloenxerto renal em uma pesquisa que
envolveu RTR. De forma distinta ao presente estudo, os pesquisadores mensuraram
CXCL10 antes e apos o transplante. As analises da curva ROC demonstraram que
niveis de CXCL10 tiveram uma excelente capacidade de discriminar entre pacientes
com TCMR e pacientes sem rejeigdo com uma AUC de 0,92, entre pacientes com
ABMR e pacientes sem rejeicdo com uma AUC de 0,83 e entre transplantados com
rejei¢cao subclinica e pacientes sem rejeigdo com uma AUC de 0,94. Os investigadores
concluiram que CXCL10 pode ser considerado um biomarcador para melhor
estratificar os pacientes de acordo com o risco de rejeigdo, aprimorando decisées
clinicas, principalmente ligadas a escolha da terapia imunossupressora, de forma a
iniciar a intervengédo correta mais precocemente e aumentar a sobrevida do aloenxerto
(MILLAN et al., 2021).

7.2.3 Associacao dos niveis de IL-6, TNF-a, IL-13 e IL-10 com a funcao renal e a

evolucao clinica de RTR

Nos pacientes investigados no presente estudo, os niveis das citocinas IL-6,
TNF-a, IL-1B e IL-10 foram avaliados de acordo com a fungao renal (Figura 5) e de
acordo com o desfecho primario no transplante (Figura 7). Nao foram encontradas

diferencas significativas entre os grupos analisados (Figuras 5 e 7).
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De forma semelhante ao presente estudo, autores ndo encontraram associagao
entre a inibicdo de IL-6 por polimorfismos genéticos e o eRFG utilizando o método de
randomizacao mendeliana, método que investiga a relacdo causal entre uma
exposicao biolégica modificavel e um desfecho clinico de interesse, utilizando
variantes genéticas (RYAN et al., 2021). Ainda de forma similar, nosso grupo de
pesquisa nao encontrou diferengas significativas, em um estudo de 2017, na
comparacgao entre os niveis de IL-6, TNF- q, IL-1p e IL-10 e a funcao renal avaliada
pela creatinina em pacientes transplantados renais, apesar de conseguirmos
demonstrar uma fraca e significativa correlagéo entre IL-6 e creatinina (MOTA et al.,
2017).

Um painel contendo citocinas e quimiocinas, incluindo IL-6, TNF-qa, IL-18 e IL-
10, foi avaliado em um grupo de pacientes transplantados renais que receberam o rim
de doadores vivos e que né&o tinham sinais nem sintomas clinicos de rejeicdo. As
coletas de sangue aconteceram antes e apos o transplante (1 semana e 1 ano apos).
No periodo pos transplante, ndo foi observado nenhum aumento significativo dos
niveis dos marcadores investigados. Ito e colaboradores (2020) concluiram que o
transplante renal pode ndo promover o aumento de niveis de citocinas e quimiocinas
e, por isso, acreditam que esses biomarcadores podem possibilitar a deteccdo da
rejeicdo cronica em um estagio mais precoce. Isso possibilitaria a utilizagado de niveis
plasmaticos de citocinas e quimiocinas para monitorar as alteracdes fisiopatolégicas
no transplante (ITO et al., 2020).

De forma distinta aos resultados encontrados no presente estudo, autores
demonstraram uma correlacido entre os niveis de TNF-a, de TNFR1 e de TNFR2 e o
eRFG em pacientes transplantados renais e encontraram maiores niveis destes
marcadores 7 dias e 1 més apos o transplante em pacientes com rejeicado aguda em
relagédo aos pacientes sem rejeigdo aguda, de forma significativa (BUDAK et al., 2015).
Semelhantemente ao presente trabalho, em um estudo retrospectivo, RTR tratados
com inibidores de TNF-a e pacientes controle que nao receberam este tipo de
intervencdo foram comparados de acordo com a fungdo renal e os autores
encontraram um eRFG similar entre os grupos analisados (QUINN et al., 2019).

Em um estudo recente, foi realizado um tratamento com duracdo de um ano
utilizando um anticorpo monoclonal inibidor de IL-6, o Clazakizumab, em dez
pacientes transplantados renais com confirmacado de ABMR por bidpsia renal. Apés o

inicio do tratamento, o0 eRFG se estabilizou e houve uma redugdo em DSAs na maioria
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dos pacientes. Os efeitos adversos observados foram minimos e houve duas perdas
do aloenxerto, ambas em pacientes que descontinuaram o tratamento (JORDAN et
al., 2022).

Autores realizaram uma inibicéo de IL-6 em camundongos e transplantaram os
rins destes animais em camundongos nefrectomizados. Também foi feito o transplante
de rim de camundongos controle (sem inibicdo de IL-6) em camundongos
nefrectomizados. A deficiéncia da expressao de IL-6 em rins de doadores aumentou
significativamente a sobrevida do aloenxerto renal em comparagdo aos controles.
Além disso, foi observado um aumento de células Tregs e uma diminuicdo de
aloanticorpos antienxerto circulantes em camundongos que receberam o rim de
camundongos knockout para IL-6. Em conclusao, os autores sugeriram que a inibigao
da sinalizacao de IL-6 em rins de doadores poderia prevenir efetivamente a rejeicéo
humoral e celular no transplante (WANG et al., 2012).

De forma distinta ao nosso estudo, uma metanalise obteve sucesso em
comparar niveis de IL-6 ao desfecho no transplante renal. Foram encontrados maiores
niveis de IL-6 em pacientes submetidos ao transplante renal em relagdo aos
individuos saudaveis avaliados. Omrani e colaboradores (2019) demonstraram que
baixos niveis de IL-6 tém sido encontrados em pacientes com evolugdes desejaveis
no transplante, enquanto altos niveis dessa citocina tém sido correlacionados a
faléncia do aloenxerto renal. Os autores concluiram que este biomarcador pode
indicar o risco imunoldgico de pacientes transplantados renais, podendo ser usado
como uma ferramenta de avaliacdo inflamatoria (OMRANI et al., 2019).

Em uma pesquisa prospectiva que incluiu 65 pacientes transplantados renais
que receberam o rim de doadores vivos, Ciftci e colaboradores (2018) mensuraram
TNF-a no soro e na urina, no pré e pos transplante (1 dia, 7 dias, 1, 3 e 6 meses apos
o transplante). Os niveis de TNF-a no pré-transplante n&do mostraram diferengas
significativas quando pacientes com e sem rejei¢ao do aloenxerto foram comparados.
Porém, no pds transplante, foram encontrados maiores niveis em pacientes que
rejeitaram o aloenxerto em relacdo aqueles que mantiveram a fungao renal estavel.
Os autores entdo concluiram que niveis séricos e urinarios de TNF-a poderiam ser
utilizados como preditores para a rejeicdo no transplante (CIFTCI et al., 2018).
Adicionalmente, Poppelaars e colaboradores (2022) demonstraram que pacientes
com polimorfismos ligados a alta producdo de TNF-a possuiam um maior risco de
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perda imediata e a longo prazo do aloenxerto renal. Assim, o bloqueio de TNF-a
poderia trazer melhores resultados no transplante renal (POPPELAARS et al., 2022).

