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RESUMO

O transplante de rim é a alternativa de reposigao renal mais desejavel e com o melhor custo-
beneficio para pacientes com doencga renal crénica, especialmente, em estagio terminal. As
citocinas sdo proteinas sollveis mediadoras da resposta imune. Os polimorfismos de
citocinas podem influenciar os seus niveis plasmaticos e, dessa forma, afetar o transplante
renal. O objetivo deste estudo foi investigar a influéncia dos niveis de citocinas e de
polimorfismos em seus genes sobre a fungao do enxerto renal e sobre a presencga ou ndo de
episodios prévios de rejeicdo. Avaliou-se também a relacdo entre estes biomarcadores e o
tempo pés-transplante de receptores do transplante renal. Foram avaliados 146 pacientes
distribuidos em grupos de acordo com os niveis de creatinina (C1: <1,4 e C2: >1,4 mg/dL),
ritmo de filtragdo glomerular estimado (R1: <60 e R2: 260 mL/min/1,73m?) e a presenca de
histéria prévia de rejeicdo ao enxerto (REJ: rejeicdo prévia; ndoREJ: sem episédio de
rejeicdo; INDET: rejeicdo indeterminada). Para a determinagdo dos polimorfismos foi
utilizado o método de PCR-SSP e para a dosagem de citocinas foi realizada a técnica de
ELISA de captura para IL-10 e a técnica de Multiplex para IL-6 e TNF-a. Foi observada uma
maior frequéncia do alelo G e do genétipo GG do polimorfismo -308G>A no gene do TNF-a
no grupo R1 em relagdo ao R2, além de uma maior frequéncia do carreador A no grupo R2.
O alelo G do polimorfismo +25G>C no gene do TGF-B1 foi mais frequente no grupo REJ em
relagdo ao grupo INDET. Foram encontrados maiores niveis de TNF-a no grupo ndoREJ em
relacdo ao grupo INDET. Além disso, a razdo TNF-ao/IL-10 foi maior no grupo nadoREJ
quando comparada aos demais grupos. A analise dos niveis de citocinas em fungédo do
tempo pds transplante mostrou maiores niveis de IL-6 nos subgrupos T1 (tempo 1 a 24
meses pos transplante) e T3 (tempo 61 a 120 meses poés transplante) e o predominio de IL-
10 no subgrupo T2 (tempo 25 a 60 meses poés transplante). O estudo demonstrou uma
correlacéo positiva entre IL-6 e TNF-a e negativa entre IL-6 e IL-10, bem como entre IL-6 e 0
tempo pés-transplante. TNF-a também se correlacionou negativamente com IL-10. Concluiu-
se que o alelo A do polimorfismo -308G>A no gene de TNF-a esta associado a uma melhor
funcdo do enxerto. Pacientes que ndo apresentaram episodios prévios de rejeigdo tiveram
maiores niveis de TNF-a e maior razao TNF-a/IL-10. Além disso, o polimorfismo +25G>C no
gene de TGF-B1 foi associado ao histdérico de rejeicao neste estudo. A influéncia genética e
o balango entre os niveis de citocinas podem estar associados a funcdo do enxerto e a
sobrevida dos pacientes. Estes biomarcadores poderiam ser utilizados como potenciais

ferramentas de monitoramento no transplante renal.

Palavras-chave: Transplante de Rim. Citocinas. Polimorfismo Genético. Rejeicdo de Enxerto.



ABSTRACT

Kidney transplantation is the most desired and cost-effective alternative of renal replacement
for end-stage renal disease patients. Cytokines are soluble proteins that influence the
immune response. Cytokines polymorphisms can influence their plasma levels and thus
affect kidney transplantation. The aim of this study was to investigate the influence of
cytokines levels and their polymorphisms on renal graft function and in the presence or not of
previous rejection episode. We also evaluated the relationship between these biomarkers
and post-transplant time of renal transplant recipients. A total of 146 patients were classified
into groups according to creatinine levels (C1: <1,4 and C2: >1,4 mg/dL), estimated
glomerular filtration rate (R1: <60 and R2: 260 mL/ min/1.73m?) and presence of previous
graft rejection episode (REJ: prior rejection, noREJ: no rejection episode, INDET:
indeterminate rejection). The assessment of polymorphisms was performed by PCR-SSP. IL-
10 was measured by sandwich ELISA and IL-6 and TNF-a were determined using Multiplex.
A higher frequency of the G allele and the GG genotype of -308G>A polymorphism in the
TNF-a gene was observed in the R1 group compared to R2. In addition, it was found a
higher frequency of the A carrier in the R2 group. The G allele of +25G>C polymorphism in
the TGF-B1 gene was more frequent in the REJ group compared to INDET group. TNF-a
higher levels were found in the noREJ group compared to INDET group. Furthermore, TNF-
a/IL-10 ratio was higher in noREJ group when compared to other groups. The analysis of the
time after transplantation showed higher levels of IL-6 in the T1 (time 1 to 24 months post
transplantation) and T3 (time 61 to 120 months post transplantation) groups and
predominance of IL-10 in T2 group (time 25 to 60 months after transplantation). This study
demonstrated a positive correlation between IL-6 and TNF-a and negative correlation
between IL-6 and IL-10 as well as IL-6 and post-transplant time. TNF-a also correlated
negatively with IL-10. As conclusion, A allele of -308G>A polymorphism in the TNF-a gene is
associated with better graft function. Patients who did not present previous rejection episode
had higher levels of TNF-a and higher TNF-a/IL-10 ratio. In addition, the +25G>C
polymorphism in the TGF-81 gene was associated with the history of rejection in this study.
Genetic influence and balance between cytokine levels may be associated with graft function
and patient survival. These biomarkers could be used as potential monitoring tools in renal

transplant.

Keywords: Kidney Transplantation. Cytokines. Polymorphism Genetic. Graft Rejection.
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1 INTRODUGAO

O transplante renal, aplicado no portador de doenca renal cronica
(DRC), passou a ser uma excelente alternativa para o tratamento destes
pacientes, ja que lhes ofereceu maior sobrevida com melhor qualidade
(MOTA et al., 2009).

Entretanto, o transplante induz uma reacdo inflamatéria que
desencadeia a producdo renal e plasmatica de citocinas. Estas citocinas
estdo diretamente envolvidas na resposta imunoldgica do receptor em
relagdo ao 6rgéo enxertado e nos mecanismos que desencadeiam a rejeicéo
ao rim transplantado. Inumeras pesquisas que visam a melhoria dos
resultados pos-transplante tém como alvo a resposta imunoldgica gerada
(PONTICELLI, 2012).

As citocinas circulantes participam de mecanismos imunologicos que
culminam em expansdo clonal de células T efetoras e na producédo de
anticorpos com atividade citotoxica. Se a reagado inflamatoria nédo é
controlada por agentes imunossupressores, esta reagdo causa lesdo e
destruicdo do o6rgédo transplantado. O balango entre citocinas pro-
inflamatorias e reguladoras parece ser um mecanismo chave para o
desenvolvimento da rejeicdo ou aceitagdao do enxerto renal (PONTICELLI,
2012).

Dessa forma, a produgdo aumentada de algumas citocinas tem sido
associada ao desfecho do transplante renal e estas parecem desempenhar
papel importante no desenvolvimento de lesdes inflamatérias crbnicas em
pacientes transplantados, o que permitiria a utilizagdo clinica dessas citocinas
como biomarcadores de predi¢cdo a rejeicdo do enxerto (SEMENTILLI et al.,
2008).

Sabe-se que a expressao de citocinas se encontra sob forte controle
genético e que os polimorfismos em genes de citocinas podem afetar a
expressdo génica e a produgcdo destes mediadores de processos
inflamatorios. Apesar dos estudos controversos, estes polimorfismos tém sido
associados a complexa rede de processos inflamatorios no transplante e
podem ter impacto na fungdo do enxerto, influenciando os resultados do
transplante renal a longo prazo (KOCIERZ et al., 2011).
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Com a utilizagdo de técnicas de biologia molecular cada vez mais
avancadas na monitorizagdo do transplante renal, ha a possibilidade de
diagnosticos precisos, além da melhor utilizagdo de imunossupressores no
tratamento de pacientes transplantados, favorecendo a qualidade do enxerto
(DIAS et al., 2005; TAIT, 2009). A descoberta de um biomarcador ideal de
custo reduzido, seguro, de facil detecgdo, que reflita a efetividade do
tratamento e que seja relativamente estavel na populacdo seria
extremamente importante para o controle da fungdo do enxerto no pés-
transplante. Este achado levaria ao tratamento individualizado com um
resultado mais efetivo (MALYSZKO et al., 2015).

A definicdo de um marcador laboratorial que tenha uma contribuicdo
mais efetiva a clinica, cuja monitoragdo e progndstico sejam bem
estabelecidos, € a chave para um transplante bem-sucedido. Assim, a
realizacdo deste estudo justifica-se pela importancia em se identificar o perfil
genético e inflamatorio de pacientes transplantados renais, que podem gerar
um diagnostico personalizado e um tratamento mais preciso. Além disso,
pelos multiplos fatores que participam do processo de rejeicdo ao enxerto e
pela heterogeneidade dos pacientes transplantados renais, os achados em
pesquisas sdo, ainda, conflitantes, os quais serdo confrontados com nossos
dados.

Com a deteccéo precoce e o controle do processo inflamatério, sera
possivel reduzir o dano ao 6rgao transplantado prevendo, assim, a rejeicéo
antes mesmo da ocorréncia de lesao irreversivel e permitindo melhores
resultados.

Diante disso, o objetivo do estudo foi investigar o papel de citocinas
pré-inflamatérias e reguladoras, bem como a influéncia de polimorfismos em
genes de citocinas, em receptores do transplante renal, correlacionando
estes dados com caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes que se
associam a resposta do receptor ao enxerto.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 TRANSPLANTE RENAL

2.1.1 Histérico do transplante renal

O transplante de o6rgédos solidos € uma das terapéuticas mais
importantes com grandes avangos na area da saude, sendo o transplante
renal um dos primeiros procedimentos realizados nesta esfera. Essa técnica
foi iniciada como uma experiéncia pratica progredindo para uma modalidade
confiavel e rotineira, mais eficaz clinicamente e mais rentavel se comparada
as demais estratégias de tratamento (SAYEGH; CARPENTER, 2004;
STARZL, 2000; SUTHANTHIRAN; STROM, 1994).

S&o descritos registros com aspectos religiosos, mitologicos e
arqueoldgicos que fazem alusdo ao conceito de transplante ha varios
milénios (SHAYAN, 2001). Um texto hindu de 2500-3000 aC, por exemplo,
descreve detalhadamente a reconstrucdo de narizes mutilados por punicéo
aos crimes cometidos, com o uso de enxertos de pele cortados
grosseiramente a partir de uma nadega ou queixo do proprio paciente
(BERGAN, 1997).

Com o passar dos séculos, houve um progresso significativo na area
de transplante quando o cirurgido francés, Alexis Carrel, aperfeicoou métodos
de sutura na anastomose vascular, técnicas de preservagdo de 6rgéos e
procedimentos de reconstrucdo de vasos (CARREL, 1902; CARREL;
GUTHRIE, 1905).

Em 1906, Jaboulay realizou os primeiros transplantes renais em
humanos ao transplantar um rim de cabra para um paciente € um rim de
porco para outro. Ambos os individuos tinham insuficiéncia renal e faleceram
apos a falha dos enxertos renais (MORRIS, 2004).

Anos depois, em 1933, um cirurgido ucraniano chamado Yu Yu
Voronoy usou pela primeira vez um rim humano para o transplante em
paciente com insuficiéncia renal aguda secundaria a ingestdo proposital de
mercurio. Este transplante também falhou e esta falha foi atribuida ao longo
periodo entre a parada cardiaca do doador e o inicio da reperfusdo no
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receptor, além da incompatibilidade dos grupos sanguineos entre doador e
receptor (WATSON; DARK, 2012).

Na década de 1950, 6rgdos de doadores vivos comegaram a ser
usados, quando houve a percepcdao da necessidade de se evitar lesbes
isquémicas excessivas. Além disso, a técnica cirurgica antes baseada nos
vasos da coxa ou do brago foi refinada em 1951 na Franga. Este
procedimento passou a envolver a colocag¢ao do rim extraperitonealmente na
fossa iliaca, onde a bexiga estaria proxima para a anastomose com o ureter
do doador, e os vasos iliacos externos seriam de facil acesso (WATSON;
DARK, 2012).

Apesar de superar questdes técnicas da cirurgia como a colocagéo do
rim transplantado e a anastomose vascular, ainda permanecia a questdo da
resposta imune do receptor em relagdo ao orgao enxertado. O primeiro
transplante bem sucedido neste contexto foi feito pela equipe de Joseph
Murray, em 1954, que realizou o transplante de rim entre gémeos idénticos
(MERRILL et al., 1956). Este procedimento foi tanto um sucesso imunologico
quanto cirurgico. O transplante garantiu a fungéo renal estavel e a sobrevida
do receptor oito anos apds a técnica, sem nenhuma evidéncia de rejeigao
antes de seu falecimento por doenga cardiovascular (LINDEN, 2009).

No final da década de 1950, afim de suprimir a resposta imune, foi
utilizado o método de radioterapia de irradiagao total do corpo em receptores
nao geneticamente idénticos para submeté-los ao transplante de rim. A
maioria dos individuos teve como causa de morte os efeitos da radiacao
(MURRAY et al., 1960).

Neste momento, estava se tornando claro que outra via alternativa de
supresséo do sistema imunologico deveria ser incorporada como uma opgao
segura e bem-sucedida. Nesse sentido, a introdugcdo da imunossupressao
quimica trouxe um real avango para o problema da resposta imune no
transplante. Um analogo da purina, a azatioprina, foi o primeiro agente
imunossupressor de sucesso (CALNE, 1961). A azatioprina juntamente com
a prednisona garantiram a fung&o renal estavel durante um ano em cerca de
50% dos rins transplantados de doadores n&o relacionados (WATSON;
DARK, 2012). Outros imunossupressores mais seguros, como a ciclosporina
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(CSA) e o tacrolimus (TAC), passaram a ser utilizados posteriormente,
garantindo um maior sucesso no pés-transplante renal.

No Brasil, o primeiro transplante renal foi realizado somente em 1965,
na Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo e, felizmente, o
numero de centros de transplantes renais no pais aumentou

progressivamente nos anos seguintes (BRASIL, 2010).

2.1.2 Epidemiologia do transplante renal

Atualmente, o Brasil tem o maior sistema publico de transplante do
mundo (MEIRELLES JUNIOR et al., 2015). No primeiro trimestre de 2018,
foram realizados um total de 1.997 transplantes de 6rgdos sdlidos, sendo
1.346 transplantes renais. Este numero representa 67% dos transplantes
realizados, sendo a maior parte dos érgéos transplantados provenientes de
doadores falecidos (Quadro 1) (ABTO, 2018).

Quadro 1 — Numero de transplantes de 6rgaos sélidos realizados no Brasil

durante o 1° trimestre de 2018

Orgaos Total Vivo Falecido
Rim 1.346 231 1.115
Coragao 84 - 84
Figado 509 41 468
Pancreas 8 - 8
Pancreas/Rim 18 - 18
Pulmao 32 0 32
Total 1.997 272 1.725

Fonte: ABTO, 2018 (modificado).

O Registro Brasileiro de Transplantes (RBT) divulgado pela
Associacgéo Brasileira de Transplante de Orgéos (ABTO) revela também os
dados numeéricos referentes aos transplantes de 6rgaos e tecidos realizados
no Brasil. O Quadro 2 demonstra a evolugao dos transplantes de 6rgaos no
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Brasil, em numeros absolutos, de janeiro de 2008 até margo de 2018. O
transplante renal é considerado uma modalidade crescente com o numero

mais expressivo quando comparado a outros tipos de transplante no Brasil.

Quadro 2 — Numeros absolutos de transplantes de 6rgaos sélidos realizados

no Brasil de janeiro de 2008 a margo de 2018

, Jan/08-
Orgaos 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018* A
ar

Rim  3.815 4.287 4.656 4.982 5.431 5.464 5.661 5.589 5.529 5.933 1.346 52.693
Coragédo 201 201 166 160 228 271 311 353 357 380 84 2.712

Figado 1.177 1.334 1.413 1.496 1.603 1.727 1.758 1.809 1.882 2.116 509 16.824
Pancreas 174 160 133 181 153 143 128 120 135 112 26 1.465

Pulmdo 53 59 61 49 69 80 67 74 92 112 32 748

Fonte: ABTO, 2018 (modificado).

*Dados referentes ao primeiro trimestre de 2018.

O transplante renal €, atualmente, a melhor opg¢ao terapéutica e de
reabilitacdo para pacientes com insuficiéncia renal crbnica em estadio
terminal, por doengas congénitas, inflamatérias cronico-degenerativas e/ou
infecciosas. E uma alternativa @ hemodialise (HD) com custo e eficacia
superiores (MOTA et al., 2009).

2.1.3 Resposta imunolégica no transplante renal

Apesar de garantir vantagens para o paciente com doenga renal em
estagio terminal, o transplante renal causa complicagdes que podem levar a
disfungdo e, consequentemente, a perda do enxerto (MALYSZKO et al.,
2015). Deve ser visto como um processo indutor de intensa reagéo
inflamatoria no qual um érgéo proveniente do doador, repleto de antigenos
imunogénicos, é apresentado ao sistema imune do receptor (PEREIRA et al.,
20009).
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A Figura 1 resume os mecanismos imunoldgicos que ocorrem durante

o processo de transplantacéo renal.
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Figura 1 — Esquema representativo da ativagdo da resposta imune durante o processo
de transplantagdo. Ag: antigeno; APC: célula apresentadora de antigeno; NK: Células
natural killer; ROS: espécies reativas de oxigénio; TLRs: receptores foll-like (toll-like
receptors). Fonte: AMANO; CAMARA, 2013, p. 4 (modificado).

O inicio da resposta imune ocorre com a restauragdo do fluxo
sanguineo ap6s o transplante renal (reperfusdo) que causa a morte de
células endoteliais. Ligantes endogenos sédo entdo liberados e reconhecidos
por receptores de células endoteliais e por receptores de células
apresentadoras de antigenos (APCs). Essa ativagdo gera a produgao de
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citocinas que ativam outras células do sistema imunolégico e aumentam a
resposta inflamatéria (AMANO; CAMARA, 2013).

Na reperfusdo, também ocorre uma diminuicdo na expressdo de
inibidores do complemento pelas células endoteliais, o0 que estimula a
ativacao de proteinas do complemento. A ativagdo do complemento forma o
complexo de ataque a membrana que causa lise das células endoteliais.
Além disso, essa ativacdo € capaz de produzir citocinas e quimicionas,
aumentar a expressdao de moléculas de adesdo e auxiliar na migracéo de
neutréfilos para o enxerto. Estes produzem mais citocinas pro-inflamatorias e
espécies reativas de oxigénio (ROS) que contribuem ativamente para a morte
celular. Células natural killer (NK) também participam desse processo ao
produzir citocinas e ativar neutréfilos. Ja as células T levam a maturacido de
células B que, por sua vez, geram imunoglobulinas que também ativam o
complemento (AMANO; CAMARA, 2013).

O termo aloenxerto se refere ao 6rgao transplantado para um individuo
da mesma espécie geneticamente diferente. Nos transplantes de o6rgaos,
como, por exemplo, no transplante renal, a resposta imunologica do receptor
em relagdo ao aloenxerto € causada por células T do receptor que
reconhecem aloantigenos derivados do doador pelo receptor de células T
(TCR). Os aloantigenos do enxerto renal sdo proteinas que variam entre
individuos da mesma espécie e que sao codificadas pelo Complexo Principal
de Histocompatibilidade (MHC), sendo tais proteinas alvos para a rejeigdo. O
MHC é formado por um conjunto de genes fundamental para a resposta
imunolégica no transplante. Nos seres humanos, esta localizado no brago
curto do cromossomo 6 e foi denominado sistema de Antigenos Leucocitarios
Humanos (HLA) (VOLTARELLI et al., 2009).

O alorreconhecimento de antigenos no transplante culmina em uma
série de eventos que envolve a ativacdo de células T que, por sua vez, se
diferenciam em células T efetoras e sofrem expansdo clonal, além de
produzirem um elevado numero de citocinas (DANOVITCH, 2005;
HALLORAN, 2004a).

Sinais co-estimulatérios fornecidos pelas APCs sao necessarios para a
ativacao de células T. Estes sinais induzem as células T naives a se tornarem

células T de memoéria garantindo um reconhecimento direto e rapido de
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aloantigenos e subsequente lesdo ao enxerto (MCMANIGLE; PAVLISKO;
MARTINU, 2013). Em contrapartida, as células T reguladoras (Tregs) sao
capazes de suprimir outras células T, além de produzir Interleucina 10 (IL-10)
e serem implicadas em mecanismos de tolerancia ao enxerto (BHARAT,
2006).

O processo de reconhecimento de antigenos nao-proprios pode
ocorrer por trés diferentes vias: a direta, a indireta e a semi-direta (SAFINIA
et al., 2010).

Na via direta, os receptores de células T sdo capazes de reconhecer
moléculas de MHC nao processadas que sao expressas pelas células do
doador. Na via indireta, as APCs fagocitam as moléculas de MHC das células
do doador, processando e reexpressando os fragmentos de antigenos
(peptideos) em sua superficie celular. Desta maneira, os peptideos presentes
nas APCs e derivados das moléculas de MHC do enxerto sdo apresentados
para as células T nesta via. Ja na via semi-direta, as APCs adquirem
moléculas de MHC intactas das células presentes no enxerto e as
apresentam as ceélulas T do receptor (KHAN et al., 2012; LIU et al., 1996;
VELLA et al., 1997).

As células T e seus receptores participam ativamente do processo de
rejeicdo ao enxerto renal. A resposta imune adaptativa mediada por células T
CD8+ e por células T CD4+ contra aloantigenos no enxerto constitui uma
barreira importante para o sucesso do transplante. As células T CD8+ liberam
moléculas que participam da atividade citotdéxica, como a Perforina e a
Granzima B, acarretando em apoptose de células alvo e lesdo ao enxerto
(HAGERTY; ALLEN, 1992; KREISEL et al., 2002; SAHD, 2012).

Ja as células T CD4+ do subtipo T helper 1 (Th1) produzem IL-2, que
promove a proliferacdo celular de células T CD8+ citotdxicas e interferon
gama (IFN-y) que amplifica as respostas do tipo Th1. Além disso, as células
Th1 induzem a hipersensibilidade do tipo retardada (delayed type
hypersensitivity — DTH) que induz o recrutamento de macréfagos e mondcitos
e a potenciacao da resposta de anticorpos mediada por células B. As células
T CD4+ também sao capazes de provocar danos diretos ao enxerto pela
citotoxicidade mediada pela ligacdo da proteina Fas e seu ligante FasL
(JIANG; HERRERA; LECHLER, 2004). As células T CD4+ do subtipo T
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helper 2 (Th2), por sua vez, sintetizam IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13 que
ativam células B e eosindfilos estando, também, envolvidas no processo de
rejeicdo ao orgao transplantado (GOLDMAN et al., 2001; MARTINEZ et al.,
1993).

No transplante renal, deve-se levar em conta o sistema ABO do
doador e do receptor para evitar a rapida destruicdo por anticorpos de
glébulos vermelhos incompativeis do receptor em relacédo ao 6rgédo doador.
Apesar desta resposta ser facilmente evitada, quando um 6rgéo repleto de
células nucleadas é transplantado, as respostas das células T as moléculas
MHC altamente polimérficas quase sempre desencadeiam uma resposta
imune contra o enxerto levando a rejeicdo ao transplante (JANEWAY et al.,
2001).

Durante a rejeicdo ao aloenxerto, dois mecanismos imunoldgicos
principais ocorrem: a resposta inata inespecifica predominante na fase inicial
da resposta imune e a resposta adaptativa especifica resultante do
reconhecimento de aloantigenos do doador pelas células T do receptor
(MOREAU et al., 2013). A apresentacdo de antigenos do doador ativa a
resposta imune no enxerto, favorece o desenvolvimento de fibrose e altera o
perfil de citocinas (AMANO; CAMARA, 2013).

2.1.4 Rejeicao ao transplante

O numero de néfrons do rim doador é reduzido apds o transplante
renal como consequéncia da prépria cirurgia, dos métodos de preservacéo,
da rejeicdo aguda, da isquemia e de outros estressores. Seis meses apos 0
transplante, o numero de néfrons, geralmente, fica estavel, o que resulta em
aloenxerto com fungdo normal. Entretanto, para um numero significativo de
enxertos, a lesdo do rim € continua com constante perda de néfrons. Como
confirmado por bidpsia, néfrons danificados ndo podem ser substituidos e isto
leva a uma lesdo cumulativa e progressiva (HALLORAN et al., 2004b;
NANKIVELL et al., 2003).

As perdas precoces de enxerto incluem a rejeicdo aguda e trombose
vascular. Ja as perdas tardias de enxerto s&o geralmente o resultado de uma
combinagdo de doenga pré-existente do doador, resposta imunoldgica ao
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enxerto e recorréncia da propria doenca do receptor, como a nefropatia por
IgA (WATSON; DARK, 2012).

Como ja mencionado, o transplante renal é um procedimento capaz de
induzir a resposta imune do receptor contra aloantigenos do enxerto do
doador. Nesse processo, ha a liberagdo de quimiocinas, aumento da
expressdo de moléculas de adesdo e citocinas pro-inflamatorias,
intensificando a resposta imune e aumentando a infiltragdo celular no
enxerto. Como consequéncia disso, ha um aumento no risco de rejei¢cao (KIM
et al., 2008).

Em geral, existem trés tipos de rejeicdo ao enxerto: rejeicao
hiperaguda, rejeicdo aguda e rejeicdo crénica (CHONG; ALEGRE, 2012).
Estas s&o categorizadas com base na velocidade com que ocorrem e
constituem as principais barreiras do total sucesso de um transplante. A
prevengdo, o diagnostico e o tratamento da rejeicdo aguda assumem
importancia primordial no acompanhamento do transplantado renal, ja que
sua resolugdo incompleta pode predispor a rejeigao cronica (MOTA et al.,
20009).

2.1.4.1 Rejeigao Hiperaguda

A rejeicao hiperaguda geralmente ocorre nas primeiras 24 horas apos
o transplante, caracterizando rejeigdo imediata do sistema imune do receptor
em relagdo ao rim recém transplantado. Esta rejeicdo € causada por
anticorpos preexistentes no receptor que sao dirigidos contra antigenos ABO
e/ou HLA do doador. Estes anticorpos podem ser gerados em consequéncia
de transplantes ou transfusbes de sangue anteriores, infecgdes ou
gravidez (NANKIVELL; ALEXANDER, 2010; WOOD; SHANKAR; MITTAL,
2013). A ativacéo do sistema do complemento pelos anticorpos citotoxicos é
seguida da ativacdo e deposicdo de plaquetas com a diminui¢do do fluxo
sanguineo e necrose endotelial. Com isso, o enxerto ndo sera vascularizado
e deve ser removido imediatamente (COLVIN, 2007).

Mesmo entre os receptores de alto risco imunolégico, a rejeicao
hiperaguda, atualmente, é quase inexistente em consequéncia da prova de

compatibilidade ABO entre o sangue do doador e do receptor e do uso
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generalizado de técnicas pré-transplante, como a imunofenotipagem e a
prova cruzada entre doador e receptor ou cross-match (MONTGOMERY et
al., 2009; RIELLA et al., 2014).

2.1.4.2 Rejeicdo Aguda

A rejeicdo aguda (RA) € uma resposta imune ao aloenxerto cujo inicio
varia de uma semana a varios meses apos o transplante, sendo amplamente
atribuida a incompatibilidade HLA. A RA pode ser diagnosticada por bidpsia
de enxerto por meio da analise histologica e tem como base um sistema de
classificagao internacional, a classificagdo de Banff (MENGEL et al., 2012;
SOLEZ et al., 2008). A deterioracdo aguda da fungdo do enxerto associada
as alteragdes histopatologicas caracterizam a RA de enxerto renal (SOLEZ et
al., 2008).

As interagbes complexas entre o dano renal e a ativagdo subsequente
da inflamagdo e da coagulagdo podem levar ao desenvolvimento da RA
(SINGBARTL; KELLUM, 2012).

A RA consiste em um processo inflamatério complexo e € o resultado
de dois mecanismos imunoldgicos que podem agir sozinhos ou em conjunto:
um processo dependente de células T que corresponde a rejeigao celular
aguda e um processo dependente de células B, que equivale a rejeigédo
humoral aguda (PORT et al., 2004).

Durante o processo de rejeigao celular aguda, as células T efetoras
migram para o enxerto onde ativam mondcitos e granuldcitos. As células T e
os macréfagos invadem os tubulos e ficam entre as células epiteliais
tubulares dentro da membrana basal, processo denominado tubulite e
caracterizado por lesao intersticial dos tubulos. A infiltracdo de células T e
monacitos (infiltrado mononuclear intersticial) e a tubulite sdo as principais
caracteristicas da rejeicdo aguda. Estas caracteristicas constituem a rejeigédo
celular tubulointersticial (KATSUMA et al., 2017). A arterite intimal e
transmural e a necrose fibrindide e/ou necrose de musculo liso também sao
caracteristicas que definem o grau de RA, segundo a classificagdo de Banff
(HAAS et al., 2018).
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Os granuldcitos também participam deste processo ao impulsionar e
manter a resposta imune adaptativa, além de contribuir para a formacao de
lesdes no enxerto de forma direta ou através da producédo de quimiocinas e
citocinas pré-inflamatérias. Adicionalmente, as células NK, células envolvidas
na imunidade inata, se tornam ativas no contexto pré-inflamatério e sao
capazes de eliminar as células alvo (PRATSCHKE; STAUCH; KOTSCH,
20009).

Ja na rejeicdo aguda mediada por anticorpos, ha ativagdo da via
classica do sistema do complemento pelas imunoglobulinas (IgM e 1gG) que
se ligam ao HLA ou antigenos do sangue, incluindo antigenos n&o-HLA
expressos no endotélio, e atraem neutréfilos que levam a formagédo do
complexo de ataque as membranas. Este processo faz com que haja um
recrutamento de outros leucdcitos e facilita a citotoxicidade mediada por
células NK ou citotoxicidade mediada por mondcitos/macrofagos, levando ao
dano endotelial, aumento da coagulagdo e perda da integridade vascular
(SEMENTILLI et al., 2008; SIS; HALLORAN, 2010).

O diagnostico mais atual de RA é baseado em parametros da fungéo
renal, e as diretrizes KDIGO (Kidney Disease: Improving Global Outcomes)
de 2012 preconizaram que esta rejeigdo pode ser definida:

- Pelo aumento da creatinina sérica em pelo menos 1,5 vezes

da creatinina basal; ou

- Pelo aumento da creatinina sérica em pelo menos 0,3 mg/dL

em 48 horas; ou

- Volume de urina <0,5 mL/Kg/h durante 6 horas (RODRIGUES

et al., 2013).

As manifestagdes da RA incluem lesbes renais clinicas assintomaticas,
porém com prognostico relevante. Estas lesées podem contribuir para graves
complicagdes, como mudangas nos equilibrios hidroeletrolitico e acidobasico.
Além disso, a RA é um fator de risco independente para o desenvolvimento
da DRC (COCA; SINGANAMALA; PARIKH, 2012; TSAI et al., 2014).

A incidéncia da RA foi significativamente reduzida com a introducéo de
novas terapias imunossupressoras, como inibidores da calcineurina, drogas
anti-proliferativas, corticoides e agentes depletores de linfocitos. Com o
aumento da sobrevida do enxerto, a rejeicdo cronica ganhou destaque ao se
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tornar o principal desafio para o sucesso do transplante (SELLARES et al.,
2012).

2.1.4.3 Rejeigcéo Crobnica

A rejeicdo crbénica (RC) €& a principal causa de perda tardia do
transplante renal e é caracterizada por alteragées humorais e celulares com
diminui¢ao progressiva da fungéo renal (SOLEZ et al., 2008).

Clinicamente, ha aumento progressivo da concentragao de creatinina
sérica e proteinuria, avangando gradualmente para a DRC. Mudangas
estruturais do endotélio e da membrana basal capilar geralmente precedem
as manifestagbes clinicas, como a proteindria e o aumento da creatinina
sérica (BECKER; MORATH; SUESAL, 2016). Geralmente, ndo se detecta a
disfungéo renal até que os niveis de creatinina estejam consideravelmente
aumentados, o que impossibilita a detecgdo precoce desta rejeicao (JUNG;
LEE; KWON, 2012).

A RC pode ocorrer por mecanismos humorais, celulares ou por ambos
(CORNELL; SMITH; COLVIN, 2008). Alem de fatores imunologicos, os
fatores ndo imunologicos, como infecgdo por citomegalovirus (CMV), lesao
de isquemia-reperfusao e toxicidade por inibidores de calcineurina, também
contribuem para o desenvolvimento desta rejeicdo (WOMER; VELLA;
SAYEGH, 2000).

A incompatibilidade de antigenos HLA entre o doador e o receptor € o
principal fator imunolégico envolvido na RC (HERNANDEZ-FUENTES;
LECHLER, 2005). A estimulagao das respostas de células B e T de memoria
por eventos inflamatoérios pode levar a formacédo de novos anticorpos contra
antigenos HLA e, menos frequentemente, ndo-HLA apds o transplante renal.
Estes anticorpos se ligam as estruturas antigénicas, resultando em rejeicao
cronica mediada por anticorpos (BECKER; MORATH; SUESAL, 2016;
FARKASH; COLVIN, 2012).

A rejeicao cronica mediada por anticorpos € a principal forma de RC e
causa lesdo direta no enxerto pela acdo de anticorpos e/ou lesdo mediada
pela ativacdo do sistema do complemento e/ou lesdo por meio do
recrutamento de células inflamatérias. A positividade para C4d € considerada
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um dos indicadores da interagao entre anticorpos e endotélio. Porém, ndo é
mais um preé-requisito para o diagnéstico deste tipo de rejeicdo (HAAS et al.,
2014).

Atualmente, a rejeicdo cronica mediada por anticorpos é definida por
dano tecidual crénico, como glomerulopatia de transplante e fibrose de intima
arterial, e interacdo de anticorpos com o endotélio vascular com evidéncias
sorolégicas de anticorpos especificos de doadores (DSA para HLA ou outros
antigenos). A coloracédo de C4d ou a detecgdo por biopsia de transcritos
génicos especificos de rejeicdo mediada por anticorpos pode substituir a
evidéncia sorologica, apesar do teste sorolégico ser altamente recomendado,
mesmo se os demais critérios ja forem atendidos (HAAS et al., 2018).

A rejeicédo cronica mediada por células T também assume importancia
no insucesso do transplante renal. E caracterizada por inflamagéo intersticial
com tubulite grave ou moderada. No grau mais avangado da rejeigao crbnica
mediada por células T, a arteriopatia do aloenxerto crénico, ou seja, a fibrose
da intima arterial com infiltragdo de células inflamatorias mononucleares e a
formacgao da neointima, € diagnosticada (HAAS et al., 2018).

O prognéstico e o diagnostico da RC sao feitos pela analise de bidpsia
do enxerto juntamente com avaliagbes oOrgao-especifico da fungédo renal
(HALLORAN et al, 2013; LI et al, 2013). No entanto, € sabido que as
técnicas atuais de bidpsia, os exames clinicos da fungdo renal e as
ferramentas de imagem nao sédo capazes de prever o futuro desenvolvimento
da rejeicdo crbnica. Somente a descoberta de novos biomarcadores poderia
predizer o desenvolvimento da rejeicdo antes que ela seja estabelecida
(BRUNEAU et al., 2016).

No contexto das rejeicbes ao enxerto, a classificagdo de Banff se
tornou uma ferramenta fundamental quanto a atualizacdo e a padronizacao

diagndstica no transplante renal.

2.1.4.4 Classificacdo de Banff

A Classificacdo de Banff foi criada em 1991 em uma reunido realizada
no municipio de Banff (Canada). Desde entdo, a reunido de Banff é realizada
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a cada dois anos para atualizar e revisar os critérios de rejeicdo no
transplante (JAIN, 2010).

Esta classificacdo envolve a padronizagao e a incorporacéo de fatores
imuno-histoquimicos, histoldégicos e sorolégicos com o intuito de melhorar a
sensibilidade diagnostica da rejeicdo e fornecer dados sobre a sobrevida dos
orgaos transplantados (GARCES et al., 2017).

O grupo antes impulsionado, especialmente, pela area histologica,
evoluiu para uma abordagem multidisciplinar e mais abrangente ao incluir as
areas de imunologia, genética e clinica com o objetivo de aperfeigoar e
estabelecer melhor os padrdes diagnosticos no transplante. Além disso, tem
o objetivo de acelerar o desenvolvimento de novos imunossupressores ao
definir parametros e abordagens para testes clinicos em colaboragdo com
agéncias e sociedades internacionais (O’'CONNELL et al., 2017; STEGALL et
al., 2016).

Com base nas reunides de Banff, criou-se um padrao internacional
para a avaliagado de bidpsias, o que permitiu a classificagdo da patologia do
aloenxerto renal. Esta classificagdo distingue o diagndstico e o tipo de
rejeicdo ao fornecer critérios histolégicos e imunologicos especificos para
rejeicdes mediadas por anticorpos e células, além de fornecer orientagcéo
quanto a terapia utilizada em pacientes transplantados (JAIN, 2010).

A classificacdo de Banff causou um impacto universal na pratica clinica
e na pesquisa, além de beneficiar ensaios de novos farmacos ao estabelecer
um padrdo para o diagnéstico comprovado por biopsia. No entanto, esta
classificagcado apresenta limitagdes como a falta de validagdo independente,
ou seja, a auséncia de um padrao externo para testar a classificagéo.
Ademais, esta classificacdo € quase exclusivamente dependente de
histopatologia que, por sua vez, tem limitagdes inerentes a reprodutibilidade
intra e interobservador, particularmente, na situagdo que exige precisao, a
qual ha interface entre bordeline e rejeicdo (MENGEL; SIS; HALLORAN,
2007).