Rech e colaboradores (2019) ndo encontraram associacdo entre os niveis
plasmaticos de IL-6, TNF-a, IL-1B e IFN-y e o desenvolvimento de disfungao primaria
do aloenxerto, definida como a necessidade de dialise durante a primeira semana
apos o transplante renal. Em um estudo envolvendo pacientes transplantados renais
com histérico de nefropatia associada a amiloidose AA, foi constatado que o
tratamento com um inibidor de IL-13 favoreceu os resultados no transplante (DEMIR
et al.,, 2017). Além disso, um trabalho envolvendo camundongos tratados com um
inibidor de IL-1B3, demonstrou uma atenuacgao significativa na progressao do declinio
do ritmo de filtracdo glomerular e os autores concluiram que IL-1B poderia contribuir
para a progressao da DRC (LEl et al., 2019).

Fan e colaboradores (2022) fizeram uma pesquisa envolvendo camundongos
e demonstraram que o tratamento com IL-10 apds o infarto agudo do miocardio levou
a uma diminuigao da injuria renal com atenuacéao da fibrose renal crénica e redugao
da albuminuria. Outros autores apresentaram um estudo prospectivo que incluiu RTR
estaveis e constataram uma associacéo, de forma significativa e independente, entre
os niveis séricos de IL-10, a mortalidade cardiovascular e as outras causas de morte
dos pacientes avaliados (GAO et al., 2021). De forma semelhante ao presente
trabalho, um estudo prospectivo que acompanhou por 1 ano pacientes transplantados
renais, ndo demonstrou nenhuma associag¢ao entre os niveis de IL-10 e a presenca
de rejeicao do aloenxerto renal (GARCIA COVARRUBIAS et al., 2016).

7.2.4 Associagao dos niveis de HC com a funcao renal e a evolugao clinica de RTR

HC, outro biomarcador inflamatério, também foi avaliado no presente estudo.
Embora entre grupos de filtragdo glomerular (R1 x R2), HC nao tenha sido significativa,
maiores niveis de HC foram encontrados em pacientes que atingiram o desfecho
primario em relagdo aqueles que mantiveram funcéao renal estavel ao longo dos 5 anos
de acompanhamento clinico (Figura 7). HC é reconhecida como um fator de risco
independente para doencgas cardiovasculares, € niveis elevados de HC podem induzir
danos endoteliais e aumentar a atividade e a produgao de fatores de coagulagéo e de
varias citocinas pro-inflamatorias (BADRI et al., 2021; WELCH; LOSCALZO, 1998). A
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taxa de filtragdo glomerular estimada e as concentragdes plasmaticas de HC tém uma
relacdo oposta (FRIEDMAN et al., 2003). Doencgas renais impactam particularmente
as vias metabdlicas de transsulfuragao e remetilagdo, responsaveis pela eliminagao
eficaz da HC do corpo (BRATTSTROM; WILCKEN, 2000; VAN GULDENER;
STEHOUWER, 2005).

De forma semelhante ao corrente estudo, outros autores concluiram que a HC
poderia ser usado como um marcador diagnostico precoce para o risco de
insuficiéncia renal e como um marcador prognostico para a doenga renal em estagio
terminal (DRT), quando combinado com outros biomarcadores, como creatinina e
proteina C reativa de alta sensibilidade (AMIN; EL-SAYED; LEHETA, 2016). Outros
autores também relacionaram o declinio na fungéo renal ao aumento nos niveis de
HC (BOSTOM et al., 2001; FOLEY et al., 1998).

Em outro estudo, concentracdes elevadas de HC foram associadas a um menor
eRFG (COHEN et al., 2019). Além disso, em individuos com doenga renal crbnica
(DRC), os niveis de HC também estavam relacionados aos estagios da disfungao
renal, potencialmente aumentando o risco de desenvolver disturbios cardiovasculares
(COHEN et al., 2019). No entanto, um estudo que examinou RTR ao longo de cinco
anos nao encontrou uma associagao significativa entre as concentragbes de HC e a
perda do enxerto renal. Neste mesmo estudo, os autores consideraram que a HC
poderia servir como um preditor de mortalidade no transplante renal (FONSECA et al.,
2005).

No presente estudo, os pacientes foram acompanhados por cinco anos e o
perfil inflamatoério foi avaliado pela determinacdo dos niveis de CXCL10, MCP-1/
CCL2, IL-6, TNF-a, IL-1B, IL-10 e HC. O perfil inflamatério dos pacientes
transplantados renais analisados foi associado a funcao renal e ao desfecho primario
no transplante. O perfil inflamatério pode refletir o estado imunolégico dos receptores
do transplante e, de acordo com nossos resultados preliminares, a mensuracao de
CXCL10 e HC na rotina clinica desses pacientes poderia contribuir para melhores

resultados no transplante renal.
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7.2.5 Analises de correlacao

CXCL10 se correlacionou positivamente com MCP-1/CCL2, IL-10 e creatinina
e TNF-a se correlacionou positivamente com IL-138 e negativamente com IL-10
(Tabela 3).

CXCL10 e MCP-1/CCL2 sao frequentemente avaliados em conjunto em
pacientes transplantados renais (GNIEWKIEWICZ et al., 2019; HIRT-MINKOWSKI et
al., 2016; MOCKLER et al., 2018). Um estudo que avaliou 40 pacientes transplantados
renais com protocolo de biépsia um ano apds o transplante concluiu que proporgdes
CXCL10/creatinina e MCP-1/CCL2/creatinina poderiam predizer a nefropatia por BK
virus (GNIEWKIEWICZ et al., 2019). Em outra pesquisa que envolveu RTR com
desfecho clinico definido por perda do enxerto, declinio de 20% no eRFG entre 6
meses até o final do follow-up e rejeicdo do aloenxerto apds 6 meses, as proporgdes
urinarias de MCP-1/CCL2/creatinina e CXCL10/creatinina isoladamente apresentam
um desempenho semelhante para prever o desfecho a longo prazo do aloenxerto
renal. Os autores detectaram um pior progndstico no transplante renal quando ambas
as proporgoes estavam elevadas (HIRT-MINKOWSKI et al., 2016), o que é similar a
correlacdo encontrada no corrente estudo.

De forma distinta, em pacientes com tireoidite autoimune crdénica, niveis de
CXCL10 e MCP-1 n&o foram correlacionados (ANTONELLI et al., 2005). De forma
semelhante ao presente estudo, autores encontraram uma correlagéo entre CXCL10
e MCP-1/CCL2 em uma pesquisa que avaliou pacientes transplantados renais com
idade inferior a 19 anos. Ambos os marcadores mensurados 6 meses apos 0O
transplante foram associados ao declinio do eRFG (MOCKLER et al., 2018).

Em concordéancia ao atual estudo, autores encontraram uma correlagao positiva
entre IL-10 e CXCL10 em individuos suscetiveis a se infectar pelo virus da
imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) (KAHLE et al., 2015). Uma revisdo sistematica
recente que avaliou estudos contendo diversos marcadores, como CXCL10 e IL-10,
concluiu que CXCL10 urinario € o biomarcador mais promissor para avaliar a rejeicao
renal, juntamente ao CXCL9 urinario (GUZZI et al., 2020).

CXCL10 é associada a migragao de células T para sitios de inflamacgao (TAUB
et al., 1993). O aumento de CXCL10 pode estar correlacionado ao aumento de IL-10,
ja que IL-10 € uma citocina imunomoduladora envolvida na inibicdo da resposta
inflamatoéria, com acgao inibitéria sobre a proliferacdo de células T e um dos
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marcadores responsaveis pelo aumento da ativagao de células NK (CAl; KASTELEIN;
HUNTER, 1999; TAGA; TOSATO, 1992). Isso explicaria a correlagdo positiva entre
CXCL10 e IL-10 encontrada no corrente estudo.