O Quadro 3 mostra a classificagdo quanto as categorias diagndsticas
de Banff e suas respectivas descricdes de acordo com a XIV Conferéncia de
Banff realizada em 2017 na Espanha.
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Quadro 3 - Critérios resumidos para a classificacdo das categorias Banff

Categoria Descricao
1. Normal Bidpsia normal ou alteragdes inespecificas
2. Alteragoes Evidéncia histolégica de injuria tecidual aguda ou crénica, evidéncia atual
mediadas por de interagdo de anticorpos com o endotélio vascular, evidéncia sorolégica
anticorpos de anticorpos especificos do doador (DSA para HLA ou outros antigenos)

Focos de tubulite com menor inflamagéo intersticial ou inflamagéo
intersticial moderada/grave com tubulite leve. A arterite intimal e arterite
transmural ndo estido presentes

3. Alteragoes
Borderline

Para RA: Inflamacéo intersticial com tubulite moderada ou severa; arterite

intimal leve a moderada ou grave com ou sem inflamacéo intersticial e/ou
4. Rejeicdo mediada tubulite; arterite transmural e/ou necrose fibrinéide arterial ou necrose do
por células T musculo liso. Para RC: inflamacéo intersticial com tubulite moderada ou

grave. Arteriopatia do aloenxerto crénico no grau mais avangado da RC

RA: rejeicao aguda; RC: rejeicao cronica;
Fonte: HAAS et al., 2018 (modificado).

2.2 CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS E REGULADORAS NO
TRANSPLANTE RENAL

As citocinas sdo proteinas ou glicoproteinas soluveis consideradas
mediadores chave da resposta imune. Estas proteinas se ligam aos seus
receptores especificos e modulam diversos processos bioldgicos importantes
como a diferenciacado e a proliferacéo celular, o reparo tecidual e o processo
inflamatério (ELNOKEETY; SHAKER; FAYED, 2017; KAMOUN, 2001; KEEN,
2002). As citocinas desempenham papéis essenciais na manutengao da
homeostase tecidual e na defesa do hospedeiro. Entretanto, a producao
excessiva ou anormal de determinadas citocinas interrompe estas fungdes,
causando lesao tecidual e inflamagdo (MCINNES; SCHETT, 2007).

No transplante renal, o trauma cirurgico e o dano decorrente da
isquemia/reperfusdo (I/R) induzem a liberag&o de citocinas e quimiocinas que
participam ativamente da resposta imunoldgica recrutando e direcionando
células T do hospedeiro para o enxerto (EL-SAWY; FAHMY; FAIRCHILD,
2002). O desfecho do transplante renal tem ampla participagao de citocinas e
depende das respostas imunes do tipo Th1 que esta associada a rejei¢ao ao
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transplante e do tipo Th2, associada a tolerancia imunologica e a sobrevida
estavel do enxerto (AMIRZARGAR et al., 2005).

Dessa forma, a tolerancia e a rejeicdo ao enxerto sdo consequéncias
do balango entre os mecanismos efetores e regulatérios controlados por
mediadores chave, principalmente citocinas pro-inflamatorias e reguladoras.
O equilibrio entre essas citocinas €, portanto, fundamental para o sucesso ou
a falha do transplante renal, principalmente no pds-transplante recente
(ASHOOR; NAJAFIAN, 2012; KARCZEWSKI et al., 2009; MANZANO et al.,
2005; PEREIRA et al., 2009).

2.2.1 Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a)

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) € uma citocina produzida por
células imunes, como mondcitos, macrofagos, células dendriticas e linfocitos
T (AL-LAMKI; MAYADAS, 2015). Esta citocina se liga a dois receptores de
superficie, TNFR1 e TNFR2, ativando vias de sinalizagdo relacionadas a
inducdo da inflamacdo com producdo de citocinas pro-inflamatorias, a
proliferacdo e a apoptose celular, participando da modulagdo da resposta
imune (AL-LAMKI; MAYADAS, 2015; PALLADINO et al., 2003).

O TNF-a é considerado um “regulador mestre” da cascata de citocinas
por seu papel central na regulacdo de mediadores pré e anti-inflamatoérios.
Porém, seu papel pré-inflamatério parece ser mais elucidado, ja que participa
das respostas inflamatorias com ativagao e recrutamento local de leucocitos
através da amplificacdo de quimiocinas e outras citocinas pré-inflamatérias.
Além disso, altos niveis de TNF-a contribuem para a disfuncdo endotelial e a
resisténcia a insulina (FIERS, 1991; STENVINKEL et al., 2005).

O receptor TNFR1 pode ser encontrado no endotélio glomerular
normal, diferentemente do TNF-a e do receptor TNFR2 que, geralmente, n&o
estdo presentes nos rins de individuos saudaveis (BRADLEY; THIRU;
POBER, 1995; SPEECKAERT et al., 2012). Durante o processo inflamatorio,
o TNF-a e seus receptores passam a ser expressos em células glomerulares
e tubulares (BAUD; ARDAILLOU, 1995). Em pacientes transplantados renais,
o TNF-a promove a ativacédo de células T e sua alta producéo foi associada
ao risco elevado de rejeicado e a pior fungdo do enxerto (HOFFMANN et al.,
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2009). Adicionalmente, o TNF-a foi considerado um fator importante
envolvido na patogénese da lesdo renal apds I/R. Evidéncias comprovaram
que o bloqueio desta citocina atenuou a apoptose tubular e a atrofia renal no
pos transplante (ADACHI et al., 2014).

2.2.2 Interferon-gama (IFN-y)

O interferon-gama (IFN-y) € uma citocina produzida, principalmente,
por células NK e linfécitos T ativados. Foi primariamente descrito como um
agente antiviral. Posteriormente, foi reconhecido como um dos mais
importantes reguladores da inflamagdo e da imunidade inata e adaptativa.
Representa o unico membro dos IFNs tipo Il, ao contrario dos IFN tipo | que
incluem varios tipos, como IFN-a, IFN-B, IFN-w (EBERL et al, 2015;
FRUCHT et al., 2001; SCHRODER et al., 2004).

Desempenha um papel central nas respostas imunes do tipo Th1. Tem
atividade comumente associada a efeitos pro-inflamatorios e
imunoestimulatérios, como a ativacdo de macréfagos, embora também
possua propriedades anti-inflamatorias, como a supressdo da ativagdo de
células T (EVARISTO; ALEGRE, 2013; SHACHAR; KARIN, 2013;
VOLTARELLI et al., 2009). Assim, o IFN-y pode desencadear respostas
inflamatorias em certas circunstancias fisiologicas e controlar as respostas
imunes em outras condi¢gées (WOOD; SAWITZKI, 2006).

Além disso, o IFN-y possui papel fundamental na imunidade contra
bactérias intracelulares, sendo utilizado terapeuticamente em pacientes com
infeccbes ativas (FLYNN et al., 1993; VOLTARELLI et al., 2009), pode
exercer efeitos antitumorais diretamente nas células cancerigenas e participa
da modulagao da resposta imune no cancer (DUNN; KOEBEL; SCHREIBER,
2006).

No transplante, o controle da producdo de IFN-y pode ser alcancado
com a otimizagdo da imunossupressao, sendo a produ¢do nao controlada
desta citocina ligada a progressdo acelerada da disfungdo do enxerto renal
(SHIU et al., 2017). Em receptores do transplante renal (RTR), o aumento da
producdo de IFN-y, a pior fungdo do enxerto no primeiro ano e o alto risco de
RA foram relacionados (KIM et al., 2007; NICKEL et al., 2004). No entanto,
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atualmente, tem sido demonstrada a associagao direta e indireta do IFN-y na
inducdo da tolerancia imunolégica in vitro e in vivo (ROZMAN; SVAJGER,
2018).

2.2.3 Interleucina 6 (IL-6)

Estimulos inflamatérios induzem a expressao de Interleucina-6 (IL-6)
que, por sua vez, integra uma rede de citocinas que controla a imunidade
inata e adaptativa (JONES, 2005; KISHIMOTO, 2010). A IL-6 é uma citocina
pré-inflamatéria  sintetizada por células fagocitarias mononucleares
(macrofagos e mondcitos) e outros tipos celulares, como fibroblastos e
células endoteliais (VOLTARELLI et al., 2009).

E capaz de induzir a producdo de proteinas de fase aguda, a
proliferacdo e a ativagcdo de células T, a diferenciacdo de células B e a
producdo de imunoglobulinas (AKDIS et al., 2011), além de estar envolvida
na disfungdo endotelial e na fibrogénese (FIELDING et al., 2014;
WASSMANN et al., 2004).

A IL-6 exerce agao relevante tanto na inflamagéao local, onde causa o
recrutamento de leucécitos ao estimular a producdo de interleucina-8 por
células endoteliais, quimiocinas e moléculas de adesdo, quanto na
inflamacgéo sistémica, ao promover a ativagdo da resposta de fase aguda
(GABEY, 2006; MCINNES; SCHETT, 2007). Além disso, a IL-6 possui fungéo
anti-inflamatdéria diminuindo a produgao das citocinas pré-inflamatérias, IL-1 e
TNF-a, ao estimular seus antagonistas especificos (XING et al., 1998).

No que diz respeito ao transplante renal, uma comparagcdo entre
receptores estaveis e individuos saudaveis revelou niveis séricos de IL-6
semelhantes em ambos os grupos. Por outro lado, foi constatado um
aumento significativo de IL-6 circulante em pacientes que apresentavam
rejeicao ao enxerto (SONKAR et al., 2013). Além disso, foi comprovado que a
IL-6 favorece o desenvolvimento de células T CD4+ produtoras de IL-17 ao
inibir a diferenciacdo das células T CD4+ naives em células reguladoras
(Tregs) por Fator de Crescimento Transformador Beta (TGF-38) (FIELDING et
al., 2014; WASSMANN et al., 2004). Dessa forma, a IL-6 juntamente com o
TGF-B integram o balango entre as respostas efetoras pro-inflamatérias e a
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inducéo da tolerancia ao enxerto participando dos mecanismos envolvidos na
rejeicao ao transplante (BETTELLI et al., 2006; CHEN et al., 2009). Enquanto
as Tregs estado diretamente ligadas a tolerancia ao enxerto, elevados niveis
de IL-17 foram encontrados na rejeicdo aguda em modelos experimentais e
em RTR (HSIEH et al., 2001; LOONG et al., 2002).

2.2.4 Fator de Crescimento Transformador Beta 1 (TGF-$1)

O TGF-B consiste em um grupo de trés isoformas, TGF-B1, TGF-B2 e
TGF-B3, produzido pela maioria das células. A ativagdo de receptores de
TGF-B induz sinais intracelulares que participam de processos fisiologicos e
patolégicos (SCHNAPER et al.,, 2009). O TGF-B participa de mecanismos
opostos ao estimular a proliferacdo e diferenciacdo celular, assim como a
indugcdo de apoptose e antiproliferagdo celular, sugerindo um papel chave
desta citocina, particularmente do TGF-f1, na homeostase tecidual
(DENNLER; GOUMANS; TEN DIJKE, 2002; SIEGEL; MASSAGUE, 2003).

Durante a lesédo renal, o TGF-B1, a citocina mais abundante em
mamiferos, antagoniza a acdo de citocinas proé-inflamatérias sendo
considerada anti-inflamatéria. Porém, também possui propriedades pro-
inflamatdrias funcionando como um quimioatrativo de leucécitos. Além disso,
desempenha um papel importante como agente fibrogénico ao participar da
formacgao de miofibroblastos através da ativagao de fibroblastos (KITAMURA,;
SUTO, 1997; ZAVADIL; BOTTINGER 2005; ZEISBERG et al., 2008). Assim,
apesar de seu papel renoprotetor no controle da inflamacgao, pode, também,
promover a fibrose (LOPEZ-NOVOA; NIETO, 2009).

O TGF-B estimula as células renais a produzirem proteinas da matriz
extracelular o que leva ao espessamento da membrana basal e ao
desenvolvimento de glomeruloesclerose. Também pode causar alteragdes
fisiopatoldgicas em células renais, provocando sua apoptose, hipertrofia e/ou
proliferacdo, além de provocar anormalidades nos poddcitos. Isso pode levar
a perda de capilares glomerulares e intersticiais e a redugao da filtragdo
glomerular com disfuncdo renal evidente (KITAMURA; SUTO, 1997; LEE,
2012; LOPEZ-HERNANDEZ; LOPEZ-NOVOA, 2012).
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O TGF-B foi relacionado a progressao da DRC a nivel glomerular e
tubulointersticial (LOPEZ-NOVOA et al., 2011; SCHNAPER et al., 2009) ao
contribuir para alteragbes na barreira de filtracdo glomerular e para a
degeneragéo dos tubulos levando a leséo renal (LOEFFLER; WOLF, 2014).
Além disso, o TGF-B foi reconhecido como o principal impulsionador da
fibrogénese renal, processo que envolve a infiltracdo de células inflamatorias,
a apoptose e lesdo de células tubulares, a deposicdo de matriz extracelular e
a ativacao de fibroblastos. Este processo causa comprometimento da funcao
renal e, eventualmente, alteragbes renais crénicas no transplante. Em
concordancia, evidéncias constataram uma expressdo aumentada de TGF-31
na rejeicdo crénica do aloenxerto renal (HIGGINS et al., 2018; PARK et al.,
2004; PRIBYLOVA-HRIBOVA et al., 2006). Em estudos clinicos, uma
possivel associagdo entre a regulagao positiva da expresséo e sinalizagao de
TGF-B1 e piores desfechos no transplante renal também foi encontrada
(EINECKE et al., 2010; PRIBYLOVA-HRIBOVA et al., 2006).

2.2.5 Interleucina 10 (IL-10)

A interleucina 10 (IL-10) € uma citocina anti-inflamatoria que promove
a supressao da resposta imune do tipo Th1, inibindo a ativacdo de APCs,
como macrofagos e ceélulas dendriticas. Esta citocina é produzida por uma
variedade de tipos celulares, como células T reguladoras, macrofagos,
células B, células NK e células dendriticas. Nos rins, é secretada
principalmente por células endoteliais e mesangiais (SABAT et al., 2010;
SINUANI et al., 2013).

Regula negativamente os genes pro-inflamatérios, como os que
codificam IL-1, IL-6 e TNF-a, diminuindo a secregcdo de citocinas pro-
inflamatdrias. Atua na resposta do tipo Th2 induzindo a diferenciacéo e
proliferacdo de células B com consequente producdo de anticorpos
(BRUNET, 2012). Além disso, possui propriedades imunomoduladoras claras
conferindo protecdo a varios agentes patogénicos bacterianos, virais,
fungicos e parasitarios (COUPER; BLOUNT; RILEY, 2008; SARAIVA,
O’'GARRA, 2010).
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Esta citocina regula negativamente a expressdo do complexo principal
de histocompatibilidade (MHC) de classe Il e as moléculas co-estimuladoras
B7-1/B7-2 que participam do processo de ativagao de linfocitos T. Participa
do processo de diferenciagdo de células NK, mastdcitos, células B, células
endoteliais e mesangiais, queratinécitos e células T citotoxicas e auxiliares
(DE WAAL MALEFYT et al., 1991; DING et al., 1993; SINUANI et al., 2013).

No transplante, a IL-10 possui impacto contrastante por ter efeito tanto
estimulador do sistema imune, aumentando a producédo de anticorpos contra
o0 enxerto, como supressor da resposta imune mediada por célula T com
inibicdo de citocinas pro-inflamatérias (HUESO et al., 2010; RONCAROLO et
al., 2006; ROUSSET et al., 1992). Nesse contexto, a IL-10 parece ter um
efeito protetor mais evidente, ja que foi demonstrado que a regulagéo positiva
do gene da IL-10 pode prolongar a sobrevida do aloenxerto e melhorar a
funcado renal (CHEN et al., 2007). Ademais, a resposta imune aguda durante
a rejeicao do enxerto foi associada ao acumulo de IL-10 e a superexpressao
de citocinas pro-inflamatorias do tipo Th1. Nesse caso, sugeriu-se que o
aumento nos niveis de IL-10 serviu para limitar e regular as respostas
inflamatorias (EDEMIR et al., 2008). Em receptores do transplante renal, a
producao de IL-10 parece ser induzida, em menor extensédo, por uma reagao
imune nao controlada completamente e, em maior proporgdo, por um
processo de rejeicdo ativa (ELNOKEETY; SHAKER; FAYED, 2017).

2.3 POLIMORFISMOS EM GENES DE CITOCINAS E SUA INFLUENCIA NO
PROGNOSTICO DO TRANSPLANTE RENAL

As citocinas sao frequentemente codificadas por genes com alto grau
de variabilidade que modulam o nivel de sua produgédo (BIDWELL et al.,
2001; HOPKINS, 2003), podendo influenciar a heterogeneidade das
respostas imunes (MARSHALL; WELSH, 2001).

A produgcdo de citocinas pro-inflamatérias e reguladoras pode,
portanto, ser determinada por diferengas genéticas interindividuais e estas
podem alterar o microambiente do enxerto e influenciar o resultado do
transplante renal ao desencadear diferentes respostas, sejam elas pro-
inflamatorias ou anti-inflamatorias (KOCIERZ et al., 2009). Nesse sentido, a
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importancia do conhecimento dos polimorfismos em genes de citocinas no
transplante de orgéos é notéria (KARIMI et al., 2012).

O gene da citocina TNF-a esta localizado no cromossomo 6p21.3
(MELK et al., 2003). O polimorfismo de base unica (single nucleotide
polymorphism — SNP) —308G>A da regidao promotora do TNF-a (rs1800629)
resulta em genotipos que modulam a sua expressédo (HOFFMANN et al.,
2009). A producdo elevada de TNF-a e o aumento de sua atividade
transcricional estao relacionados a presencga do alelo A (WILSON et al., 1992;
TURNER et al., 1995; WILSON et al., 1997).

Os achados sobre a associagédo entre TNF-a e a rejeicdo ao enxerto
ainda sao inconsistentes. Alguns estudos encontraram um maior risco de
rejeicdo em RTR carreadores do alelo A (GRINYO et al, 2008;
MANCHANDA; MITTAL et al., 2008; SANCHEZ-FRUCTUOSO et al., 2016),
enquanto outros autores ndo sustentaram tal associagdo (AZARPIRA et al.,
2009; DHAOUADI et al., 2013). Em uma meta-analise, os autores concluiram
que o risco aumentado de desenvolver RA do enxerto estava associado aos
genotipos alto produtores de TNF-a (HU et al., 2011). No entanto, um
acompanhamento de pacientes durante 5 anos indicou que os RTR com
baixo perfil de expressédo de TNF-a (-308GG) tiveram um declinio mais rapido
do ritmo de filtracdo glomerular estimado (eRFG) em relagdo aqueles com
alto perfil de expresséo desta citocina (-308GA e -308AA) (KOCIERZ et al.,
2011).

O gene da citocina IFN-y esta localizado no cromossomo 12g24.1 e o
SNP +874T>A (rs2430561) esta associado aos niveis de produgdo desta
citocina (BARNES et al., 1997; PRAVICA et al., 1999). O alelo T foi associado
a uma maior producao de IFN-y (PRAVICA et al., 2000).

Um estudo mostrou a correlagéo entre o genaétipo alto produtor de IFN-
y € a RA em pacientes transplantados renais (KARIMI et al., 2012). O
genotipo de baixa produgao do IFN-y n&o foi detectado em pacientes com RA
e foi considerado preventivo na progressdo da doenga renal em estagio
terminal, sendo apontado como um genétipo renoprotetor (TRIPATHI et al.,
2010; ZIBAR et al., 2011). Entretanto, outros estudos ndo encontraram
associacdo entre esses polimorfismos e o desfecho do transplante renal
(AZARPIRA et al., 2009; SINGH et al., 2009).
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O gene humano da citocina IL-6 se encontra no cromossomo 7p15.3.
O polimorfismo na posicdo —174G>C (rs1800795) esta localizado na regido
promotora do gene da IL-6 e afeta a transcricdo do gene. O alelo C esta
associado a um menor nivel plasmatico e uma menor expressdo de IL-6
(FISHMAN et al., 1998; JIA et al., 2015).

Os gendtipos de maior produgdo de IL-6 (-174GG e -174GC) foram
associados ao maior risco de perda do enxerto e declinio mais acentuado do
eRFG em relagdo ao gendtipo de menor producdo desta citocina (-174CC)
(KOCIERZ et al., 2011). Karimi e colaboradores (2012) constataram que o
genotipo GG e o alelo G (polimorfismo -174G>C no gene da IL-6) s&o
considerados fatores de risco de rejeigao ao enxerto. Em outras analises, a
associacao entre este polimorfismo e a ocorréncia de RA, DRC ou sobrevida
do enxerto em RTR néo foi relatada (ALAKULPPI et al., 2004; DHAOUADI et
al., 2013; LOUCAIDOU et al., 2005).

O gene da citocina TGF-B1 esta localizado no cromossomo 19gq13.2 e
a presengca de SNPs influencia sua regulagdo e expressdo (SHAH et al.,
2006). Dois dentre estes SNPs tém sido foco de extensas pesquisas. Séo
eles: os polimorfismos +10T>C (rs1800470, Leu10Pro ou T29C) e +25G>C
(rs1800471, Arg25Pro ou G74C) (GE et al.,, 2014). Em conjunto, os dois
SNPs resultam em nove possiveis haplotipos que s&o categorizados em trés
grupos em relagdo ao nivel de produgédo in vitro: baixo produtor (C/C G/C,
C/C C/C, TIT C/C e T/C C/C); produtor intermediario (T/C G/C, T/T G/C e C/C
G/G); e alto produtor (T/T G/G e T/C G/G) (AWAD et al., 1998; PERREY et
al., 1998).

A superexpressao de TGF-B1 foi correlacionada ao declinio da fungéao
renal (CUHACI et al., 1999) e, em alguns estudos, os gendtipos alto
produtores de TGF-B1 foram associados a rejeicdo aguda e/ou crdnica no
transplante renal (ALAKULPPI et al., 2004; CHOW et al., 2005; NIKOLOVA et
al.,, 2008). Outros estudos, no entanto, ndo relataram tal associagdo
(LIGEIRO et al., 2004; TAJIK et al., 2006). Uma meta-analise sugeriu que os
receptores de transplante de 6rgdos que possuiam haploétipos considerados
alto produtores de TGF-B1 poderiam ter uma susceptibilidade genética para
RA. Além disso, os autores enfatizaram que o monitoramento genético de
TGF-B1 poderia, de alguma forma, controlar a rejeicdo cronica, ja que esta
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citocina desencadeia a fibrogénese associada a esta rejeicao (GE et al.,
2014).

A citocina IL-10 é codificada pelo gene [L-10 localizado no
cromossomo 1g32.1 (KARIMI; EBADI; POURFATHOLLAH, 2013). O
promotor deste gene é altamente polimérfico e contém trés polimorfismos
bialélicos localizados nas posigbes -1082G>A (rs1800896), -819C>T
(rs1800871) e -592C>A (rs1800872). Estes polimorfismos influenciam a
capacidade das células em produzir IL-10, alterando seus niveis (LIU et al.,
2012; TURNER et al., 1997).

Alguns autores relataram que os polimorfismos no gene da IL-10
poderiam afetar o risco de rejeicdo do rim transplantado (HUTCHINGS et al.,
2002; SANKARAN et al., 1999). No entanto, outros estudos ndo encontraram
associagao entre os gendtipos relacionados a produgéo de IL-10, a incidéncia
de rejeicdo e a sobrevida do enxerto em pacientes transplantados renais
(CHEN et al., 2014; RASHAD et al., 2016; XIONG et al., 2015).

Assim, estudos relacionando os polimorfismos em genes de citocinas
e a rejeicdo em RTR ainda sdo escassos e contraditérios, necessitando de
mais estudos em populacdes diversas para validar os resultados. Cumpre
ressaltar que existem poucos estudos investigando a frequéncia destes SNPs
em RTR brasileiros (COELHO et al., 2011; PLOTHOW et al., 2003; RAMPIM,
2003).
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3 JUSTIFICATIVA

A rejeicdo ao enxerto renal ainda constitui 0 maior desafio para o
sucesso do transplante. Os marcadores utilizados rotineiramente na clinica,
como a creatinina sérica e a proteinuria, muitas vezes falham em detectar
precocemente a rejeicao antes da lesao irreversivel do 6rgao. Além disso,
apesar da biopsia ser considerada o padrao de referéncia para o diagnostico
de rejeicdo, esse método constitui um procedimento invasivo que traz certos
riscos ao paciente. Assim, novos biomarcadores de diagnostico e
monitoramento precisam ser explorados no transplante.

As citocinas se encaixam muito bem neste contexto por regularem a
resposta imune e por, possivelmente, influenciarem de forma direta o curso
do transplante renal. Acredita-se que os polimorfismos em genes de citocinas
possam esclarecer de alguma forma a heterogeneidade dos eventos pos
transplante. Sugere-se que estes polimorfismos possam fornecer
informagdes  individuais importantes  permitindo um ajuste da
imunossupressido € um acompanhamento mais personalizado. Além disso,
ainda existem lacunas na literatura acerca da resposta imune, mediada por
citocinas e seus polimorfismos, no transplante renal. Dessa forma, a
deteccdo de variagbes genéticas comuns na populagdo que podem
influenciar o equilibrio entre os niveis de citocinas e que podem,
consequentemente, afetar o desfecho do transplante renal, representa uma

ferramenta em potencial, o que justificaria plenamente seu estudo.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os niveis plasmaticos de citocinas e seus polimorfismos
genéticos correlacionando-os com a fungdo do enxerto, o histérico de
rejeicao e os dados clinicos de pacientes transplantados renais.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar a genotipagem dos seguintes polimorfismos em pacientes
transplantados renais: TNF-a -308G>A, TGF-B1 cdédon 10 T>C, TGF-
B1 cddon 25 G>C, IL-10 -1082G>A, IL-10 -819C>T, IL-10 -592C>A, IL-
6 -174G>C e IFN-y +874T>A;

Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas destes polimorfismos
de acordo com os niveis séricos de creatinina, o ritmo de filtragao
glomerular estimado e o historico de rejeicdo de receptores do

transplante renal;

Quantificar os niveis plasmaticos das citocinas IL-10, TNF-a e IL-6 e
relaciona-los aos seus polimorfismos genéticos, aos marcadores da
funcdo renal avaliados, ao historico de rejeicdo de pacientes
transplantados renais e ao tempo pés-transplante.



47

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ASPECTOS ETICOS

Elaboragao do Projeto
de Pesquisa

Submissao e aprovagédo do COEP
CAAE: 48443715.3.0000.5149

/ Critérios de inclusao: \

¢ Transplantados renais

/ Critérios de excluséox

> . Selegao dos * Presengca de fraturas

com idade superior @ 18 [-srsssrasranss pacientes [T recentes, intervencoes

anos cirargicas, doencas

* Pacientes com fungao hematoldgicas e

renal estavel no infecgbes virais
momento da abordagem ativas/recentes

* RTR que receberam o e RTR sob terapia de
rim de doadores vivos didlise no momento da

Pacientes
N=146
K ou falecidos / k abordagem /

Niveis de creatinina (mg/dL) eRFG (mL/min/1,73m?) Rejeicéo prévia
-C1: 21,4 (n=75) -R1: <60 (n=80) - néoREJ:‘ Se[n episddio (n=63)
-C2:>1,4 (n=71) -R2:260 (n=66) - REJ: Rejeigao relatada (n=50)

- INDET: Indeterminada (n=33)

Amostras
Biolégicas

Sangue total em
EDTA

Plasma Citratado

(5 mL) ( Soro (5 mL) W (5 mL)
Determinagéo dos Determinacéo dos Determinacéo dos
niveis de IL-10 (ELISA) niveis de TNF-a e IL-6 polimorfismos em genes d
(Multiplex) citocinas
(PCR-SSP)

/ Andlises Estatisticas \

¢ GraphPad PRISM 6.0 e SPSS 13.0
* Normalidade testada por Shapiro-Wilk
e Variaveis normais: teste T-Student ou ANOVA

* Variaveis ndo-paramétricas: teste de Mann-Whitney ou
Kruskal-Wallis

* Variaveis categoricas: teste qui-quadrado ou teste de
Fisher quando aplicavel

* Teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg (genopop)
* Correlagdo Spearman

k * Valor de p <0,05 considerado significativo /

Figura 2 — Delineamento experimental. COEP: Comité de Etica em Pesquisa. ELISA:
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ensaio imunoenzimatico. eRFG: ritmo de filtragdo glomerular estimado. PCR-SSP: reacéo

em cadeia da polimerase-iniciador especifico. RTR: receptores do transplante renal.

O presente estudo é uma continuidade do projeto desenvolvido
durante a Iniciagédo Cientifica (IC) e o artigo “Creatinine and cytokines plasma
levels related to HLA compatibility in kidney transplant patients” com os
resultados parciais obtidos durante a IC foi publicado no més de outubro de
2015.

O Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da Universidade Federal de
Minas Gerais aprovou o corrente projeto, CAAE — 48443715.3.0000.5149,
sob o ponto de vista ético e formal com o titulo original “Avaliagdo de
marcadores genéticos, inflamatérios e hemostaticos em pacientes
transplantados renais” (ANEXO A e B).

Todos os participantes envolvidos foram esclarecidos quanto aos
objetivos proposto nesta pesquisa.

A assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(APENDICE A) foi obtida de todos os voluntarios no momento da coleta de
sangue. Uma ficha clinica (APENDICE B) foi elaborada e preenchida para
cada participante do estudo.

5.2 CASUISTICA

Para este estudo transversal-observacional, foram selecionados 146
pacientes transplantados renais do setor de transplantes da Unidade Bias
Fortes do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(HC/UFMG). As coletas de amostras biolégicas de sangue venoso dos
pacientes foram realizadas concomitantemente as coletas sanguineas de
rotina que haviam sido solicitadas pelo nefrologista responsavel. Ndo houve
necessidade de jejum prévio.

Dados referentes ao transplante renal (tipo de doador, data de
realizagcdo do transplante, doenga de base, etc) e dados clinicos e
laboratoriais do dia da coleta sanguinea foram obtidos pela analise de
prontuarios médicos. Um banco de dados com estas informagdes foi
elaborado e os pacientes foram, posteriormente, divididos em grupos de
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acordo com os niveis de creatinina sérica, 0 eRFG e a presenca ou ndo de
rejeicao prévia (JUNG; LEE; KWON, 2012; MOTA et al., 2013).

Baseando-se na experiéncia clinica dos nefrologistas participantes do
estudo, em estudos prévios do nosso grupo de pesquisa e na literatura
(ELNOKEETY; SHAKER; FAYED, 2017; FRIED et al., 2003; MOTA et al.,
2015; MOTA et al.,, 2017), foram estabelecidos valores de corte para a
estratificacdo dos pacientes de acordo com a fungao renal.

Os pacientes foram divididos em dois grupos de acordo com a

creatinina sérica:

* (C1: Creatinina igual ou inferior a 1,4 mg/dL (n=75);

* (C2: Creatinina superior a 1,4 mg/dL (n=71).

Os transplantados também foram distribuidos em grupos de acordo
com o eRFG. Os calculos foram feitos pela férmula Modification of Diet in
Renal Disease (MDRD) simplificada. O calculo foi realizado da seguinte
forma: Homens = 175 x creatinina sérica™'** x idade®?% e Mulheres = 175 x

-1,154 -0,203

creatinina sérica x idade x 0,742. Para negros, a equagao foi

multiplicada por 1,212. Os RTR foram distribuidos da seguinte maneira:

* R1: eRFG inferior a 60 mL/min/1,73m? (n=80);
« R2: eRFG: igual ou superior a 60 mL/min/1,73m? (n=66)
(MAZANOWSKA et al., 2013; MOTA et al., 2015).

Além disso, os RTR foram distribuidos em grupos de acordo com a
presenga ou nao de rejeigao prévia ao enxerto renal. Os dados destes grupos
foram coletados a partir de prontuarios médicos e foram confirmados pela
equipe médica por exames laboratoriais, como proteinuria e creatinina, por
pesquisa de painel de reatividade de anticorpos (PRA) e, em alguns casos,
por bidpsia. Esta informacao foi ausente ou néo relatada em 33 pacientes.

Desta forma, a distribuicdo ocorreu da seguinte maneira:

* naoREJ: Sem episodio de rejeicao (n=63);
* REJ: Rejeigao relatada (n=50);



50

* INDET: Rejeic&o indeterminada (n=33).

5.2.1 Critérios de inclusao

* Pacientes transplantados renais com funcao renal estavel no momento
da abordagem e coleta de sangue, ou seja, pacientes sem suspeita de
rejeicao ao enxerto;

* |dade superior a 18 anos;

* Pacientes que receberam o rim de doadores vivos ou falecidos.

5.2.2 Critérios de nao inclusao

* Presenca de fraturas recentes;

* Pacientes com infecg¢des virais ativas ou em terapia antiviral profilatica;

* Presenca de intervengdes cirurgicas recentes;

* Sob terapia de didlise (hemodiadlise, didlise peritoneal, etc) no
momento da abordagem;

* Portadores de disturbios hematologicos, tais como hemofilias,
hemorragias, trombofilia, confirmados por relato médico ou por

consulta ao prontuario.

5.3 AMOSTRAS BIOLOGICAS

A coleta das amostras sanguineas foi realizada no Laboratério Central
do Hospital das Clinicas da UFMG. Foram coletados 5 mL de sangue venoso
em tubos contendo anticoagulante K3 - acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) 1,8 mg/mL (VACUETTE®), 5 mL de sangue venoso em
anticoagulante citrato de sodio 0,109 mol/L (VACUETTE®) e 5 mL de sangue
venoso em tubos de soro (VACUETTE®) de cada integrante do estudo por
coleta a vacuo para obtengdao das amostras de DNA, de plasma e de soro,
respectivamente. As amostras foram devidamente acondicionadas e
transportadas em caixas térmicas refrigeradas apds a coleta. O tempo
maximo de 2 horas até a centrifugagcéo nao foi ultrapassado.
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5.3.1 Preparo das amostras biolégicas

Com a finalidade de investigar os polimorfismos em genes de
citocinas, foi separada uma aliquota de 600 uL de sangue total das amostras
coletadas em EDTA para a posterior extracdao de DNA. Estas aliquotas foram
armazenadas imediatamente em freezer vertical a -20°C (Eletrolux® modelo
FE26) e descongeladas apenas para a realizagado da técnica de extragao de
DNA gendmico. As amostras colhidas em citrato foram centrifugadas a 2.500
RPM, por 20 minutos, em centrifuga refrigerada (Jouan® modelo BR4i) a
4°C, para obtencado das amostras de plasma. As amostras colhidas em soro
foram centrifugadas a 3.500 RPM, por 10 minutos, em centrifuga refrigerada
(Jouan® modelo BR4i) a 4°C. Aliquotas de 500 pL de plasma citratado e de
soro foram preparadas e armazenadas em microtubos de polipropileno
atoxico de centrifugacdo (Axygen®) devidamente identificados e,
posteriormente, congelados a -20°C. Cada aliquota de plasma e de soro foi
descongelada apenas uma vez para a determinagédo dos niveis de citocinas

pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA) e pela técnica de Multiplex.

5.4 METODOS
5.4.1 Determinagao de polimorfismos em genes de citocinas

5.4.1.1 Extracdo de DNA e analise molecular de polimorfismos em genes de

citocinas pela técnica de PCR-SSP

O DNA gendmico foi extraido a partir de aliquotas de sangue total com
o emprego do kit BIOPUR mini spin® seguindo rigorosamente as instrugoes
do fabricante. Os tubos contendo DNA foram incubados por 1 hora a 65°C e
armazenados em freezer vertical a -20°C (Eletrolux® modelo FE26). Um
maior detalhamento da técnica de extracdo de DNA estd contido no
APENDICE C.

O DNA genbmico foi investigado quanto a presenga de polimorfismos
em genes de citocinas pela técnica PCR-SSP (Single Specific Primer-
Polymerase Chain Reaction). As condicbes de reagao foram previamente
descritas em outro estudo do grupo de pesquisa da UFMG (RODRIGUES,
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2013). Para a genotipagem de citocinas, foi utilizado o kit Cytokine
Genotyping Tray (One Lambda®) contendo placas de 96 pogos com pares de
iniciadores que amplificavam seletivamente regiées regulatérias polimorficas
em genes que codificam TNF-a (-308G>A), TGF-B1 (+10T>C, +25G>C), IL-
10 (-1082G>A, -819C>T, -592C>A), IL-6 (-174G>C) e IFN-y (+874T>A).

Para as reagdes, foi preparada uma mistura (Mix) da seguinte
maneira: 1 gL de Platinum® Taq DNA Polymerase foi adicionado a 180 pL de
D-Mix (solucédo fornecida pelo fabricante contendo desoxinucleotideos
trifosfatados — DNTPs, sacarose, sal sédico de vermelho de fenol, gelatina,
MgCl,.6H20, KCI, Tris.HCI). A mistura foi submetida a agitacdo em vortex por
5 segundos. Posteriormente, foram adicionados 19 yL de DNA a mistura D-
mix + Platinum® Taq DNA Polymerase. Apdés a agitagdo em vortex por 5
segundos, 10 yL do Mix com o DNA foram distribuidos a cada pogo da placa.
Um branco da reacdo, sem adicdo de DNA, foi utilizado em todas as placas.
Além disso, um par de iniciadores controle estava presente em cada poc¢o da
placa para verificar a integridade do DNA. Este par amplificou uma regido
conservada do gene da B-globulina presente em todas as amostras de DNA
humano. A placa de reagédo foi colocada no termociclador Veriti (Applied
Biosystems™) com a programacéo descrita no Quadro 4.

Quadro 4: Programacdo do termociclador para a genotipagem dos
polimorfismos em genes das citocinas

Numero de ciclos Step Temperatura (°C) Tempo (seg.)
1 1 96 130
2 63 60
9 1 96 10
2 63 60
1 96 10
20 2 59 50
3 72 30
Fim 1 4 ©

Os fragmentos de DNA amplificados apos a PCR foram separados por

eletroforese em gel de agarose 2,5%. Os produtos amplificados corados por
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brometo de etidio foram visualizados apds a eletroforese utilizando Iuz
ultravioleta e o gel foi fotografado.

A interpretacdo dos resultados foi baseada na presenca ou na
auséncia de um fragmento de DNA especifico amplificado. Os resultados
foram interpretados utilizando um esquema de placas de genotipagem de
citocinas fornecidos pelo fabricante do kit (ANEXO C).