Um estudo que avaliou amostras urinarias de pacientes transplantados renais
com indicagao de bidpsia, constatou que a proporcéo dos niveis de CXCL10/creatinina
foi significativamente mais elevada em pacientes com rejei¢do subclinica, com TCMR
e ABMR em comparagao aos pacientes com resultados normais de biopsia (BLYDT
et al., 2015). Ja autores de uma pesquisa que avaliou um grande grupo de RTR, nao
encontraram correlagao entre niveis urinarios de creatinina e de CXCL10, o que difere
do presente estudo. Porém, nessa mesma investigagdo, as concentragdes séricas de
CXCL10 foram fortemente correlacionadas a propor¢ao urinaria de CXCL10/creatinina
(HANDSCHIN et al., 2019).

De forma semelhante ao que foi encontrado na pesquisa atual, um artigo que
avaliou pacientes com ESRD em hemodialise, constatou que os niveis de creatinina
foram diretamente correlacionados com CXCL10 (SILVA et al., 2021). A correlagéo
positiva entre CXCL10 e creatinina encontrada no presente estudo pode ser explicada
pela acdo de CXCL10 como quimioatraente de leucdcitos, contribuindo para a
progressao da doenga e a piora do prognostico em pacientes com DRC (GAO et al.,
2020).

Em relagdo a correlagcao positiva entre TNF-a e IL-1B8, ambas as citocinas
participam da resposta imune inata, mediando o recrutamento e a ativagdo de
macrofagos e neutrdfilos (VIG et al., 1999). TNF-a atua aumentando a produgéo e
liberagao de IL-1 por macrofagos (HADDAD, 2002). Além disso, as vias de sinalizagao
de TNF-a e IL-13 levam a ativagao de fatores de transcrigao similares, como a proteina
ativadora 1 (AP-1) e o NF«kB (OTT et al., 2007). Nosso grupo de estudo encontrou
resultados similares em uma analise de um painel de citocinas em pacientes
transplantados renais, na qual foi constatado picos de citocinas pré-inflamatérias,
como TNF-a e IL-18, em RTR com mais de 120 meses de transplante (MOTA et al.,
2013). Outros autores também demonstraram maiores niveis dessas citocinas em
pacientes com glomerulopatia apds o transplante renal (DE SERRES et al., 2011).

Por outro lado, na pesquisa atual, TNF-a se correlacionou negativamente com
IL-10. Esse resultado se difere de outro estudo que investigou pacientes
transplantados renais e em hemodialise e individuos saudaveis (grupo controle).

Neste estudo especifico, os autores encontraram maiores niveis de TNF-a e IL-10 nos
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RTR e nos pacientes em hemodialise em relagdo ao grupo controle (ALWAHAIBI et
al., 2016). De fato, o balanco entre TNF-a e IL-10 é crucial para a manutencdo da
homeostase imunologica e o aumento de TNF-q, citocina que atua na exacerbagao
da resposta inflamatéria e no dano aos tecidos, € acompanhado pelo aumento da
sintese de IL-10 que suprime a producédo de mediadores pro-inflamatérios como TNF-
a (SHMARINA et al., 2001). De forma distinta aos nossos achados, em um estudo que
avaliou individuos com Ilupus eritematoso sistémico (LES), foi encontrado uma
correlagao positiva entre TNF-a e IL-10 (ARORA et al., 2012). Ja em um estudo que
investigou pacientes com pré-eclampsia, foi constatada uma correlagao negativa entre
TNF-a e IL-10 (NUNES et al., 2021), assim como no presente estudo.

7.2.6 Avaliagdo dos niveis de CXCL10, MCP-1/CCLZ2, IL-6, TNF-a, IL-1B, IL-10 e HC

de acordo com a terapia imunossupressora utilizada pelos RTR

Os marcadores inflamatorios também foram avaliados de acordo com os
grupos de pacientes que utilizaram inibidores de calcineurina, TAC ou CsA, e de
pacientes que nao utilizavam nenhum desses imunossupressores. Tanto TAC como
CsA sao amplamente utilizados para prevenir a rejeicao pés-transplante, melhorando
as taxas de sobrevida do aloenxerto. Tanto CsA quanto TAC limitam a resposta
imunoldgica por meio da inibigdo da atividade da calcineurina (FU et al., 2019). No
presente estudo, foram encontrados niveis mais elevados de IL-6 no grupo que nao
utilizou nem TAC nem CsA (Figura 9).

Ao inibir a calcineurina, os CNIs podem reduzir a ativagdo das células T,
diminuindo assim a producéo de IL-6. Esses imunossupressores interferem na via de
sinalizagao intracelular das células T, que inclui a ativagao de fatores de transcricéo,
como o ativador do fator de transcricdo nuclear de células T ativadas (NFAT). IL-6 &
regulada por diferentes fatores de transcricdo, e os CNIs podem afetar indiretamente
a expressao de IL-6 por meio dessas vias (ABBOTT et al., 2000; FU et al., 2019;
KELLER et al., 2006; RAO; LUO; HOGAN, 1997).

Diferentemente do observado em nosso estudo, autores encontraram niveis
mais altos de IL-6 e outros biomarcadores inflamatérios, como proteina amiloide sérica

A e receptor de interleucina-2 soluvel, em pacientes transplantados renais tratados
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com CsA em comparagao com aqueles tratados com TAC no periodo pés-transplante
inicial (LAUZURICA et al., 2007).

Em um estudo envolvendo células musculares humanas, observou-se que a
inibicdo da calcineurina suprime a expressao de |IL-6, a0 mesmo tempo em que
aumenta a expressdo de TNF-a. Esse achado destaca um contraste significativo entre
a inducdo e a inibicdo dessas citocinas (KELLER et al., 2006). Mais estudos sao
necessarios para compreender o mecanismo pelo qual os CNIs afetam de maneira
diferente os marcadores envolvidos na resposta imunolégica durante o transplante

renal.

7.3 Avaliagao de microRNAs em RTR

7.3.1 Avaliagcado da expressédo de miR-145-5p, miR-23b-3p, miR-15a-5p e miR-15b-

5p em RTR de acordo com a funcgao de filtragao glomerular e a evolugao clinica

Os miRNAs desempenham papéis importantes em diversos processos
bioldgicos, como apoptose, migragao, invaséo, crescimento celular e progressao do
ciclo celular (BERTACCHINI et al., 2015).

No presente estudo, um painel composto por miR-145-5p, miR-23b-3p, miR-
15a-5p e miR-15b-5p foi avaliado de acordo com os grupos de pacientes
transplantados renais, sendo eles: R1 (eRFG < 60 mL/min/ 1,73m2) e R2 (eRFG = 60
mL/min/1,73m2), e desfecho primario (DP), caracterizado por declinio maior do que
30% no eRFG e/ou retorno a didlise e/ou rejeicdo ao aloenxerto renal e/ou
retransplante, e fungao renal estavel (FRE) ao longo dos 5 anos de acompanhamento
clinico. E importante ressaltar novamente que o eRFG foi baseado nos niveis de
creatinina no momento da coleta de sangue em 2016.