5.4.2 Determinacao dos niveis de citocinas

5.4.2.1 Determinacgdo dos niveis plasmaticos de IL-10 por ELISA

O teste de ELISA sanduiche foi a metodologia de escolha para a
determinagcdo dos niveis plasmaticos de IL-10. O kit Human IL-10
Immunoassay (Quantikine® ELISA, Minneapolis, USA) foi utilizado e as
instru¢des do fabricante foram rigorosamente seguidas. A leitura do ensaio foi
realizada utilizando o leitor de microplacas (SpectraMax® Plus 384 Microplate
Reader - MOLECULAR DEVICES, USA®) ajustado para 540 nm, na
Faculdade de Farmacia da UFMG. As concentracbes de IL-10 foram
estimadas a partir de uma curva padrao para a qual foi obtido um valor de
correlagdo r* 20,99. Os resultados foram expressos em pg/mL. Mais detalhes
sobre a técnica de ELISA estdo presentes no APENDICE D.

5.4.2.2 Quantificagdo de TNF-a e IL-6 por Multiplex

As citocinas TNF-a e IL-6 foram quantificadas utilizando o kit Milliplex®
MAP (Human Bone Magnetic Bead Panel - HBNMAG-51K, EMD Millipore
Corporation, Darmstadt, Alemanha). O kit contém microesferas magnéticas
fluorescentes recobertas por anticorpos de captura especificos para TNF-a e
IL-6. A reacao foi lida no sistema de detec¢cdo de microesferas (MAGPIX®
System, Luminex Corporation, Austin, EUA) identificando o complexo
antigeno-anticorpo a ela associado 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
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estimadas a partir de uma curva padrao para a qual foi obtido um valor de
correlagdo r* 20,99. Os resultados foram expressos em pg/mL. Um maior
detalhamento da técnica de Multiplex esta contido no APENDICE E.

5.4.3 Analises Estatisticas
As analises estatisticas foram realizadas nos programas SPSS (verséo

13.0) e GraphPad Prism (versdo 6.0). Foi verificado se as populagbes se
encontravam sob o equilibrio de Hardy-Weinberg utilizando-se o programa

Genepop (http://genepop.curtin.edu.au/genepopo_op1.html). A normalidade
dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. As variaveis normais foram
avaliadas pelo teste T-Student ou ANOVA para dois ou trés grupos,
respectivamente, e expressas como média + desvio padrdo. Ja as variaveis
nao-paramétricas foram comparadas pelo teste de Mann-Whitney ou Kruskal-
Wallis, seguido pela corregcdo de Bonferroni, para dois ou trés grupos,
respectivamente, e expressas como mediana e intervalo interquartilico (1Q).
As variaveis categoricas foram comparadas pelo teste de Qui-quadrado (x2)
de frequéncias ou Fisher quando aplicavel. A investigacdo de correlagéo
entre os parametros avaliados foi realizada pelo método de Spearman.
Foram consideradas significativas diferengas cujo valor de p foi <0,05.



6 RESULTADOS

6.1 CARACTERISTICAS

INTEGRANTES DO ESTUDO

CLINICAS

55

E DEMOGRAFICAS DOS

O presente estudo incluiu 146 pacientes submetidos ao transplante

renal. Destes, 91 eram do sexo masculino (62,3%) e 55 do sexo feminino

(37,7%). Os principais dados clinicos e demograficos dos participantes do

estudo estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Caracterizagao clinica e demografica da populagao estudada

Parametros

Idade (anos)**

Causa primaria de DRC [n(%)]

Glomerulopatias

Nefroesclerose hipertensiva

Doenca renal do diabetes
Outras causas
Etiologias desconhecidas
Nao informado

Tempo de didlise (meses)**
Tempo pés TR (meses)**

Tipo de doador [n (%)]
Falecido

Vivo

Indeterminado

Comorbidades [n (%)]
HAS
DM
Dislipidemia
Outras
Nao tem/néo relatado

Imunossupresséao [n (%)]
TAC+MMF+PDN
CSA+MMF+PDN
Outras
Indeterminado

Outros Medicamentos [n (%)]
Hipotensores
IECA
B-bloqueadores
Antagonistas canal Ca**
ARA
Diuréticos

Masculino
(n=91)
48 (59-39)

23 (25,3%)
18 (19,8%)
5 (5,5%)
14 (15,4%)
21 (23,1%)
10 (10,9%)

32,5 (58-16)

104 (165,8-60,7)

41 (45%)
42 (46,2%)
8 (8,8%)

47 (51,6%)
17 (18,7%)
17 (18,7%)
10 (11%)

23 (25,3%

)
27 (29,7%)
29 (31,9%)
26 (28,6%)
30 (32,9%)

Feminino
(n=55)
40 (54-30)

16 (29,1%)
3 (5,5%)
8 (14,5%)
14 (25,4%)
9 (16,4%)
5 (9,1%)

30 (51-17,5)

95,5 (147,8-55,5)

34 (61,8%)
17 (30,9%)
4(7,3%)

27 (49,1%)
14 (25,4%)

8 (14,5%)
27 (49,1%)
11 (20%)

(50,9%)
(25,4%)
(12,7%)
(11%)

28
14
7
6

11 (20%)

19 (34,5%
16 (29,1%
09 (16,4%
15 (27,3%

~ O ~— ~—

p
0,012*
0,053

0,981
0,631

0,139

0,859

0,686

0,243

Total
(n=146)

46,5 (57,2-35,7)

39 (26,7%)
21 (14,4%)
13 (8,9%)

28 (19,2%)
30 (20,5%)
15 (10,3%)

31 (54-16)

101 (157,5-60)

75 (51,4%)
59 (40,4%)
12 (8,2%)

76 (52%)
34 (23,3%
26 (17,8%
69 (47,3%
35 (23,9%

~— — — ~—

75 (51,4%)
31 (21,2%)
24 (16,4%)
16 (11%)

34 (23,3%)
46 (31,5%)
45 (30,8%)
35 (23,9%)
45 (30,8%)

/continua



Acido Acetilsalicilico
Estatinas/Fibratos
Suplementos/Polivitaminicos
Ansioliticos/Antidepressivos
Insulina/Hipoglicemiantes
Outros

Rejeigcao prévia [n (%)]

Sim

Nao

Indeterminado/N&o informado
Dados clinicos e laboratoriais

IMC (Kg/m?)***
Creatinina (mg/dL)**

07 (7,7%)
37 (40,7%)
17 (18,7%)
04 (4,4%)

15 (16,5%)
60 (65,9%)

32 (35,2%)
38 (41,7%)
21 (23,1%)

23,8 + 3,441
1,5(1,9-1,2)

07 (12,7%
19 (34,5%
19 (34,5%
08 (14,5%
12 (21,8%
41 (74,5%

~_ O — —

~

18 (32,7%)
25 (45,5%)
12 (21,8%)

24,1+ 3,705
1,1 (1,7-0,8)

0,908

0,820

0,001*

56

14 (9,6%)
56 (38,4%)
36 (24,7%)
12 (8,2%)
27 (18,5%)

101 (69,2%)

50 (34,2%)
63 (43,2%)
33 (22,6%)

23,9+ 3,499
1,3 (1,8-1,1)

57,7 (71,9-37,1)
42 (68,0-34,0)
6,5 + 1,749

eRFG (mL/min/1.73m?)**
Ureia (mg/dL)**
Acido Urico (mg/dL)***

57,1 (69,9-40,2)
49 (65,0-37,0)
7,1 +1,535

58,8 (81,2-33) 0,762
41(64,7-33,7) 0,218
56+1,738  <0,0001*

*p<0,05 foi considerado significativo. **Os dados ndo-paramétricos estdo apresentados como mediana
e intervalo interquartil (Mann-Whitney). ***Os dados paramétricos estdo apresentados como média e
desvio padréo (T-Student). Dados de frequéncia (%) foram analisados pelo teste x2 ou pelo teste de
Fisher. DRC: doencga renal crbnica; TR: transplante renal; HAS: hipertensao arterial sistémica; DM:
diabetes mellitus; TAC: tacrolimus; MMF: micofenolato mofetil; PDN: prednisona; CSA: ciclosporina;
IECA: inibidores da enzima conversora de angiotensina; ARA: antagonistas dos receptores de
angiotensina; IMC: indice de massa corporal; eRFG: ritmo de filtragcdo glomerular estimado; MDRD:
Modification of Diet in Renal Disease. Valores de referéncia: IMC - Eutréfico: 18,5 a 24,9; Creatinina:
0,4 - 1,3 mg/dL; eRFG: =90 mL/min/1,73m?; Ureia: 16-40 mg/dL; Acido urico: 2,5-7,4 mg/dL.

Considerando a comparacgao entre os sexos, a mediana das idades do
sexo masculino (48 anos) foi significativamente maior do que a mediana das
idades do sexo feminino (40 anos) (p=0,012). Em relacdo as doengas
primarias que levaram ao desenvolvimento da DRC, as glomerulopatias
foram as doengas mais frequentes tanto em homens (25,3%) como em
mulheres (29,1%), representando a maior porcentagem da populagéo total
(26,7%). A nefroesclerose hipertensiva foi mais frequente em individuos do
sexo masculino (19,8%) em relagao aos individuos do sexo feminino (5,5%) e
a doenga renal do diabetes teve uma frequéncia maior em mulheres (14,5%)
quando comparada a dos homens (5,5%). Nao foram encontradas diferencas
significativas entre as doengas de base da populacdo do estudo (p=0,053). E
importante destacar que grande parte dos RTR n&o possuiam causas
primarias de DRC definidas (20,5%) e 10,3% dos pacientes néo
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apresentavam esta informacao relatada em seus prontuarios médicos, como
mostra a Tabela 1.

Nao foi encontrada nenhuma diferenca entre os sexos em relagao ao
tempo de hemodialise pré-transplante (p=0,981). A mediana do tempo pés-
transplante, ou seja, o periodo entre a realizagdo da cirurgia e a data da
coleta sanguinea, foi de 101 meses nos RTR (Tabela 1).

O doador falecido foi o tipo de doador mais frequente em mulheres
(61,8%) e o doador vivo o tipo mais comum em homens (46,2%), apesar da
frequéncia de doadores falecidos ser bem semelhante no sexo masculino
(45%). Nao foi encontrada nenhuma diferenga significativa na analise do tipo
de doador (p=0,139).

No que diz respeito a presenga de comorbidades detectadas apos o
transplante renal, a hipertensdo arterial foi a mais comum (52%) e a
dislipidemia foi a menos comum (17,8%). Cerca de 23,9% dos pacientes néo
apresentavam comorbidades ou nao possuiam o dado disponivel nos
prontuarios, como mostra a Tabela 1.

A terapia imunossupressora tripla mais utilizada foi a terapia composta
por Tacrolimus (TAC) + Prednisona (PDN) + Micofenolato de Mofetil (MMF),
representando 51,4% da populacédo estudada. A comparacgao estatistica das
terapias imunossupressoras entre os sexos nao foi significativa (p=0,686).
Além da imunossupressdao, todos os RTR faziam wuso de outros
medicamentos. A maioria dos pacientes utilizavam hipotensores, sendo os
diuréticos os mais frequentes em homens (32,9%) e os B-bloqueadores, os
mais frequentes em mulheres (34,5%). Cerca de 38,4% dos pacientes
usavam estatinas/fibratos e 24,7% utilizavam suplementagao/polivitaminicos.
N&o foram encontradas diferengas significativas do uso de medicamentos
entre homens e mulheres (p=0,243).

A rejeicdo ao enxerto também foi analisada pela comparagéo entre os
sexos e nenhuma diferenga significativa foi encontrada (p=0,908). A maioria
dos pacientes ndo apresentou episodio de rejeicao prévia (43,2%).

As medianas obtidas para o IMC, de homens (23,8) e de mulheres
(24,1), também n&o mostraram diferenga estatistica (p=0,820) e foi possivel
constatar que a maioria dos pacientes estava na faixa de peso eutrdfico
(entre 18,5 e 24,9 Kg/m?).
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Os marcadores de filtragdo renal (creatinina, ureia e acido urico) e o
eRFG também foram analisados em relagdo ao sexo. Somente a creatinina e
o acido urico apresentaram diferengas significativas na comparagéo entre os

sexos, sendo p<0,001 e p<0,0001, respectivamente (Tabela 1).

6.2 DETERMINACAO DAS FREQUENCIAS DOS POLIMORFISMOS EM
GENES DE CITOCINAS EM RECEPTORES DO TRANSPLANTE RENAL

Os polimorfismos em genes de citocinas foram determinados em 146
RTR. As populag¢des estavam sob o Equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0,025),
exceto as populagdes distribuidas de acordo com o histérico de rejeicdo para
os polimorfismos -819C>T e -592C>A no gene da IL-10. Para estes
polimorfismos, a fim de excluir o erro de genotipagem, os resultados foram
revistos e confirmados.

Os pacientes foram distribuidos, inicialmente, de acordo com os niveis
de creatinina sérica (grupos C1 e C2) e as analises das frequéncias alélicas e
genotipicas foram realizadas. Ndo foram encontradas diferengcas entre os

dois grupos (C1 e C2) conforme mostra a Tabela 2.

Tabela 2 - Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos de citocinas

em receptores do transplante renal de acordo com os niveis séricos de

creatinina
Gendétipo C1 (n=75) C2 (n=71) P
TNF-a -308G>A
G 130 (50,8%) 126 (49,2%) 0,722
A 20 (55,6%) 16 (44,4%)
GG 56 (74,7%) 56 (78,9%)
GA 18 (24,0%) 14 (19,7%) 0,822
AA 01 (1,3%) 01 (1,4%)
TGF-B1 +10T>C
C 72 (55,4%) 58 (44,6%) 0,239
T 78 (48,2%) 84 (51,8%)
cc 16 (21,3%) 10 (14,1%)
TC 40 (53,3%) 38 (53,5%) 0,425

/continua



TT

19 (25,3%)

23 (32,4%)

TGF-p1 +25G>C

G 142 (52,0%) 131 (48,0%) 0,480
C 08 (42,1%) 11 (57,9%)
GG 67 (89,3%) 60 (84,5%)
GC 08 (10,7%) 11 (15,5%) 0,386
cC 00 (0,0%) 00 (0,0%)

IL-10 -1082G>A
A 92 (51,4%) 87 (48,6%) 1,000
G 58 (51,3%) 55 (48,7%)
AA 27 (36,0%) 24 (33,8%)
GA 38 (50,7%) 39 (54,9%) 0,859
GG 10 (13,3%) 08 (11,3%)

IL-10 -819C>T
C 105 (51,5%) 99 (48,5%) 1,000
T 45 (51,1%) 43 (48,9%)
cC 34 (45,3%) 33 (46,5%)
CT 37 (49,3%) 33 (46,5%) 0,884
TT 04 (5,4%) 05 (7,0%)

IL-10 -592C>A
C 105 (51,5%) 99 (48,5%) 1,000
A 45 (51,1%) 43 (48,9%)
cC 34 (45,3%) 33 (46,5%)
CA 37 (49,3%) 33 (46,5%) 0,884
AA 04 (5,4%) 05 (7,0%)

IL-6 -174G>C
G 119 (51,7%) 111 (48,3%) 0,886
C 31 (50,0%) 31 (50,0%)
GG 48 (64,0%) 44 (62,0%)
GC 23 (30,7%) 23 (32,4%) 0,968
cC 04 (5,3%) 04 (5,6%)

IFN-y +874T>A
A 99 (52,4%) 90 (47,6%) 0,713
T 51 (49,5%) 52 (50,5%)
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TA
TT

32 (42,7%)
35 (46,7%)
08 (10,7%)

28 (39,4%)
34 (47,9%)
09 (12,7%)

0,891

60

Teste Qui-Quadrado de Pearson Assintético; os dados foram apresentados como valores
absolutos (frequéncia em %); C1: creatinina <1,4 mg/dL; C2: creatinina >1,4 mg/dL. Valor de
p<0,05 foi considerado significativo.

Os pacientes foram, posteriormente, distribuidos de acordo com o
eRFG (grupos R1 e R2). A Tabela 3 mostra as analises das frequéncias
alélicas e genotipicas nestes grupos. Foi observada uma maior frequéncia do
alelo G e do gendtipo GG no polimorfismo -308G>A no gene do TNF-a no
grupo R1 em relagdo ao grupo R2 (p=0,049 e p=0,028, respectivamente).

Tabela 3 — Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos em
genes de citocinas em receptores do transplante renal de acordo com o ritmo

de filtragao glomerular estimado

Genétipo

R1 (n=80) R2 (n=66) p
TNF-a -308G>A
G 146 (57,0%) 110 (43,0%) 0,049*
A 14 (38,9%) 22 (61,1%)
GG 67 (83,7%) 45 (68,2%)
GA 12 (15,0%) 20 (30,3%) 0,028%
AA 01 (1,3%) 01 (1,5%)
TGF-B1 +10T>C
c 71(54,6%) 59 (45,4%) 1,000
T 89 (54,9%) 73 (45,1%)
cC 15(18,8%) 11 (16,6%)
TC 41(51,2%) 37 (56,1%) 0,844
T 24 (30,0%) 18 (27,3%)
TGF-B1 +25G>C
G 149 (54,6%) 124 (45,4%) 0,816
c 11(57,9%) 08 (42,1%)
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GG 69 (86,3%) 58 (87,9%)
GC 11 (13,7%) 08 (12,1%) 0,809
cC 00 (0,0%) 00 (0,0%)

IL-10 -1082G>A
A 99 (55,3%) 0 (44,7%) 0,904
G 61 (54,0%) 2 (46,0%)
AA 28 (35,0%) 3 (34,8%)
GA 3 (53,7%) 4 (51,5%) 0,904
GG 9 (11,3%) 9 (13,6%)

IL-10 -819C>T
C 111 (54,4%) 93 (46,6%) 0,898
T 49 (55,7%) 39 (44,3%)
CcC 36 (45,0%) 31 (47,0%)
CT 39 (48,7%) 31 (47,0%) 0,972
TT 05 (6,3%) 04 (6,0%)

IL-10 -592C>A
C 111 (54,4%) 3 (46,6%) 0,898
A 49 (55,7%) 39 (44,3%)
CcC 36 (45,0%) 31 (47,0%)
CA 39 (48,7%) 31 (47,0%) 0,972
AA 5 (6,3%) 04 (6,0%)

IL-6 -174G>C
G 126 (54,8%) 104 (45,2%) 1,000
C 34 (54,8%) 28 (45,2%)
GG 50 (62,5%) 42 (63,6%)
GC 26 (32,5%) 20 (30,3%) 0,933
cC 04 (5,0%) 04 (6,1%)

IFN-y +874T>A
A 102 (54,0%) 7 (46,0%) 0,713
T 58 (56,3%) 5(43,7%)
AA 30 (37,5%) 30 (45,5%)
TA 42 (52,5%) 7 (40,9%) 0,695
TT 08 (10,0%) 9 (13,6%)

/continua
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Teste Qui-Quadrado de Pearson Assintético; os dados foram apresentados como valores
absolutos (frequéncia em %); R1: eRFG <60 mL/min/1,73m% R2: eRFG =60 mL/min/1,73m>.
*Valor de p<0,05 foi considerado significativo. ® GG x GA.

Os pacientes RTR também foram distribuidos de acordo com a histéria
prévia de rejeicdo ao enxerto (grupos ndoREJ, REJ e INDET). Foi observada
apenas uma maior frequéncia do alelo G do polimorfismo +25 G>C no gene
do TGF-B1 no grupo REJ em relag&o ao grupo INDET (p=0,036) (Tabela 4).