Na corrente pesquisa, uma maior expressao de miR-145-5p foi encontrada em
pacientes com melhor fungéo renal (Figura 10) e miR-145-5p teve a capacidade de
distinguir entre pacientes com pior e melhor eRFG, com uma AUC igual a 0,68 (Figura
11). Similar ao que foi encontrado, Matz e colaboradores (2018) encontraram uma
maior expressao de miR-145-5p em pacientes com funcéo ao aloenxerto estavel em
relacdo aqueles com IFTA, com alta acuracia diagnéstica (AUC = 0,89), em uma

investigacao que envolveu pacientes transplantados renais.
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De maneira contraria, Zhang e colaboradores (2021) fizeram um estudo em
modelo animal e constataram que vesiculas extracelulares contendo miR-145-5p
induziram proteinuria e toxicidade/lesédo celular em poddcitos. Outros pesquisadores
encontraram um aumento de miR-145 em pacientes com pielonefrite aguda em
relacdo aos pacientes com bidpsia normal e relacionaram o aumento da expressao
deste miRNA a inflamacao com predominio de neutréfilos em um estudo que envolveu
RTR (OGHUMU et al., 2014).

Nossos achados demonstraram uma maior expressao génica de miR-23b-3p
no grupo com pior eRFG (Figura 10). Contrariamente, a superexpressdo de miR-23b
foi associada a supressao de vias pro-inflamatérias sinalizadas por NF-kB induzido
por IL-1, TNF, IL-17 e quinases ativadas por TGF-f (BORDON, 2012; HU;
O’CONNELL, 2012; ZHU et al., 2012). A expressao diminuida de miR-23b foi
encontrada em LES, artrite reumatoide e esclerose multipla (ZHU et al., 2012). Em um
estudo em que os participantes foram RTR com rejeigdo aguda, pielonefrite aguda e
funcao renal normal, foi constatada uma menor expressao de miR-23b em pacientes
com rejeicdo em relagcdo aos pacientes com fungdo estavel do rim. Os autores
relacionaram esse resultado a indugcdo de vias inflamatérias na rejeicdo por uma
menor atuacéo inibitoria de miR-23b (OGHUMU et al., 2014).

No presente estudo, foi encontrada uma maior expressdo de miR-15a-5p no
grupo de pacientes que atingiu o desfecho primario em relagéo ao grupo que manteve
uma boa fungao renal ao longo dos cinco anos de acompanhamento clinico (Figura
12) e uma maior expressao deste miRNA em pacientes com pior fun¢ao de filtragédo
renal (Figura 10). Na andlise da curva ROC, miR-15a-5p teve a capacidade de
distinguir pacientes que atingiram o desfecho primario daqueles que mantiveram uma
funcao renal estavel no follow-up (Figura 13), além de discriminar pacientes com
melhor eRFG daqueles com pior eRFG (Figura 11). De forma distinta, em um estudo
que avaliou pacientes com ND e pacientes com DM tipo 1 (grupo controle), ndo foram
encontradas diferencgas significativas na expressao deste miRNA em relagéo aos dois
grupos de individuos investigados (DIETER et al., 2019). Em um estudo recente que
envolveu pacientes com nefropatia por IgA, outras nefropatias e individuos saudaveis
(grupo controle), miR-15a-5p nao foi associado com eRFG, proteinuria ou outros
indicadores patologicos. Porém, uma maior expressao de miR-15a-5p foi encontrada
em individuos com nefropatia por IgA em relagdo ao grupo controle e esse miRNA
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teve uma sensibilidade de 72,9% e uma especificidade de 58,9% para diferenciar os
grupos avaliados (ZHANG et al., 2023).

Ja foi constatado que o miR-15a-5p consegue inibir o fator de crescimento do
endotélio vascular A (VEGFA, do inglés vascular endothelial growth factor A), atuando
como um miRNA que regula sua producédo e subsequentemente diminui a inflamagao
e fibrose nas células mesoteliais peritoneais, o que de certa forma, € contraria aos
nossos achados. Os autores concluiram neste estudo que a via miR-15a-5p/VEGFA
poderia ser um alvo em pacientes submetidos a didlise peritoneal (SHANG et al.
2019). Outros autores demonstraram que tanto miR-15a-5p como miR-15b-5p ativam
células T CD8+ e células NK e que a expressao reduzida desses miRNAs estaria
associada a infiltragao de linfécitos em pacientes com neuroblastoma em um estudo
que utilizou modelo bioinformatico (PATHANIA et al., 2022).

No presente estudo, uma maior expressao de miR-15b-5p foi encontrada tanto
em pacientes com uma melhor fungdo renal (Figura 10) como em pacientes que
mantiveram uma boa evolugao clinica ao longo dos cinco anos de acompanhamento
(Figura 12). Além disso, na analise da curva ROC, miR-15b-5p teve a capacidade de
distinguir pacientes com melhor funcdo de filtragdo renal daqueles com pior eRFG
(Figura 11), além de discriminar pacientes que atingiram o desfecho primario
daqueles que mantiveram uma fung¢ao renal estavel ao longo do acompanhamento
(Figura 13). Alfaro e colaboradores (2021) avaliaram miR-145-5p, miR-15a-5p, miR-
15b-5p e outros miRNAs em RTR com e sem rejeigcdo aguda. Nenhum dos miRNAs
citados e pesquisados também no atual estudo mostraram diferentes expressdes
entre os grupos avaliados. Matz e colaboradores (2016b) investigaram RTR com
rejeicado vascular mediada por células T (TCMVR, do inglés T cell-mediated vascular
rejection) e pacientes com funcdo do aloenxerto estavel e constataram que miR-15b-
5p foi considerado um marcador altamente especifico para detectar TCMVR. Além
disso, neste mesmo estudo, os autores encontraram resultados divergentes aos
nossos achados, com uma menor expressao de miR-15a-5p em pacientes com
TCMVR em relagao aos pacientes com fungéo renal estavel (MATZ et al., 2016b).
Mais estudos avaliando o painel de miRNAs proposto na presente pesquisa sido

necessarios para entender melhor o papel desses marcadores no transplante renal.
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8 LIMITAGOES DO ESTUDO

E crucial observar que o presente estudo teve algumas limitagdes, como um
tamanho amostral relativamente pequeno e com uma unica populagéo avaliada. Além
disso, o cronograma inicial contava com coletas de amostras antes e apods o
transplante, com tempos pré-determinados. Porém, o periodo pandémico inviabilizou
esse planejamento. Dessa forma, somente foram analisadas amostras de pacientes
que ja haviam sido submetidos ao transplante renal, o que pode ter sido um fator
limitante para a avaliagdo dos marcadores inflamatoérios e epigenéticos propostos e

sua relacdo com a funcao renal e o desfecho clinico dos pacientes avaliados.
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9 CONCLUSOES

A escolha de um dos principais imunossupressores, seja TAC ou CsA, parece
nao ter influéncia nos niveis dos biomarcadores inflamatorios avaliados. Além disso,
CXCL10 se destacou como um biomarcador promissor para prever a deterioragao da
funcdo renal em pacientes transplantados renais. A HC também demonstrou bom
desempenho no contexto do transplante renal.

Em relacdo ao painel de miRNAs proposto, miR-15a-5p e miR-15b-5p se
destacaram, demonstrando bons valores diagndsticos para identificar pacientes com
alto risco imunoloégico ao distinguir fungéo renal estavel de desfecho primario, além de

discriminar bem entre melhor e pior fungdo de filtragdo glomerular.