Tabela 4 - Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos em genes de
citocinas em receptores do transplante renal de acordo com a histoéria prévia

de rejeicao ao enxerto

Genitipo naoREJ REJ INDET ,
(n=63) (n=50) (n=33)
TNF-a -308G>A
G 113 (44,1%) 84 (32,8%) 59 (23,1%) 0,386
A 13(36,1%) 16 (44,4%) 07 (19,5%)
GG 1(80,9%)  35(70,0%) 26 (78,8%)
GA 11 (17,5%) 14 (28,0%) 07 (21,2%) 0,644
AA 01 (1,6%) 01(2,0%) 00 (0,0%)
TGF-B1 +10T>C
c 0 (46,2%) 1(31,5%) 9 (22,3%) 0,606
T 6(40,7%) 59 (36,4%) 37 (22,9%)
cC 3 (20,6%) 8 (16,0%) 5 (15,1%)
TC 4(54,0%) 25 (50,0%) 9 (57,6%) 0,831
T 6(254%)  17(34,0%) 09 (27,3%)

TGF-B1 +25G>C

G 115 (46,9%) 97 (39,6%) 33 (13,5%) 0,097% 0,531%;
0,036°

c 1(57,9%) 03 (158%) 05 (26,3%)

GG 52 (82,5%) 47 (94,0%) 28 (84,8%)

GC 11(17,5%) 03 (6,0%) 05 (15,2%) 0,182

cC 00 (0,0%) 00 (0,0%) 00 (0,0%)

IL-10 -1082G>A

/continua
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74 (41,1%) 62 (34,6%) 43 (24,0%) 0,675
G 52 (46,0%) 38 (33,6%) 23 (20,4%)
AA 20 (31,7%) 17 (34,0%) 14 (42,4%)
GA 34 (54,0%) 28 (56,0%) 15 (45,5%) 0,810
GG 09 (14,3%) 05 (10,0%) 04 (12,1%)
IL-10 -819C>T
C 91 (44,6%) 68 (33,3%) 45 (22,1%) 0,745
T 35 (39,8%) 32 (36,4%) 21 (23,8%)
cC 32 (50,8%) 23 (46,0%) 12 (36,4%)
CT 27 (42,9%) 22 (44,0%) 21 (63,6%) 0,170
TT 04 (6,3%) 05 (10,0%) 00 (0,0%)
IL-10 -592C>A
C 91 (44,6%) 68 (33,3%) 45 (22,1%) 0,745
A 35 (39,8%) 32 (36,4%) 21 (23,8%)
cC 32 (50,8%) 23 (46,0%) 12 (36,4%)
CA 27 (42,9%) 22 (44,0%) 21 (63,6%) 0,170
AA 04 (6,3%) 05 (10,0%) 00 (0,0%)
IL-6 -174G>C
G 97 (42,2%) 78 (33,9%) 55 (23,9%) 0,577
C 29 (46,8%) 22 (35,5%) 11 (17,7%)
GG 37 (58,7%) 32 (64,0%) 23 (69,7%)
GC 23 (36,5%) 14 (28,0%) 09 (27,3%) 0,679
cC 03 (4,8%) 04 (8,0%) 01 (3,0%)
IFN-y +874T>A
A 86 (45,5%) 61 (32,3%) 42 (22,2%) 0,514
T 40 (38,8%) 39 (37,9%) 24 (23,3%)
AA 27 (42,8%) 21 (42,0%) 12 (36,4%)
TA 32 (50,8%) 19 (38,0%) 18 (54,5%) 0,172
TT 04 (6,4%) 10 (20,0%) 03 (9,1%)

Teste Qui-Quadrado de Pearson Assintético; os dados foram apresentados como valores
absolutos (frequéncia em %); ndoREJ: nao rejeicdo; REJ: rejeicdo; INDET: indeterminado. °
grupos nao rejeicdo x rejeigao; b grupos nao rejeigdo x indeterminado; © grupos rejeigdo x

indeterminado. *Valor de p<0,05 foi considerado significativo.



64

A comparacdo das frequéncias genotipicas foi novamente realizada
entre os grupos utilizando-se, quando possivel, os modelos de heranga
dominante e recessivo, uma vez que o padrdo de heranga genética destes
polimorfismos ndo é totalmente conhecido (Tabela 5). Os RTR foram
novamente distribuidos de acordo com os niveis de creatinina sérica (grupos
C1 e C2). Nao foram encontradas diferengas quanto as distribuicdes das
frequéncias dos carreadores entre os grupos C1 e C2.

Tabela 5 — Distribui¢cao genotipica segundo modelos dominante e recessivo
em polimorfismos de citocinas em receptores do transplante renal de acordo

com os hiveis séricos de creatinina

Genétipo C1 (n=75) C2 (n=71) p

TNF-a -308G>A

Carreador G

GG +GA 74 (98,7%) 70 (98,6%) 0,968
AA 01 (1,3%) 01 (1,4%)
Carreador A
AA+GA 19 (25,3%) 15 (21,1%) 0,547
GG 56 (74,7%) 56 (78,9%)

TGF-g1 +10T>C
Carreador C
CC+TC 56 (74,7%) 48 (67,6%) 0,346
TT 19 (25,3%) 23 (32,4%)
Carreador T
TT+TC 59 (78,7%) 61 (85,9%) 0,252
ccC 16 (21,3%) 10 (14,1%)

TGF-B1 +25G>C
Carreador G
GG + GC 75 (100,0%) 71 (100,0%) -
ccC 00 (0,0%) 00 (0,0%)
Carreador C
CC+GC 08 (10,7%) 11 (15,5%) 0,386
GG 67 (89,3%) 60 (84,5%)
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IL-10 -1082G>A

Carreador A
AA +GA 65 (86,7%) 63 (88,7%) 0,704
GG 10 (13,3%) 08 (11,3%)
Carreador G
GG+GA 48 (64,0%) 47 (66,2%) 0,780
AA 27 (36,0%) 24 (33,8%)
IL-10 -819C>T
Carreador C
CC+CT 71 (94,7%) 66 (93,0%) 0,667
TT 04 (5,3%) 05 (7,0%)
Carreador T
TT+CT 41 (54,7%) 38 (53,5%) 0,889
ccC 34 (45,3%) 33 (46,5%)
IL-10 -592C>A
Carreador C
CC+CA 71 (94,7%) 66 (93,0%) 0,667
AA 04 (5,3%) 05 (7,0%)
Carreador A
AA + CA 41 (54,7%) 38 (53,5%) 0,889
ccC 34 (45,3%) 33 (46,5%)
IL-6 -174G>C
Carreador G
GG +GC 71 (94,7%) 67 (94,4%) 0,936
ccC 04 (5,3%) 04 (5,6%)
Carreador C
CC+GC 27 (36,0%) 27 (38,0%) 0,799
GG 48 (64,0%) 44 (62,0%)
IFN-y +874T>A
Carreador A
AA +TA 67 (89,3%) 62 (87,3%) 0,705
TT 08 (10,7%) 09 (12,7%)
Carreador T
TT+TA 43 (57,3%) 43 (60,6%) 0,691
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AA 32 (42,7%) 28 (39,4%)

Teste Qui-Quadrado de Pearson Assintético; os dados foram apresentados como valores
absolutos (frequéncia em %); C1: creatinina £1,4 mg/dL; C2: creatinina >1,4 mg/dL. Valor de

p<0,05 foi considerado significativo.

Os pacientes foram, posteriormente, distribuidos de acordo com o
eRFG (grupos R1 e R2). A Tabela 6 mostra as analises das frequéncias
genotipicas referentes aos dois modelos de heranga. Foi encontrada uma
maior frequéncia dos carreadores do alelo A no polimorfismo -308G>A no
gene do TNF-a no grupo R2 em relagédo ao grupo R1 (p=0,031).

Tabela 6 — Distribui¢cao genotipica segundo modelos dominante e recessivo
em polimorfismos de citocinas em receptores do transplante renal de acordo

com o ritmo de filtragao glomerular estimado

Gendétipo R1 (n=80) R2 (n=66) P

TNF-a -308G>A

Carreador G

GG +GA 79 (98,7%) 65 (98,5%) 1,000
AA 01 (1,3%) 01 (1,5%)
Carreador A
AA+GA 13 (16,3%) 21 (31,8%) 0,031*
GG 67 (82,7%) 45 (68,2%)

TGF-g1 +10T>C
Carreador C
CC+TC 56 (70,0%) 48 (72,7%) 0,854
TT 24 (30,0%) 18 (27,3%)
Carreador T
TT+TC 65 (81,2%) 55 (83,3%) 0,829
ccC 15 (18,8%) 11 (16,7%)
TGF-B1 +25G>C

Carreador G

GG + GC 80 (100,0%) 66 (100,0%) -

/continua



CcC

Carreador C

00 (0,0%)

00 (0,0%)

CC+GC 11 (13,7%) 08 (12,1%) 0,809
GG 69 (86,3%) 58 (87,9%)
IL-10 -1082G>A
Carreador A
AA +GA 71 (88,7%) 57 (86,4%) 0,801
GG 09 (11,3%) 09 (13,6%)
Carreador G
GG+GA 52 (65,0%) 43 (65,2%) 1,000
AA 28 (35,0%) 23 (34,8%)
IL-10 -819C>T
Carreador C
CC+CT 75 (93,7%) 62 (93,9%) 1,000
TT 05 (6,3%) 04 (6,1%)
Carreador T
TT+CT 44 (55,0%) 35 (53,0%) 0,868
cC 36 (45,0%) 31 (47,0%)
IL-10 -592C>A
Carreador C
CC+CA 75 (93,7%) 62 (93,9%) 1,000
AA 05 (6,3%) 04 (6,1%)
Carreador A
AA + CA 44 (55,0%) 35 (53,0%) 0,868
cC 36 (45,0%) 31 (47,0%)
IL-6 -174G>C
Carreador G
GG +GC 76 (95,0%) 62 (93,9%) 1,000
ccC 04 (5,0%) 04 (6,1%)
Carreador C
CC+GC 30 (37,5%) 24 (36,4%) 1,000
GG 50 (62,5%) 42 (63,6%)

IFN-y +874T>A

Carreador A

/continua



AA + TA
TT
Carreador T
TT+TA
AA

72 (90,0%)
08 (10,0%)

50 (62,5%)
30 (37,5%)

57 (86,4%) 0,606

09 (13,6%)

36 (54,5%) 0,398

30 (45,5%)
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Teste Qui-Quadrado de Pearson Assintético; os dados foram apresentados como valores
absolutos (frequéncia em %); R1: eRFG <60 mL/min/1,73m% R2: eRFG =60 mL/min/1,73m>.

*Valor de p<0,05 foi considerado significativo.

Os pacientes também foram distribuidos de acordo com a histéria

prévia de rejeicdo ao enxerto (grupos ndaoREJ, REJ e INDET) e as mesmas

analises foram realizadas (Tabela 7). Ndo foram encontradas diferencas

significativas quanto as distribuicbes das frequéncias dos carreadores entre

0s grupos citados.

Tabela 7 — Distribui¢cao genotipica segundo modelos dominante e recessivo

em polimorfismos de citocinas em receptores do transplante renal de acordo

com a rejeigcdo prévia ao enxerto

Genétipo naoREJ (n=63) REJ (n=50) INDET (n=33) p
TNF-a -308G>A
Carreador G
GG +GA 62 (98,4%) 49 (98,0%) 33 (100,0%) 0,730
AA 01 (1,6%) 01 (2,0%) 00 (0,0%)
Carreador A
AA+GA 12 (19,0%) 15 (30,0%) 07 (21,2%) 0,372
GG 51 (81,0%) 35 (70,0%) 26 (78,8%)
TGF-$1 +10T>C
Carreador C
CC+TC 47 (74,6%) 33 (66,0%) 24 (72,7%) 0,590
TT 16 (25,4%) 17 (34,0%) 09 (27,3%)
Carreador T
TT+TC 50 (79,4%) 42 (84,0%) 28 (84,8%) 0,735

/continua



cc 13 (20,6%)

08 (16,0%)

05 (15,2%)
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TGF-B1 +25G>C

Carreador G

GG + GC 63 (100,0%) 50 (100,0%) 33 (100,0%) -
ccC 00 (0,0%) 00 (0,0%) 00 (0,0%)
Carreador C
CC+GC 11 (17,5%) 03 (6,0%) 05 (15,2%) 0,182
GG 52 (82,5%) 47 (94,0%) 28 (84,8%)
IL-10 -1082G>A
Carreador A
AA +GA 54 (85,7%) 45 (90,0%) 29 (87,9%) 0,788
GG 09 (14,3%) 05 (10,0%) 04 (12,1%)
Carreador G
GG+GA 43 (68,2%) 33 (66,0%) 19 (57,6%) 0,572
AA 20 (31,8%) 17 (34,0%) 14 (42,4%)
IL-10 -819C>T
Carreador C
CC+CT 59 (93,6%) 45 (90,0%) 33 (100,0%) 0,178
TT 04 (6,4%) 05 (10,0%) 00 (0,0%)
Carreador T
TT+CT 31 (49,2%) 27 (54,0%) 21 (63,6%) 0,403
ccC 32 (50,8%) 23 (46,0%) 12 (36,4%)
IL-10 -592C>A
Carreador C
CC +CA 59 (93,6%) 45 (90,0%) 33 (100,0%) 0,178
AA 04 (6,4%) 05 (10,0%) 00 (0,0%)
Carreador A
AA + CA 31 (49,2%) 27 (54,0%) 21 (63,6%) 0,403
ccC 32 (50,8%) 23 (46,0%) 12 (36,4%)
IL-6 -174G>C
Carreador G
GG +GC 60 (95,2%) 46 (92,0%) 32 (97,0%) 0,589
cc 03 (4,8%) 04 (8,0%) 01 (3,0%)

Carreador C

/continua



70

CC+GC 26 (41,3%) 18 (36,0%) 10 (30,3%) 0,562
GG 37 (58,7%) 32 (64,0%) 23 (69,7%)
IFN-y +874T>A
Carreador A
AA +TA 59 (93,6%) 40 (80,0%) 30 (90,9%) 0,070
TT 04 (6,4%) 10 (20,0%) 03 (9,1%)
Carreador T
TT+TA 36 (57,1%) 29 (58,0%) 21 (63,6%) 0,817
AA 27 (42,9%) 21 (42,0%) 12 (36,4%)

Teste Qui-Quadrado de Pearson Assintético; os dados foram apresentados como valores
absolutos (frequéncia em %); ndoREJ: néo rejeicdo; REJ: rejeicdo; INDET: indeterminado.

Valor de p<0,05 foi considerado significativo.

6.3 AVALIACAO DOS NiIVEIS DE CITOCINAS EM PACIENTES
TRANSPLANTADOS RENAIS

6.3.1 Avaliacao dos niveis de citocinas em fungao da creatinina sérica,
do eRFG e da historia prévia de rejeigdo ao enxerto em RTR

A comparacgao entre os niveis das citocinas IL-6, TNF-a e IL-10 foi feita
em fung&o das concentragdes de creatinina (C1: creatinina <1,4 mg/dL e C2:
creatinina >1,4 mg/dL) e esta mostrada na Figura 3A. N&do foram obtidas
diferengas comparando-se os dois grupos.

A avaliagdo dos niveis das citocinas avaliadas em fungcdo do eRFG
(R1: eRFG <60 mL/min/1,73m? e eRFG 260 mL/min/1,73m?) também foi
realizada, como mostra a Figura 3B. Também ndo foram encontradas
diferencas significativas ao se comparar os grupos de eRFG.

Além disso, foi feita a comparagao dos niveis das citocinas em fungao
da historia prévia de rejeicdo ao enxerto (ndoREJ, REJ e INDET), como
mostra a Figura 3C. Foram encontrados maiores niveis de TNF-a no grupo
naoREJ em relagédo ao grupo INDET (p=0,031).
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Figura 3 — Niveis séricos de interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
e niveis plasmaticos de interleucina-10 (IL-10) nos diferentes grupos de RTR. A: RTR
distribuidos de acordo com a creatinina sérica (C1: creatinina <1,4 mg/dL e C2: creatinina
>1,4 mg/dL); B: RTR distribuidos de acordo com o ritmo de filtracdo glomerular estimado
(R1: ritmo de filtracdo glomerular estimado <60 mL/min/1.73m* e R2: ritmo de filtragdo
glomerular estimado =60 mL/min/1.73m2). C: RTR distribuidos de acordo com a histéria
prévia de rejeicdo ao enxerto (ndoREJ: néo rejeicdo; REJ: rejeicdo; INDET: indeterminado).
Teste de Mann-Whitney para dois grupos e Kruskal-Wallis seguido pela correcdo de

Bonferroni para trés grupos. *O valor de p<0,05 foi considerado significativo.

6.3.2 Avaliagao da razao entre citocinas em fun¢ao da creatinina sérica,
do eRFG e da historia prévia de rejeigdao ao enxerto em pacientes RTR

Posteriormente, foi realizada a razdo entre os niveis das citocinas pré-
inflamatérias/anti-inflamatérias IL-6 e IL-10, e a razao entre os niveis de TNF-
a e IL-10 em funcdo das concentragbes de creatinina (C1: creatinina <1,4
mg/dL e C2: creatinina >1,4 mg/dL), como mostra a Figura 4A. Ndo foram
observadas diferengas significativas nesta analise.
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A razéo das citocinas IL-6 e IL-10 e a raz&o das citocinas TNF-a e IL-
10 também foi realizada em fungéo do eRFG (R1: eRFG <60 mL/min/1.73m?
e eRFG 260 mL/min/1.73m?) e estd mostrada na Figura 4B. Nenhuma
diferenca significativa foi observada entre os grupos analisados.

A razao destas citocinas foi feita, por fim, em funcdo da historia prévia
de rejeicdo (ndoREJ, REJ e INDET), como mostra a Figura 4C. A razio entre
os niveis de TNF-a e IL-10 foi maior no grupo naoREJ quando comparada ao
grupo REJ (p=0,022) e ao grupo INDET (p=0,002).
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Figura 4 — Razao entre os niveis de interleucina-6 (IL-6) e os niveis de interleucina-
10 (IL-10) e a razdo entre os niveis do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e os
niveis de IL-10 nos diferentes grupos de RTR. A: RTR distribuidos de acordo com a
creatinina sérica (C1: creatinina 1,4 mg/dL e C2: creatinina >1,4 mg/dL); B: RTR
distribuidos de acordo com o ritmo de filtracdo glomerular estimado (R1: eRFG <60
mL/min/1.73m” e R2: eRFG 260 mL/min/1.73m?). C: RTR distribuidos de acordo com a
histéria prévia de rejeicdo ao enxerto (ndoREJ: nado rejeicdo; REJ: rejeicdo; INDET:
indeterminado). Teste de Mann-Whitney para dois grupos e Kruskal-Wallis seguido pela

corregéo de Bonferroni para trés grupos. *O valor de p<0,05 foi considerado significativo.
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6.3.3 Avaliagao dos niveis de citocinas em funcao do tempo poés

transplante

Para avaliar a influéncia do tempo pds-transplante sobre as citocinas,
os pacientes foram distribuidos em quatro novos grupos, sendo eles T1: 1 a
24 meses; T2: 25 a 60 meses; T3: 61 a 120 meses e T4: acima de 120
meses pos transplante (Figura 5). Foram observados maiores niveis de IL-6
no grupo T1 em relagdo aos grupos T2 (p=0,016) e T4 (p=0,006) e menores
niveis de IL-6 no grupo T2 em relagédo ao grupo T3 (p=0,036), como mostra a
Figura 5. Além disso, foram encontrados menores niveis de IL-10 no grupo
T1 em relagdo ao grupo T2 (p=0,024) e maiores niveis de |IL-10 no grupo T2
em relagdo ao grupo T3 (p=0,028). As analises referentes ao TNF-a nao

mostraram diferenca significativa.