100

10 PERSPECTIVAS DE ESTUDO

Expandir o numero de pacientes e diversificar as populag¢des estudadas, além

de coletar as amostras de individuos no periodo pré e pos transplante renal,;

Avaliar as vias de sinalizacdo celular, identificando o papel especifico de

CXCL10 e do painel de miRNAs proposto no contexto do transplante renal,

Utilizar Machine Learnig para extrair informagdes sobre o perfil inflamatorio dos
pacientes investigados, representa-lo por um modelo matematico e associa-lo

a um monitoramento clinico mais preciso de pacientes transplantados renais.
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APENDICE A - Termo de consentimento livre e esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Grupo de Pacientes Transplantados Renais)

Titulo do Projeto: Avaliagdo de marcadores genéticos, inflamatodrios e hemostaticos
em pacientes transplantados renais

Professora orientadora e pesquisadora responsavel:
Dra. Ana Paula Lucas Mota

Vocé esta sendo convidado(a) a participar como voluntario(a) de uma pesquisa
cientifica intitulada como: “Avaliagdo de marcadores genéticos, inflamatérios e
hemostaticos em pacientes transplantados renais”, que esta descrita a seguir:

A perda do enxerto por mecanismos diversos de rejeicdo e a ocorréncia de
complicagbes cardiovasculares ainda s@o frequentes no pos-transplante renal. A
inflamacao, a ativagdo do sistema imunoldgico, os disturbios da coagulagdo e
caracteristicas genéticas desempenham um papel importante em pacientes
transplantados renais, principalmente no que diz respeito @ mortalidade cardiovascular e
ao risco de rejeigdo. Na década de 1960, os transplantes de 6rgaos foram iniciados no
Brasil, mas nao evoluiram naquela época, em razdo da baixa sobrevida dos receptores.
Atualmente, com o aprimoramento de técnicas cientificas, o Brasil detém o maior
programa publico de transplantes de 6rgaos e tecidos do mundo, destacando-se pelo
crescente nimero de transplantes realizados a cada ano.

Esta pesquisa visa esclarecer sobre as alteragbes laboratoriais em exames de
pacientes transplantados renais, que possam contribuir para o melhor tratamento e
monitoramento péds-transplante. Vocé esta sendo convidado para participar desta
pesquisa de forma voluntaria e gratuita.

Para decidir se vocé deve concordar ou ndo em participar desta pesquisa, leia
atentamente todos os itens a seguir que irdo informa-lo(a) e esclarecé-lo(a) de todos os
procedimentos, riscos e beneficios pelos quais vocé passara segundo as exigéncias da
Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Salde do Ministério da Salde.

1. ldentificagao do(a) voluntario(a) da pesquisa:

Nome: Género:

Identidade: Orgao Expedidor:

Data de Nascimento: / / Médico:

Telefone: Tempo de Transplante:
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2. Objetivo da pesquisa:

Avaliar os marcadores genéticos, inflamatérios e hemostaticos e relaciona-los a evolugéo
clinica e laboratorial de pacientes transplantados renais.

3. Descrigcdo detalhada e explicagido dos procedimentos realizados:

Sua participagdo € voluntaria e se dara por meio de uma puncgao venosa de amostras
sanguineas, com agulhas estéreis e descartaveis e tubos a vacuo, também estéreis. Os
riscos decorrentes de sua participagdo na pesquisa envolvem possiveis incoémodos
durante a pung¢do venosa, como dor local, tonteira ou sensagdo de desmaio e, apés a
coleta, o possivel surgimento de uma mancha roxa (hematoma), devido ao
extravasamento de sangue de um vaso sanguineo. Geralmente ndo ha complicagbes e
essa mancha roxa desaparecera em poucos dias.

Descrigao dos desconfortos e riscos da pesquisa:
(X) Risco Minimo ( )RiscoBaixo ( ) RiscoMédio ( ) RiscoAlto

4. Descrigéo dos beneficios da pesquisa:

Se vocé aceitar participar, estara contribuindo para a confirmagéo ou a exclusdo das
hipéteses geradas em torno das alteragcbes em exames laboratoriais encontrados em
pacientes transplantados renais, bem como ira contribuir para a geragdo de materiais
didaticos, que possuem o objetivo de instruir e esclarecer os participantes sobre o
tratamento e a prevencgéao de diversas complicagbes associadas ao transplante de rim.

5. Despesas, compensag¢des e indenizacdes:

Vocé néo tera despesa pessoal nessa pesquisa incluindo transporte, exames e consultas.
As coletas serdo realizadas sempre que vocé comparecer as consultas de rotina e/ou ao
laboratério para exames. Vocé nido tera compensacgio financeira relacionada a sua
participagédo nessa pesquisa.

6. Direito de confidencialidade:

Vocé tem assegurado que todas as suas informagdes pessoais obtidas durante a
pesquisa serdo consideradas estritamente confidenciais e os registros estardo disponiveis
apenas para os pesquisadores envolvidos no estudo. Os resultados obtidos nessa
pesquisa poderdo ser publicados com fins cientificos, mas sua identidade sera mantida
em sigilo.

7. Acesso aos resultados da pesquisa:

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Pagina2 de 5 Rubrica do Pesquisador
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Vocé tem direito de acesso atualizado aos resultados da pesquisa. Em caso de resultados
que possam afetar seu monitoramento, entraremos em contato com vocé ou com o seu
médico para que as devidas medidas possam ser tomadas.

8. Liberdade de retirada do consentimento:

Vocé tem direito de retirar seu consentimento, a qualquer momento, deixando de
participar da pesquisa, sem qualquer prejuizo & continuidade de seu cuidado efou
tratamento na instituigao.

9. Acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa:

Vocé tem garantido o acesso, em qualquer etapa da pesquisa, aos profissionais
responsaveis pela mesma, para esclarecimento de eventuais dulvidas acerca de
procedimentos, riscos, beneficios, etc., através dos contatos abaixo:

Prof ra orien raer nsavel pel isa: Ana Paula L M
Telefone: (31) 3409-6896
Email: aplmota@farmacia.ufmg.br

10. Acesso a instituicdo responsavel pela pesquisa:

Vocé tem garantido o acesso, em qualquer etapa da pesquisa, a instituigao responsavel
pela mesma para o esclarecimento de eventuais dividas acerca dos procedimentos éticos
através do contato abaixo:

Comité de ética do campus da UFMG

Avenida Antbnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa II - 2° andar, sala 2005,
Campus Pampulha, Belo Horizonte, MG. CEP: 31270-901. Telefone (31)
3409-4592.

email coep@prpg.ufmg.br

11. Armazenamento das amostras:

O material biolégico coletado estara vinculado a este projeto de pesquisa, assim como a
pesquisas futuras, caso seja do seu consentimento. Vocé podera retirar, a qualquer

momento, o seu consentimento de guarda e de utilizagdo do material biolégico
armazenado.
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O Biorrepositério da Faculdade de Farméacia da UFMG sera o local de armazenamento
das amostras coletadas, as quais serdo utilizadas apenas para fins de pesquisa. As
amostras de plasma, soro e sangue total serdo armazenadas em um freezer do
laboratério de Bioquimica da Faculdade de Farmacia da UFMG em temperatura de -80°C
até o momento de sua utilizagao.

Apods o fim da pesquisa, as amostras serdo descartadas em sacos brancos leitosos e
passarao por processos de desinfecgdo e de descontaminagédo, sendo entdo desprezadas
em um aterro sanitario seguindo as condi¢des estabelecidas pela Faculdade de Farmacia
da UFMG que atende as Resolugdes n°® 441/11 e n°® 466/12 do Conselho Nacional de
Saude (CNS).