=0,006*
2.5+ k P | 4 NS 30+ p=0,024*
p=0,016* _— .
P p=0,028
p=0,036* —
A 20+

IL-6 (pg/mL)
3
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Figura 5 — Niveis séricos de interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e niveis plasmaticos de interleucina-10 (IL-10) distribuidos em grupos de
acordo com o tempo pés transplante (T1: 1 a 24 meses; T2: 25 a 60 meses; T3:
61 a 120 meses e T4: acima de 120 meses pods transplante). Teste de Mann-
Whitney, teste T-Student (quando aplicavel) e teste de Kruskal-Wallis seguido pela

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

6.3.4 Avaliagdo dos niveis de citocinas em fungdo de seus

polimorfismos genéticos

Como forma de avaliar se a produgédo de citocinas € regulada pelos
polimorfismos, foi realizada uma comparagao entre as concentragdes de IL-6,

TNF-a e IL-10 nos pacientes transplantados em fungao destes polimorfismos
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ou de seus haplotipos (Figura 6). Os polimorfismos foram distribuidos em
grupos relacionados ao nivel de produgdo de citocinas, segundo dados da
literatura (TURNER et al., 1995; TURNER et al., 1997; FISHMAN et al.,
1998), sendo eles altos produtores: gendtipos [GG+GC], gendtipos [GA+AA]
e hapldtipo [GCC/GCC] para IL-6, TNF-a e IL-10, respectivamente;
produtores intermediarios: haplétipos [GCC/ACC] e [GCC/ATA] para IL-10; e
baixos produtores: gendtipo [CC] para IL-6, gendtipo [GG] para TNF-a e
haplotipos [ACC/ACC], [ACC/ATA] e [ATA/ATA] para IL-10. Nao foram
encontradas diferencas significativas nestas analises (Figura 6).
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Figura 6 — Avaliacdo dos niveis séricos de interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e dos niveis plasmaticos de interleucina-10 (IL-10) em fungao
dos seus respectivos polimorfismos genéticos. Polimorfismos genéticos divididos
em grupos relacionados a produgéo de citocinas; Polimorfismo -174G>C no gene da IL-
6: gendtipos [GG+GC]: altos produtores de IL-6; gendtipo [CC]: baixo produtor de IL-6.
Polimorfismo -308G>A no gene do TNF-a: gendtipos [GA+AA]: altos produtores de TNF-
a; genotipo [GG]: baixo produtor de TNF-a; Polimorfismos -1082G>A, -819C>T e -
592C>A no gene da IL-10: haplétipo [GCC/GCC]: alto produtor de IL-10; haplotipos
[GCC/ACC] e [GCC/ATA]: produtores intermediarios de IL-10; haplétipos [ACC/ACC],
[ACC/ATA] e [ATA/ATA]: baixos produtores de IL-10. Teste de Mann-Whitney para dois
grupos e Kruskal-Wallis seguido pela corre¢cdo de Bonferroni, para trés grupos. *O valor

de p<0,05 foi considerado significativo.
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6.4 ANALISE DE CORRELAGCAO ENTRE OS PARAMETROS AVALIADOS

Foi investigada uma possivel correlagdo entre os parédmetros
avaliados, conforme mostra a Tabela 8. O tempo pods-transplante se
correlacionou negativamente com a IL-6 (r=-0,195 ; p=0,032) (Tabela 8).

A IL-6 se correlacionou positivamente com o TNF-a (r=0,379;
p<0,0001) e negativamente com a IL-10 (r=-0,247; p<0,004). O TNF-a
também se correlacionou negativamente com a IL-10 (r=-0,377; p<0,0001),
como mostra a Tabela 8.

Tabela 8 — Analise de correlagao entre os parametros avaliados nos receptores

do transplante renal

Receptores do transplante renal

Parametros
r Y
Creatinina vs IL-6 -0,027 0,754
Creatinina vs TNF-a -0,0004 0,996
Creatinina vs IL-10 0,103 0,239
eRFG vs IL-6 -0,019 0,825
eRFG vs TNF-a -0,049 0,576
eRFG vs IL-10 -0,087 0,319
Tempo pos transplante vs IL-6 -0,195 0,032*
Tempo pos transplante vs TNF-a -0,029 0,750
Tempo pos transplante vs IL-10 0,060 0,514
IL-6 vs TNF-a 0,379 <0,0001*
IL-6 vs IL-10 -0,247 0,004*
TNF-a vs IL-10 -0,377 <0,0001*

Andlise de correlagao de Spearman. *Valor de p<0,05 foi considerado significativo.
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7 DISCUSSAO

7.1 CARACTERISTICAS CLINICAS E DEMOGRAFICAS DOS
INTEGRANTES DO ESTUDO

No presente estudo foram avaliados 146 receptores do transplante
renal. Destes pacientes, 91 eram do sexo masculino (62,3%) e 55 do sexo
feminino (37,7%) (Tabela 1). A maior porcentagem de individuos do sexo
masculino esta de acordo com um estudo sobre o perfil de receptores de
transplante de érgéos no Brasil, o qual detectou a maior prevaléncia do sexo
masculino no transplante renal (MARINHO; CARDOSO; ALMEIDA, 2011).
Estudos de outros continentes também encontraram dados semelhantes com
o predominio de homens transplantados renais (GUELLA; MOHAMED, 2011;
PUOTI et al., 2016).

Os efeitos prejudiciais da testosterona, como suas propriedades pro-
apoptoticas e pro-fibréticas, juntamente com um estilo de vida ndo saudavel e
uma maior ingestdo de conteudo proteico, predominante em homens, podem
ser as causas do maior numero de casos de insuficiéncia renal e,
consequentemente, do transplante de rim em homens em relagdo as
mulheres. Além disso, os efeitos renoprotetores dos estrogénios na idade
reprodutiva podem favorecer o menor numero de casos de transplante renal
em mulheres (CARRERO et al, 2018; ISEKI, 2008; SILBIGER;
NEUGARTEN, 2008).

Apesar da maior necessidade de realizar o transplante renal no sexo
masculino, no corrente estudo a mediana das idades nos homens foi
significativamente maior (48 anos) em relacdo a mediana das idades nas
mulheres (40 anos). Corroborando com este achado, um estudo demonstrou
diferenca significativa entre as idades de RTR do sexo masculino e do sexo
feminino, sendo a média das idades maior no grupo dos homens (AYAZ et
al., 2014). De maneira complementar, o tempo de sobrevida pos transplante
no presente estudo foi maior em homens em relacdo as mulheres, porém
sem diferenca significativa.

As condig¢des socioculturais, como um maior cuidado quanto a adeséao

ao tratamento e a dieta de homens transplantados por mulheres de sua
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familia, podem estar ligadas ao melhor desfecho do transplante em homens.
Por outro lado, condi¢cbes psicossociais mais comuns em mulheres, como a
depressdo, podem aumentar o risco de ndo aderéncia ao tratamento
medicamentoso (DE PASQUALE et al., 2014). Isto pode estar relacionado a
uma menor sobrevida de mulheres apos o transplante. Além disso, um
estudo recente demonstrou que a qualidade de vida em mulheres que sao
submetidas as terapias de reposicédo renal é pior quando comparada a dos
homens (CARRERO et al., 2018).

Contrariamente a este achado, Chen e colaboradores (2013) relataram
uma menor sobrevida em pacientes transplantados renais do sexo masculino
em relagao ao sexo feminino. O fator hormonal pode ter contribuido para este
achado, ja que o estradiol pode melhorar a fungdo do enxerto, além de
diminuir a infiltracdo celular, garantindo um melhor prognostico em pacientes
do sexo feminino (MULLER et al., 1999).

No presente estudo, foram encontrados maiores niveis de acido urico
em homens transplantados renais em comparagcdo as mulheres RTR. Em
concordancia, estudos revelaram que o sexo masculino influenciou, de forma
significativa, os niveis de acido urico em pacientes transplantados renais
(BANDUKWALA; HUANG; PRASAD, 2009; MIN et al., 2009).

Este dado ja era esperado, ja que os homens possuem niveis mais
elevados de acido urico em relacao as mulheres. Este fato € atribuido a maior
disponibilidade enddgena deste composto e a dieta com maior conteudo
proteico nos individuos do sexo masculino. Além disso, os homens possuem,
em geral, maior massa muscular que representa a principal fonte de purina,
produto necessario para a formacgéo do acido urico (KURAHASHI et al., 2013;
MORIWAKI et al., 2014).

O papel do acido urico no contexto renal € bem elucidado, sendo
constatada uma associagao entre os niveis plasmaticos de acido urico e a
progressdo da disfungdo renal. Apesar de ndo ser o biomarcador mais
importante, o acido urico foi considerado um fator de risco independente para
o desenvolvimento da DRC (ISEKI et al., 2004; SONODA et al., 2011).

Além do acido urico, no corrente estudo foram encontrados maiores
niveis de creatinina em RTR do sexo masculino em comparacao aos RTR do
sexo feminino. Esse achado também ja era esperado, ja que a massa
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muscular afeta diretamente os niveis de creatinina (LORI et al., 2013). Além
da massa muscular, multiplos fatores, como a ingestao dietética de proteinas,
a idade e a etnia, influenciam na acuracia da creatinina como indicador da
taxa de filtracdo glomerular (SANTOS; MARTINS, 2015). Devido a estes
fatores, o calculo do ritmo de filtragdo glomerular utiliza parametros, como o
sexo, a idade e a etnia, para fornecer dados mais precisos sobre a funcao
renal (LORI et al., 2013).

Apesar de sofrer inumeras interferéncias, a creatinina ainda é muito
utilizada na pratica clinica para monitorar e detectar a rejeicdo ao rim
transplantado. No entanto, de uma maneira geral, os niveis de creatinina
devem aumentar significativamente para que se detecte a disfungéo renal.
Isto faz com que este teste falhe na prevencao da perda precoce do enxerto
(JUNG; LEE; KWON, 2012; MOTA et al., 2017).

7.2 DETERMINACAO DAS FREQUENCIAS DOS POLIMORFISMOS EM
GENES DE CITOCINAS EM RECEPTORES DO TRANSPLANTE RENAL

As citocinas desempenham um papel importante nas respostas
inflamatérias e imunes e estdo diretamente relacionadas a complexa
patogénese de rejeicao ao enxerto renal (KOCIERZ et al., 2009). O controle
da expressao de citocinas pode ser modulado por polimorfismos em genes
correspondentes (HOPKINS, 2003) e a associagao entre estes polimorfismos
e o transplante renal permanece sem claras conclusdes.

Neste estudo, os polimorfismos que incluem variantes nos genes que
codificam o TNF-a (-308G>A), o TGF- 31 (codon +10T>C e cddon +25G>C),
a IL-10 (-1082G>A, -819C>T, -592C>A), a IL-6 (-174G>C) e o IFN-y
(+874T>A) foram avaliados quanto ao impacto na fungdo do enxerto e a
historia prévia de rejeicdo em pacientes transplantados renais. As populagdes
avaliadas estavam sob o Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), com excegéo
das populagdes distribuidas de acordo com o histérico de rejeigdo para os
polimorfismos -819C>T e -592C>A no gene da IL-10.

O EHW demonstra que os alelos se distribuem de forma aleatéria na
populagdo, ndo alterando suas frequéncias ao longo das geragdes. Desvios
no EHW podem ser causados por fatores de interferéncia, como selecao,
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endogamia, migragao e deriva genética, e também podem ser consequéncia
da estratificagdo populacional ou erros de genotipagem (NAMIPASHAKI;
RAZAGHI-MOGHADAM; ANSARI-POUR, 2015; SLATKIN et al., 2008). Neste
trabalho, o ultimo caso foi excluido pela revisao dos resultados encontrados.

O polimorfismo -308G>A localizado na regido promotora do gene do
TNF-a regula a produgéo desta citocina (HOFFMANN et al., 2009). O alelo A
foi relacionado ao aumento da atividade transcricional desta citocina e,
consequentemente, a produgdo elevada de TNF-a (WILSON et al., 1992;
TURNER et al., 1995; WILSON et al., 1997). No presente estudo, foi
encontrado uma maior frequéncia do alelo G e do gendtipo GG no grupo R1
(eRFG <60 mL/min/1,73m?) em relacdo ao grupo R2 (eRFG =260
mL/min/1,73m?) (Tabela 3). Além disso, foi encontrada uma maior frequéncia
do carreador do alelo A no grupo R2 em relagéo ao grupo R1 (Tabela 6).

De forma semelhante, Kocierz e colaboradores (2011) observaram
uma tendéncia a deterioragdo mais rapida da funcéo renal mensurada pelo
eRFG em pacientes com o gendtipo GG, ou seja, em pacientes cuja
expressao de TNF-a era considerada baixa, em relagdo aos gendtipos de alta
producgao desta citocina.

Adicionalmente, um estudo demonstrou que pacientes RTR
geneticamente predeterminados a serem baixos produtores de TNF-a s&o
menos capazes de responder a estimulos infecciosos por possuirem, além da
imunossupressao de rotina, uma inibigdo adicional das respostas imunes por
TNF-a (SAHOO; KANG; SUPRAN, 2000). Sabe-se que as infecgbes sao
muito comuns no transplante, sendo consideradas fatores que predispdem
uma menor sobrevida do enxerto (SOUSA et al., 2010).

Um possivel papel protetivo do alelo A foi relatado em um estudo que
encontrou uma associagdo significativa entre a presenga do alelo A e a
auséncia de rejeicdo crbnica ao enxerto em pacientes transplantados renais
que receberam o rim de doares vivos ou falecidos usuarios da terapia tripla
MMF, CSA e PDN (GENDZEKHADZE; RIVAS-VETENCOURT; MONTANO,
2006). Apesar do papel pro-inflamatorio de TNF-a ser mais relatado na
literatura, um estudo demonstrou o papel anti-inflamatério desta citocina na

regulacdo da resposta imune (MASLI; TURPIE, 2009). Isso explicaria, em
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parte, o melhor progndstico encontrado no presente estudo para RTR que
carreiam o alelo A.

De maneira distinta de nossos achados, outros estudos associaram os
genotipos alto produtores de TNF-a (AA e GA) ao pior prognostico de
receptores do transplante renal (NIKOLOVA et al, 2008; SANCHEZ-
FRUCTUOSO et al., 2016). Nesse sentido, um estudo demonstrou maiores
niveis séricos de creatinina, assim como uma maior incidéncia de episodios
de rejeicdo e um maior dano vascular em RTR com gendtipos altos
produtores de TNF-a em relagdo aqueles que possuiam genotipo de menor
producédo (POLI, 2000).

No presente estudo, ndo foram encontradas associagdes entre o
polimorfismo -308G>A no gene do TNF-a e a fungdo renal avaliada pela
creatinina sérica (Tabela 2 e Tabela 5) e entre o polimorfismo citado e a
historia prévia de rejeicdo em RTR (Tabela 4 e Tabela 7). Em concordéncia,
outras analises ndo conseguiram provar nenhuma associagdo entre o
polimorfismo -308G>A e a incidéncia de rejeicdo ou sobrevida do enxerto
renal a longo prazo (BRABCOVA et al., 2007; BREULMANN et al., 2007).

Os polimorfismos +10T>C e +25G>C no gene do TGF-B1 estédo
associados a variagao interindividual dos niveis de producéo desta citocina.
Os dois SNPs em conjunto resultam em trés grupos ligados ao nivel de
producédo in vitro de TGF-B1: alto produtor (T/T G/G e T/C G/G); produtor
intermediario (T/C G/C, T/T G/C e C/C G/G); e baixo produtor (C/C G/C, C/C
C/C, T/IT C/IC e T/C CIC) (AWAD et al., 1998; GE et al., 2014; PERREY et al.,
1998).

Em nosso estudo, foi observada uma maior frequéncia do alelo G
(polimorfismo +25G>C) no grupo REJ em relagdo ao grupo INDET (Tabela
4). Além disso, ndo foi encontrada nenhuma associagao entre o polimorfismo
+10T>C e o histérico de rejeicdo em pacientes RTR (Tabela 4).

Autores demonstraram uma relagéo entre os polimorfismos de TGF-31
e a disfungdo cronica do enxerto (NIKOLOVA et al., 2008). Além disso, uma
metanalise recente, demonstrou uma associacido entre os haplétipos de alta
producdo de TGF-B1 (T/T G/G e T/C G/G) e o risco de disfungéo crbénica do
enxerto (LIU et al., 2017). Evidéncias crescentes demonstram que o TGF-31
esta fortemente associado a patogénese da fibrose intersticial no rim
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(MASOLA et al., 2017; WANG et al., 2016). De certa forma, este fato justifica
a maior frequéncia do alelo G, alelo ligado a alta produgdo de TGF-1, no
grupo de pacientes transplantados renais com historico de rejeigao.

Outros estudos, no entanto, ndo mostraram associacdo entre os
polimorfismos de TGF-31 e a rejeigcdo ao enxerto em pacientes RTR (KARIMI
et al., 2012; MANCHANDA; MITTAL et al., 2008).

No presente estudo, as frequéncias dos polimorfismos de TGF-B1 nos
demais grupos avaliados (grupos de acordo com a creatinina e o eRFG) néo
mostraram nenhuma distingdo (Tabela 2 e Tabela 5 para creatinina e Tabela
3 e Tabela 6 para eRFG).

Um estudo em que a fungdo renal foi baseada no eRFG e/ou
proteinuria dos pacientes avaliados também n&o encontrou diferencas
significativas nas frequéncias dos polimorfismos de TGF-B1 entre o grupo
com fungao renal estavel e o grupo com agravamento da fung¢do renal (LA
MANNA et al., 2013).

Jiménez-sousa e colaboradores (2012) ndo demostraram relagao entre
o genodtipo GG (polimorfismo +25G>C) e a disfung&o do enxerto avaliada pela
creatinina. No entanto, neste mesmo estudo, foi demonstrado que o gendtipo
GC (polimorfismo +25G>C), ligado a producéo intermediaria de TGF-31, foi
relacionado a disfungdo crénica do enxerto com aumento acentuado de
creatinina sérica em RTR (JIMENEZ-SOUSA et al., 2012).

O promotor do gene /L-10 contém trés polimorfismos nas posi¢des -
1082G>A, -819C>T e -592C>A que influenciam a capacidade das células de
produzir IL-10 (LIU et al., 2012).

No presente estudo, a mesma frequéncia alélica foi observada entre
os polimorfismos -819C>T e -592C>A, o que sugere estarem ambos em
desequilibrio de ligagcdo. O mesmo desequilibrio foi encontrado em outro
estudo composto por pacientes transplantados renais de origem brasileira
(PLOTHOW et al., 2003).

N&o foram observadas diferengas significativas nas frequéncias dos
polimorfismos do gene IL-10 entre os grupos avaliados (creatinina, eRFG e
histérico de rejeigdo) no corrente estudo. Estes resultados estdo de acordo
com outros estudos que nao constataram nenhuma associagdo entre os

polimorfismos no gene de IL-10, a fungcdo do enxerto e a rejeicdo ao rim
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transplantado (BREULMANN et al., 2007; HU et al., 2016; RASHAD et al.,
2016; XIONG et al., 2015).