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Pégina 4 de 5 Rubrica do Pesquisador

Rubrica do Participante



Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Fui informado verbalmente e por escrito sobre os dados dessa pesquisa e minhas duvidas
com relagdo a minha participagdo foram satisfatoriamente respondidas.

Ficaram claros para mim quais séo os propositos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, os desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de

esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que a minha participagdo é isenta de
despesas e que tenho garantia do acesso aos pesquisadores e a instituicao de ensino.

Tive tempo suficiente para decidir sobre minha participagdo e concordo voluntariamente
em participar desta pesquisa e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento,
antes ou durante a mesma, sem penalidades, prejuizo ou perda de qualquer beneficio
que eu possa ter adquirido.

A minha assinatura neste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido dara autorizacdo
aos pesquisadores, ao patrocinador do estudo e ao Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais de utilizarem os dados obtidos quando se fizer
necessario, incluindo a divulgagdo dos mesmos, sempre preservando minha identidade.

Assino o presente documento com espaco destinado para rubricas em duas vias de igual
teor e forma, ficando uma em minha posse. Declaro que:

( ) Concordo que o meu material biolégico seja utilizado somente para esta pesquisa.

( ) Concordo que o meu material biolégico possa ser utilizado em outras pesquisas, mas
serei comunicado pelo pesquisador novamente e assinarei outro termo de consentimento
livre e esclarecido que explique para que sera utilizado o material.

( ) Concordo que o meu material biolégico possa ser utilizado nesta e em outras
pesquisas.

Belo Horizonte, de de

Voluntario

Pesquisador Responsavel
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Nimero de |D do participante:

1. Identificagdo:

Nome:
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APENDICE B - Ficha clinica

Ficha Clinica

Data da coleta: I Prontuario:

DN: ) Sexo: Tel:

Etnia:

Médico:

Qutras Infos:

2. Dados Clinicos: a) Peso (Kg):

base:

d) Comorbidades:

Altura (m) IMC (Kg/m?) b) Dialise/Tempo: c) Doenga
&) Data do Tx renal:

!/ / f) Doador (tipo/idade/sexo): g) Imunossupressores:

h) Tabagismo?
/data/bidpsia:

i) Consumo de bebida alcool?

j) Exercicio fisico? k) Tipo sanguineo: 1) Rejeigao

m) Indugao?
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APENDICE C - Curvas de Melting dos miRNAs avaliados
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Legenda: Curva de melting (miR-145-5p). Fonte: dados da pesquisa.
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Legenda: Curva de melting (miR-23b-3p). Fonte: dados da pesquisa.
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Melt Curve Plot
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Legenda: Curva de melting (miR-15a-5p). Fonte: dados da pesquisa.
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Legenda: Curva de melting (miR-15b-5p). Fonte: dados da pesquisa.
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APENDICE D - Tabela de caracterizagio clinica e laboratorial dos integrantes

do estudo de acordo com a fungao renal avaliada pelo eRFG

R1 (n = 24) R2 (n = 45) Valor de p Total (n = 69)
Receptor do
transplante renal
Sexo, n (%) 0,930
Feminino 9(37,5) 19 (42,2) 28 (40,6)
Masculino 15 (62,5) 26 (57,8) 41 (59,4)
Idade (anos)** 53 (65-44) 45 (58-32) 0,030* 50 (60-36)
Tempo pos transplante 15+5,5 1454 0,362 14+54
renal (anos)***
Tipo de doador, n (%) 0,723
Falecido 11 (45,8) 27 (60,0) 38 (55,1)
Vivo 13 (54,2) 17 (38,0) 30 (43,5)
Indeterminado 0(0,0) 1(2,0) 1(1,4)
Doenca de base, n (%) 0,969
Glomerulopatias 6 (28,6) 6 (12,5) 12 (17,4)
Nefroesclerose 3(14,2) 7 (14,6 10 (14,5)
hipertensiva
Uropatias obstrutivas 2 (9,5) 7 (14,6) 9 (13,0)
Doenca renal do 9,5 5(10,4) 7 (10,2)
diabetes
Doenca renal 1(4,8) 4 (8,3) 5(7,2)
policistica
Outras causas 1(4,8) 7 (14,6) 8 (11,6)
Etiologias 6 (28,6) 9(18,8) 15 (21,7)
desconhecidas
Nao informado 0(0,0) 3(6,2) 3(4,4)
Comorbidades, n (%) 0,994
HAS 19 (79,2) 26 (57,8) 45 (65,2)
Dislipidemia 10 (41,7) 10 (22,2) 20 (28,9)
DM 9(37,5) 10 (22,2) 19 (27,5)
Hipotireoidismo 2 (8,3) 6 (13,3) 8 (11,6)
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Doencas neurologicas/
psiquiatricas

Anemia

ITU

Outras

Nao tem/nao relatado

Terapia
imunossupressora, n
(%)

Diminuig¢ao da dose de
imunossupressor
Aumento da dose de
imunossupressor
Retirada de
imunossupressor
Adicao de
imunossupressor
Conversao da

imunossupressao

Dados laboratérios
Creatinina (mg/dL)**
Ureia (mg/dL)**
Hemoglobina (g/dL)***
Global de leucécitos
(/mm3)**

Contagem de plaquetas
(/mm3)**

Glicemia em jejum
(mg/dL)**

1(4,2)
4 (16,7)
3 (12,5)

15 (62,5)
3 (12,5)

7 (29,2)

8 (33,3)

2(8,3)

2(8,3)

2(8,3)

1,8 (2,3-1,5)
64 (95,5-48,5)
12,3+ 24
7005 + 2588

248000 (294000-
196000)
101 (117,5-90,5)

7 (15,6)
3(6,7)
4 (8,9)

21 (46,7)
4 (8,9)

12 (26,7)

7 (15,6)

6 (13,3)

5(11,1)

2(4,4)

1,1 (1,5-0,8)
42 (52,0-35,0)
139+1,8
7470 + 2310

245000 (294500-
209000)
95 (116,5-86,5)

0,962

<0,001*

<0,001*
0,001*
0,987

0,775

0,259

8 (11,6)
7 (10,1)
7 (10,1)

36 (52,2)
7 (10,1)

19 (27,5)

15 (21,7)

8 (11,6)

7 (10,1)

4 (5,8)

1,4 (1,7-1,0)
48 (65,0-40,0)
13,7 2,1
7260 + 2391

246500 (294000-
208500)
98 (116,8-87,8)

Legenda: TR: transplante renal; HAS: hipertensao arterial sistémica; DM: Diabetes mellitus; ITU:

infecgdo do trato urinario; eRFG: ritmo de filtracido glomerular estimado. R1: eRFG < 60 mL/min/

1,73m? e R2: eRFG 2 60 mL/min/1,73m>2. Fonte: dados da pesquisa. *p < 0,05 foi considerado

significativo. **Os dados nao-paramétricos estdo apresentados como mediana e intervalo

interquartil (Mann-Whitney). ***Os dados paramétricos estdao apresentados como média e desvio

padrao (T-student). Dados de frequéncia (%) foram analisados pelo teste x2 ou pelo teste de

Fisher.
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ANEXO A - ATIVIDADES REALIZADAS DURANTE O DOUTORADO
Trabalho voluntario por 2 anos e 4 meses no Laboratério Institucional de

Pesquisa em Biomarcadores (LINBIO) sob a supervisdo do professor Adriano de

Paula Sabino

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
[FACULDADE DE FARMACIA]
[CENTRO DE EXTENSAD]

DECLARACAD

Declaramos para os devidos fins que, LORRAINE VIEIRA AIVES atuou como discente
voluntdria, no projeto de extensdo intitwlado: LINBIO: Laboratdrio Institucional de Pesgquisa em
Blomarcadores (SIEX 302728), no periodo de 011172020 a 28/02//2023, sob a coordenagso do Professor
Adrlano de Paula Sabino da Faculdade de Farmdcla da UFMG, carga hordria semanal de 40 (guarenta)
horas desemvalvendo as seguintes atividades conforme plano de trabalho:

- Extrachio de RNA;

- Execucdo da téenica de RT gPCR e interpretagio de resuliados para o diagnistioo molecular da Covid-19;
- Manutencio da limpeza ¢ organizsgdo geral do laboratdno;

- Autoclavacio de materiais, ransporte ¢ amazenamento de amostras bioldgicas,

- Participagfio ¢ apresentagdo de trabalhos em reunides cientificas.

Belo Horizonte, 28 de margo de 2023,

Profa. Simone Odilia Antunes Fernandes
Coardenadora do Centra de Extensdo da Faculdade de Farmacia/UFMG

Prof. Adriano de Paula Sabing
Coordenador da Projeto de Extensao

Documents assinado eletronicaments par Simone Odilia Ant F des, Prof do
Magistério Superior, ern 12/04/2023, hs 15:35, conforrme horario oficial de Brasilia, com fundamento

i &rt. 52 do Decreto nd 10,543 de 13 de novembro de 2020

Documentn assinado eletronicaments por Adriano de Paula Sabino, Professor do Magistério
Superior, em 15/04/2023, & 00201, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no ar. 52
oo Descrato n? 10 543, de 13 dé novembro de 2030

sutentichdade deste documento pode ser canferida no site
_ i ul : -

Rpdarleria: Prococon e 23072 30 440/ M0 335 SEi m@ 21EHET
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Participacéo no 24° Encontro de Extensdo da Semana do Conhecimento UFMG
2021 com o trabalho intitulado “Acdes do Laboratério Institucional de Pesquisa em

Biomarcadores (LINBIO) no combate a pandemia da covid-19”

SEMANA DO CONHECIMENTO UFMG  [ransversalidade da ciéncia
Zol para construcdo de futuros

Certificamos que o trabalho intitulado ACOES DO LABORATORIO INSTITUCIONAL DE PESQUISA EM BIOMARCADORES
(LINBIO) NO COMBATE A PANDEMIA DA COVID-19, foi apresentado no 24° Encontro de Extensdo , promovido pela Pro-
Reitoria de Extensao, no periodo de 02/08/2021 a 29/10/2021.

De autoria de: GEOVANA GOMES DORNELAS, ELIZANGELA ALMEIDA ROCHA, TULIO RESENDE FREITAS,
FERNANDA DE FATIMA SOUZA DE OLIVEIRA, LAURA DO AMARAL XAVIER, THAIS SALVIANA RIBEIRO, VIVIAN
MORAES PAIXAO, ANNA CLARA VENTURA FONSECA, BRUNO EDUARDO FERNANDES MOTA, KARINA BRAGA
GOMES BORGES, ADRIANO DE PAULA SABINO, DANILA FELIX COUTINHO, SILVIA CRISTINA VERDE MENDES
NOLASCO, LORRAINE VIEIRA ALVES, CRISTINA DE MELLO GOMIDE LOURES, NATALIA VIRTUDE CAROBIN,
SIMONE RODRIGUES RIBEIRO

Orientador(a): IEDA DE FATIMA OLIVEIRA SILVA

Claudia Andrea Mayorga Borges
Pré-Reitora de Extensao

Apoio Codigo de autenticidade: bc8dc2e92112275da 7924744cb82bfdbalfc70703ccdcbebd03d
Este documento dispensa carimbo e assinatura. Verifique sua autenticidade com o QRCode.

@cmpq @ ,} SEMANA NACIONAL DE UF71G

| o CIENCIA E TECNOLOGIA 2021 —_—

ety CAPES FAPEMIG
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Participagcdo como coautora do trabalho intitulado “Characterization and
evaluation of the content of extracellular vesicles from patients with covid-19: potential
role of regulatory microRNAs in the pathogenesis of the disease” apresentado em

formato de péster no 34° Congresso Brasileiro de  Virologia

—~ Quro Preto - MG

Parque Metalurgico Augusto Barbosa
Centro de Artes e Convencdes da UFOP

34° Congresso Brasileiro de Virologia « 8° Encontro Mercosul de Virologia

Certificado

Certificamos que o trabalho PT.099, “CHARACTERIZATION AND EVALUATION
OF THE CONTENT OF EXTRACELLULAR VESICLES FROM PATIENTS WITH
COVID-19: POTENTIAL ROLE OF REGULATORY MICRORNAS IN THE
PATHOGENESIS OF THE DISEASE”, de autoria de Nolasco SV, Xavier LA,
Rodrigues SR, Alves LV, Carobin NV, Oliveira JS, Silva JO, Barros ALB, Ferreira
DS, Carneiro FS, Filgueiras PS, Assis JV, Miranda DAP, Souza LP, Sabino AP,
foi apresentado como POSTER no 342 Congresso Brasileiro de Virologia,
realizado de 24 a 27 de setembro de 2023 no Centro de Artes e Convengdes
da UFOP, Ouro Preto, MG.

- ol

Helena Lage Ferreira José Luiz Proenca Médena
Presidente Sociedade Brasileira de Virologia Tesoureiro da Sociedade Brasileira de Virologia
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Participagdo como membro da Comissdo Organizadora do Il Simpdsio do

Programa de Pos-graduagao em Analises Clinicas e Toxicolégicas da UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
DD ACT FACULDADE DE FARMACIA U F m G

DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS -

CONCEDEMOS ESTE CERTIFICADO A

Lorraine Vieira Alves
por compor a Comissao Organizadora do Il Simpésio do Programa de Péds-
Graduac¢dao em Anadlises Clinicas e Toxicolégicas da UFMG, realizado remotamente

nos dias 03, 04 e 05 de novembro de 2021, com carga horaria de 10 (dez) horas.

Belo Horizonte, 05 de novembro de 2021

Profa. Dra. Ana Paula Lucas Mota Profa. Dra. Adriana Costa Oliveira
Coordenadora do |l SIACT Coordenadora do || PPCGACT -UFMG
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Orientacdo de Monografia de Conclusdo de Curso da aluna Isabella Silva de

Sousa e Sa - Graduagao em Biomedicina na UFMG

06/09/2021 10:42 SEWUFMG - 0832466 - Certificado

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA
COLEGIADO DO CURSO DE BIOMEDICINA

CERTIFICADO

CERTIFICAMOS, PARA OS DEVIDOS FINS, QUE a Profa. ANA PAULA LUCAS MOTA, a doutoranda LORRAINE
VIEIRA ALVES e a Me. RAFAELA MIRANDA PESSOA, participaram como membros da Comissdo
Examinadora da Monografia de Conclusdo de Curso, intitulada “COMPLICACOES ASSOCIADAS AO
PREENCHIMENTO FACIAL COM O USO DO ACIDO HIALURGNICO”, apresentada pelo(a) aluno(a) Isabella
Silva de Sousa e Sa.

Belo Horizonte, 31 de Agosto de 2021.

Professora ANA PAULA LUCAS MOTA
Coordenadora do Colegiado do Curso de Biomedicina
Faculdade de Farmacia/UFMG

Professora CRISTIANE DA SILVA MENEZES
Coordenadora da disciplina de Monografia de Conclusdo de Curso
Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas
Faculdade de Farmacia/UFMG
i
eletrdnica

Documento assinado eletronicamente por Ana Paula Lucas Mota, Coordenador(a) de curso, em
03/09/2021, as 18:39, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n?
10.543, de 13 de novembro de 2020.

Seil Documento assinado eletronicamente por Cristiane Alves da Silva Menezes, Subcoordenador(a), em
femetneid E 06/09/2021, as 07:44, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n?

Sletrinica 10.543, de 13 de novembro de 2020.

brd = https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?
74> acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o cédigo verificador 0832466 e
o codigo CRC 9FCOEOA2.

Referéncia: Processo n® 23072.235554/2021-11 SEl n? 0832466

https://sei.ufmg.brisei lador.php?; jocumento_imprimi bé& _origem=arvore_visualizar&id_documento=877197&infra_sistema=... 1/1
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Participacdo em banca de Trabalho de Conclusao de Curso da aluna Caroline
Rezende Diniz - Graduagcdo em Farmacia na UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA
COLEGIADO DE CDGRDENA(,‘.&O DIDATICA DO CURSO DE FARMACIA

CERTIFICADO

CERTIFICAMOS, PARA OS5 DEVIDOS FINS QUE

Prof. Dr. Lucas Anténio Miranda de Ferreira — orientador(a), Profa. Dra. Ana Paula Lucas Mota — FAFAR/UFMG, e Msc. Lorraine Vieira Alves —
Doutoranda PPGACT — FAFAR - UFMG, participaram como membros da Comissdo Examinadora da Monografia de Conclusdo de Curso, intitulada “USO DE
ANTIOXIDANTES TOPICOS NO COMBATE AOQ ENVELHECIMENTO CUTANEO: UMA REVISAO BIBLIOGRAFICA® apresentada pelo(a) aluno(a) Caroline Rezende
Diniz, no dia 02 de dezembro de 2022.

Belo Horizonte, 02 de dezembro de 2022.

MARCIO DE MATOS COELHO
COORDENADOR DO COLEGIADO DE COORDENAGAO DIDATICA DO CURSO DE FARMACIA

j Documento assinado eletronicamente por Marcio de Matos Coelho, Coordenador(a), em 21/11/2022, as 21:19, conforme horario oficial de Brasilia, com
fundamento no art. 5¢ do Decreto n® 10,543, de 13 de novembro de 2020.

Referéncia: Processo n? 23072.209159/2021-82 SEIn® 1911817
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Apresentacgao oral do trabalho intitulado "Influéncia do polimorfismo -308G>A
no gene de TNF sobre a fungédo do enxerto de receptores do transplante renal" no XVI

Congresso Brasileiro de Transplantes (ABTO 2019)

XVI CONGRESSO o~
BRASILEIROS CAMPINAS

DE TRANSPLANTES N 14 - 19 de Outubro

| 4=
XVIII Congresso Luso Brasileiro de Transplantes @‘a—@-&_’>

XV Encontro de Enfermagem em Transplantes
‘ Forum de Histocompatibilidade da ABt
==t = = ABT02017 | Inovacao e Integracao

Certificado

CERTIFICAMOS que o trabalho

-

Associagio Brasileira de Transplante de Orgdos

Influéncia do polimorfismo -308G>A no gene de TNF sobre a fungdo do enxerto de receptores do transplante
renal

foi apresentado no XVI Congresso Brasileiro de Transplantes, realizado no Royal Palm Hall, Campinas - SP, de 17 a
19 de outubro de 2019, como Tema Livre ORAL.

Autores: LORRAINE VIEIRA ALVES, SUELLEN RODRIGUES MARTINS, CAROLINA NERIS CARDOSO,
FERNANDO DAS MERCES LUCAS JUNIOR, KARINA BRAGA GOMES, ANA PAULA LUCAS MOTA

Instituigao: UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS - Minas Gerais - Brasil

Campinas, 19 de outubro de 2019

L

/ A4l 5o

—t LT /

Paulo Manuel Pégo Fernandes Marilda Mazzali lIka.de’Fatima S. F. Boin
Presidente da ABTO Presidente do Congresso Presidente daComissaoCientifica
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Autora principal juntamente com a biomédica Suellen Rodrigues Martins do

artigo intitulado “Covid-19 in renal-transplanted recipients: a narrative review”

publicado no Jornal Brasileiro de Transplantes

COVID-19 IN RENAL-TRANSPLANTED RECIPIENTS: A NARRATIVE REVIEW

Covid-19 em pacientes transplantados renais: uma revisao narrativa

Suellen Rodrigues Martins* 2, Lorraine Vieira Alves” *, Marta Lamounier Moura Vargas Corgozinho?;
Jenner Karlisson Pimenta dos Reis®, Bruno Eduardo Fernandes Mota?®, Katia de Paula Farah®,
Karina Braga Gomes®*, Luci Maria Santana Dusse?, Patricia Nessralla Alpoim?®, Ana Paula Lucas Mota*

ABSTRACT

COVID-19 is an emerging disease mainly associated with Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS). This disease
causes a cytokine storm release in response to viral infection, and can lead to several systemic complications.
Acute kidney injury (AKI) is one of these complications and renal replacement therapy may be necessary for the
infected patient. In this context, renal-transplanted recipients (RTR) and patients with chronic kidney diseases are
in the risk groups for COVID-19 due to their increased inflammatory state and endothelial dysfunction. Furthermore,
maintenance immunosuppressive therapy in RTR can also be another complicating factor, since it influences the
response from the immune system against pathogens, including SARS-CoV-2. However, it is believed that the worst
outcomes of COVID-19 are mainly caused by an exaggerated inflammatory response than to the direct virus action;
therefore, in a hyper-inflammatory state, immunosuppression therapy could be beneficial. This narrative review aims
to present the main clinical and laboratory findings of 22 studies involving RTR affected by COVID-19. This review
can contribute to the management of COVID-19 and its consequences in this risk group.

Keywords: Communicable Disease; Coronavirus Infections; Renal Insufficiency; Kidney Transplantation.

Institution:
! Federal University of Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas
Gerais (MG), Brazil.

'@ Department of Clinical and Toxicological Analysis, Faculty of
Pharmacy

15 Department of Preventive Veterinary Medicine, Faculty of
Veterinary Medicine
' Department of ClinicalMedicine, Faculty of Medicine

*Authors contributed equally to this work.
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INTRODUCTION

The World Health Organization (WHO) declared a new
pandemic in March 2020, which started on December
12th, 2019, in Wuhan, an important trade center in
China.! The etiologic agent, isolated from airway
epithelial cells of patients with unusual pneumonia
was named Severe Acute Respiratory Syndrome-
Coronavirus-2 (SARS-CoV-2), formerly called HCoV-
19, and the disease was designated as Coronavirus
Disease 2019 (COVID-19). This virus mainly affects
the respiratory systems and can be related to fatal
pneumonia. It also affects gastrointestinal and central
nervous systems. In addition, it can alter liver and
kidney function.>#