Khan e colaboradores (2010), no entanto, demonstraram que
receptores geneticamente predispostos a baixa expresséo de IL-10 sdo mais
suscetiveis a inflamagdao do enxerto possuindo alto influxo de células
inflamatdrias no intersticio do érgéo transplantado e altos indices de fibrose
intersticial e atrofia tubular. Além disso, uma metanalise relacionou o
haplétipo ACC, hapldtipo ligado a baixa expressao de IL-10, a um desfecho
desfavoravel no transplante renal (THAKKINSTIAN et al., 2009).

O polimorfismo na posigdo -174G>C no gene da IL-6 também foi
avaliado no corrente estudo. O alelo C esta associado a uma menor
expressdo de IL-6 (JIA et al., 2015). Nossas analises ndo sustentaram
nenhuma associagdo entre o polimorfismo -174G>C no gene da IL-6, a
funcao renal e o histérico de rejeigdo ao enxerto.

De forma semelhante, um estudo ndo conseguiu detectar diferenca
significativa na frequéncia do polimorfismo -174G>C entre RTR com fungéo
renal estavel e aqueles que possuiam diminuigdo da funcédo do enxerto (LA
MANNA et al., 2013). Assim como no presente estudo, Gaafar e
colaboradores (2014) n&o encontraram nenhuma associagdo entre o
polimorfismo de IL-6 e a rejeicdo ao enxerto renal.

Em contraponto, Kocierz e colaboradores (2011) demonstraram que
carreadores de genotipos com alto perfil de expressao de IL-6 (GG e GC)
foram caracterizados por um declinio mais rapido do eRFG em relagao
aqueles com baixo perfil de expressdo (CC). Além disso, um estudo
constatou que o gendtipo GG e o alelo G foram associados ao risco de
rejeicao ao enxerto (KARIMI et al., 2012). Pawlik e colaboradores (2008),
entretanto, reconheceram o carreador alélico G como um fator de protecao
para a sobrevida a longo prazo do rim transplantado.

O SNP +874T>A esta localizado no gene do IFN-y e o alelo T foi
previamente associado a maior producdo desta citocina (PRAVICA et al,
2000). No presente estudo, ndo foram encontradas diferengas significativas
quanto as frequéncias deste polimorfismo nos grupos avaliados.

De forma distinta aos nossos resultados, Karimi e colaboradores
(2012) demonstraram uma maior prevaléncia do alelo T em pacientes que
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apresentavam rejeigdo ao enxerto renal. Além disso, um estudo n&o associou
0 gendtipo de baixa producdo de IFN-y (AA) com rejeicdo aguda, sugerindo
que este gendtipo poderia ser considerado renoprotetor (ZIBAR et al., 2011).
Uma possivel explicacdo para estes resultados esta relacionada a atividade
imunoestimulatoria de IFN-y que pode causar a infiltragdo de linfécitos T
CD8+ no enxerto provocando sua destruigdo (DHAOUADI et al., 2013). No
entanto, o papel dessa citocina no desfecho do transplante renal permanece
inconclusivo.

Assim como no presente estudo, Piancatelli e colaboradores (2016)
nao encontraram nenhuma relagéo entre o polimorfismo +874T>A no gene de
IFN-y e a sobrevida do enxerto renal. Ademais, os autores ndo conseguiram
provar nenhuma associagdo entre este polimorfismo e as complicacbes
metabdlicas, infecciosas e cardiovasculares existentes no periodo pdés
transplante. Um outro estudo também n&o encontrou associagédo entre este
polimorfismo e a sobrevida do enxerto, ndo conseguindo relacionar o SNP
+874T>A com a rejeigédo ao rim transplantado (DHAOUADI et al., 2013).

7.3 AVALIACAO DOS NiIVEIS DE CITOCINAS EM PACIENTES
TRANSPLANTADOS RENAIS

7.3.1 Avaliacao dos niveis de citocinas em fungao da creatinina sérica,
do eRFG e da historia prévia de rejeigdo ao enxerto em RTR

No presente estudo, ndo foram encontradas diferencas significativas
na comparagao dos niveis de IL-6 em fungdo das concentragbes de
creatinina, do eRFG e da historia prévia de rejeicdo ao enxerto (Figura 3A,
3B e 3C, respectivamente).

Um estudo prévio do nosso grupo de pesquisa também n&o encontrou
diferencgas significativas na comparagéo dos niveis plasmaticos de IL-6, TNF-
a, IL-10 e de outras citocinas com a fungao renal avaliada pela creatinina em
RTR (MOTA et al., 2017).

De maneira distinta, um estudo demonstrou que o aumento dos niveis
de IL-6 estava relacionado a elevagdo da creatinina plasmatica,

especialmente nas primeiras duas semanas de transplante. Além disso, neste
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mesmo estudo, os autores demonstraram que a IL-6 foi associada a rejeicéo
ao enxerto e consideraram esta citocina uma boa ferramenta para a
monitorizagédo da fung&o renal (REINHOLD et al., 2012).

Outros autores constataram um aumento significativo de IL-6
circulante em RTR que apresentavam rejeigao (JIN et al., 2017; SONKAR et
al., 2013). Além disso, Mazanowska e colaboradores (2013) demonstraram
uma correlagao negativa entre o eRFG e os niveis urinarios de IL-6 em RTR.

No presente estudo, foram encontrados maiores niveis de TNF-a no
grupo ndoREJ em relagdo ao grupo INDET (Figura 3C). Para os demais
grupos avaliados, creatinina e eRFG, ndo foram constatadas diferencas
significativas (Figura 3A e 3B, respectivamente).

Apesar da atividade pro-inflamatoria de TNF-a estar bem estabelecida,
foi demonstrado que a expressdo de TNFR2, um receptor de TNF-a, e de
TNF-a por APCs tratadas com TGF-B3 é critica para a indugcédo da tolerancia
imunologica por um desvio na resposta imune do tipo Th1 (HECKER;
NIIZEKI; STREILEIN, 1999; MASLI; TURPIE, 2009).

De forma contraria aos nossos resultados, altos niveis de TNF-a foram
encontrados em RTR com rejeicdo ao enxerto (BUDAK et al., 2015; SONKAR
et al., 2013). Aléem disso, Budak e colaboradores (2015) encontraram uma
correlagdo negativa entre os niveis de TNF-a e o eRFG no poés transplante
renal. Em outro estudo, a expressdo elevada de TNFR2 também se
correlacionou com a funcdo renal e foi associada a maiores niveis de
creatinina em pacientes transplantados (HOFFMANN et al., 2009).

As analises do corrente estudo nao demonstraram diferencas
significativas na comparagéo dos niveis de IL-10 com a fungao renal avaliada
por creatinina e pelo eRFG e na comparacao entre os niveis de IL-10 e a
historia prévia de rejeicdo ao enxerto (Figura 3A, 3B e 3C, respectivamente).

De forma semelhante, um estudo n&o demonstrou nenhuma
associacdo entre os niveis de IL-10 e a rejeicdo ao enxerto renal (GARCIA-
COVARRUBIAS et al., 2016). Adicionalmente, Mota e colaboradores (2017)
também nao relacionaram os niveis de IL-10 com a funcéo renal.

Em alguns estudos, a expressdao aumentada de IL-10 foi encontrada
em receptores do transplante renal com tolerancia imunoldgica ao enxerto
(NEWELL et al., 2010; NOVA-LAMPERTI et al., 2016) e os niveis de IL-10
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tiveram uma correlagdo negativa com os niveis séricos de creatinina em RTR
considerados estaveis (MA et al., 2015). No entanto, em outros estudos, o
aumento dos niveis de IL-10 foi associado a rejeicdo ao enxerto e a pior
funcao renal avaliada pela creatinina sérica. Nesse caso, o aumento de IL-10
em pacientes com um pior prognostico seria explicado pela capacidade de IL-
10 em limitar e regular o processo inflamatério (EDEMIR et al., 2008;
ELNOKEETY; SHAKER; FAYED, 2017).

7.3.2 Avaliagao da razao entre citocinas em fun¢ao da creatinina sérica,

do eRFG e da historia prévia de rejeigdo ao enxerto em pacientes RTR

No transplante, a resposta imune e o dano renal estdo estreitamente
relacionadas a inflamagdo regulada por mediadores pré-inflamatérios. A
inflamacéao €, por sua vez, suprimida por um controle regulatério comumente
associado a agao de citocinas anti-inflamatérias (ZHANG et al., 2015). Dessa
forma, a utilizagdo da razdo entre os niveis de citocinas pro-inflamatoérias e
anti-inflamatérias no transplante € plausivel e pode ser considerada um
potencial biomarcador a ser investigado. Ainda assim, poucos séo os estudos
que relacionam a razao de citocinas ao transplante renal.

No presente estudo, ndo foram observadas diferengas significativas da
razado entre os niveis de IL-6 e IL-10 em funcdo das concentracdes de
creatinina, do eRFG e da histéria prévia de rejeicdo ao enxerto (Figura 4A,
4B e 4C, respectivamente).

Kaneda e colaboradores (2006) demonstraram que a razdo entre os
niveis de IL-6 e IL-10 detectados no pulmdo do doador no periodo pré-
transplante pode predizer significativamente a mortalidade do receptor apos o
transplante pulmonar. A raz&o IL-6/IL-10 foi considerada pelos autores o
melhor marcador para prever o desfecho do transplante. Kaneda e
colaboradores (2006) ainda ressaltaram que a analise do balango de
citocinas é mais informativa do que a analise de uma unica citocina isolada.

No corrente estudo, ndo foram observadas diferencas significativas da
razao entre os niveis de TNF-a e IL-10 em funcdo das concentragdes de
creatinina e do eRFG (Figura 4A e 4B, respectivamente). A analise da razdo
TNF-a/IL-10 em fungdo da histéria prévia de rejeigdo, por sua vez, mostrou
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diferengas entre os grupos. Esta razdo foi significativamente maior no grupo
naoREJ quando comparada aos demais grupos (REJ e INDET) (Figura 4C).
Este resultado, juntamente com outros resultados do presente estudo citados
anteriormente, nos indicam que TNF-a pode estar apresentando um papel
anti-inflamatério nos RTR avaliados. No entanto, mais estudos sé&o
necessarios para comprovar seu mecanismo de agao no transplante.

De forma oposta aos nossos resultados, uma diminuigdo da razéo IL-
10/TNF-a foi associada a piores desfechos do transplante apds trés anos de
seguimento em um estudo que acompanhou pacientes transplantados renais
com rejeicdo e RTR com funcgéo estavel do enxerto. Os autores encontraram
niveis de IL-10 similares entre pacientes com funcéo renal estavel e rejeicéo
ao enxerto. No entanto, foi detectado maiores niveis de TNF-a em pacientes
com rejei¢cdo, o que contribuiu para a diminuicdo da raz&o entre IL-10 e TNF-
o (CHERUKURI et al., 2014).

Além disso, em um estudo sobre a infec¢ao por citomegalovirus (CMV)
em RTR, infecgdo esta que pode diminuir significativamente a sobrevida do
enxerto (BROWNE et al, 2010), Nordgy e colaboradores (2000)
demonstraram que os pacientes com infeccdo assintomatica tinham um
aumento significativo na raz&o IL-10/TNF-a. Em contraste, foram detectados
altos niveis de TNF-a e moderados niveis de IL-10 em pacientes com
infeccdo por CMV sintomatica, demonstrando que o balango entre essas
citocinas pode contribuir para a infeccdo e suas manifestagdes clinicas,
sugerindo seu uso como um biomarcador no transplante (NORDQY et al.,
2000).

7.3.3 Avaliagdao dos niveis de citocinas em funcao do tempo poés
transplante

A analise dos niveis de citocinas em fungdo do tempo pos transplante
(T1: 1 a 24 meses; T2: 25 a 60 meses; T3: 61 a 120 meses e T4: acima de
120 meses) destacou o aumento de IL-6 nos subgrupos T1 e T3 e a elevagao
de IL-10 no subgrupo T2 (Figura 5).

E importante ressaltar que pacientes que possuem elevagdo de

citocinas pro-inflamatdérias antes do transplante tém enxertos mais



87

vulneraveis ao ataque de mecanismos imunes inatos e adaptativos como
consequéncia da alta atividade inflamatoria (FITZGERALD; JOHNSON;
PEREZ, 2004). Estudos constataram que pacientes que fizeram HD antes da
realizacao do transplante possuem elevados niveis séricos de IL-6 e TNF-a
no periodo pos transplante (LIMA et al., 2011; RYSZ et al., 2006). No
presente estudo, apesar de ndo termos dosado os niveis de citocinas no
tempo pré-transplante, cerca de 70% dos pacientes fizeram HD antes da
transplantagdo. Além disso, essa porcentagem provavelmente deve ser
maior, ja que 28% dos pacientes avaliados n&o tinham essa informacéo
relatada no prontuario médico.

Lima e colaboradores (2011) foram, em parte, concordantes ao nosso
estudo ao demonstrarem que os niveis de IL-6 e TNF-a que estavam
elevados no periodo pré-transplante permaneceram altos no poés-transplante
imediato, reduzindo em 30 dias e aumentando novamente em 180 dias apds
o transplante. Os autores ressaltam que as concentracbées de marcadores
inflamatdrios, tais como IL-6, TNF-a e IL-2, representam uma op¢ao de
monitorizag&o a longo prazo no transplante renal.

Um estudo observou que no periodo de pré-transplante imediato,
marcadores proé-inflamatérios como IL-6, TNF-a e proteina C reativa (PCR),
assim como marcadores do estresse oxidativo, estavam significativamente
elevados quando comparados aos do grupo controle. De forma contraria aos
nossos resultados, segundo os autores, nos primeiros meses pos-transplante
houve um declinio rapido e significativo em todos os biomarcadores
inflamatdrios avaliados indicando restauracéao da fungao renal por reducéo do
estresse oxidativo e diminuigdo do processo inflamatério (SIMMONS et al.,
2005).

Cueto-Manzano e colaboradores (2005), por sua vez, notaram que
ap6s uma reducao inicial nos niveis séricos de TNF-a e IL-6 aos 6 meses
apo6s o transplante renal, os niveis dessas citocinas aumentaram no décimo
segundo e no décimo oitavo més. Este dado mostra uma concordancia
parcial no que se refere aos maiores niveis de IL-6 encontrados no presente
estudo durante os primeiros dois anos pos-transplante.

Uma associagao entre a elevagcdo na concentracao de IL-6 no periodo
pos-transplante de pulmao e a rejei¢cao e a diminuigdo do tempo de sobrevida
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do 6rgao transplantado foi encontrada (HALL et al., 2012). Além disso, um
estudo demonstrou que o processo inflamatério continuo durante o periodo
de cinco anos apds o transplante renal requer um esfor¢co adicional para
prolongar a sobrevida do enxerto (OZDEMIR et al., 2007). Diante disso, &
interessante pontuar que a investigagdo a longo prazo de marcadores
inflamatorios como ferramentas potenciais no diagnostico e monitoramento
de lesdo renal e o consequente controle da inflamagcdo parecem ser
fundamentais para garantir um melhor desfecho do transplante.

De forma distinta da IL-6, a IL-10 tem como principais funcdes o
controle da inflamacdo e a imunomodulagdo, limitando a resposta imune
adaptativa. A ideia de que a IL-10 se eleva in vivo vem sendo sustentada pelo
seu mecanismo contra-regulatério sendo, portanto, uma resposta
compensatéria no contexto de uma intensa inflamagdo sistémica
(FITZGERALD; JOHNSON; PEREZ, 2004). De fato, no presente estudo, os
niveis significativamente aumentados de IL-10 foram observados apos dois
anos de transplante, o que coincide com a reducdo dos niveis de IL-6,
sugerindo um controle do processo inflamatorio.

Em um experimento com modelo animal, niveis aumentados de IL-10
resultaram em uma redugdo significativa na glomeruloesclerose e fibrose
intersticial e em um menor grau de proteinuria com consequente reducéo da
lesdo do rim (MU et al., 2005). Além disso, foi demonstrado que a inibigdo da
IL-10 piora a fungdo do rim, estando diretamente associada ao
comprometimento das caracteristicas histologicas renais (SUMMERS et al.,
2011). Isso demonstra que IL-10 tem papel importante na manutencédo da
funcédo renal estavel. Apesar disso, sua expressdo anormal, transitéria ou
prolongada, parece ser um mecanismo compensatorio e parece estar ligada
a progressao de disturbios renais (SINUANI et al., 2013).

Ainda que a regulacao positiva de IL-10 esteja associada, em alguns
estudos, a rejeicdo crbnica e a pior sobrevida do enxerto (ELNOKEETY;
SHAKER; FAYED, 2017; HUESO et al., 2010), em outros estudos, a
expressdo aumentada de IL-10 foi associada a tolerancia imunoldgica ao
enxerto (NEWELL et al., 2010; NOVA-LAMPERTI et al., 2016). Sabe-se que
os primeiros dois anos de transplante s&o os mais criticos e de maior

instabilidade imunoldgica. Com o aumento do tempo pos transplante, comeca
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a se pensar em tolerancia imunologica do orgdo transplantado. Essa
tolerancia € intrinsecamente relacionada ao sucesso do transplante e
consiste em um mecanismo de adaptacao do sistema imune do receptor ao
reconhecer aloantigenos do doador com controle sobre a auto reatividade.
Esse mecanismo € regulado ndo so6 pela agdo de imunossupressores, Como
também pelo equilibrio entre citocinas pro-inflamatorias e reguladoras
(SAKAGUCHI; WING; YAMAGUCHI, 2009).

No presente estudo, o aumento significativo de IL-10 apds dois anos
de transplante pode estar relacionado ao desenvolvimento da
imunotolerancia ao enxerto, ja que esta citocina possui um papel decisivo
neste processo (AKDIS et al, 2011) e ja que nao foram constatadas
elevagdes significativas de citocinas pro-inflamatérias no periodo T2. Além
disso, nossos dados mostraram um aumento dos niveis de IL-6 no periodo
T3. Este resultado pode ser explicado pelo descuido frequente da terapia
farmacoldgica com a diminuigdo da preocupagao em relagdo ao transplante
ao longo dos anos. Assim, o paciente com fungdo renal estavel por um
periodo consideravel pode n&do manter um controle rigoroso de sua saude e
isso pode ativar novamente a resposta inflamatéria ocasionando o aumento

de niveis de citocinas pro-inflamatoérias, tais como a IL-6 (MOTA et al., 2013).

7.3.4 Avaliagdao dos niveis de citocinas em fungdo de seus
polimorfismos genéticos

No presente estudo, ndo foram encontradas associagdes entre os
polimorfismos de IL-6, TNF-a e IL-10 e os respectivos niveis plasmaticos
destas citocinas em pacientes transplantados renais, sugerindo que os niveis
destas citocinas podem ser regulados por fatores além dos genéticos (Figura
6).

Raros sdo os estudos que associam os polimorfismos em genes de
citocinas aos niveis plasmaticos destas citocinas em pacientes
transplantados renais (BAMOULID et al., 2006; KRAJEWSKA et al., 2009;
MELK et al., 2003).

Um estudo envolvendo RTR demonstrou que individuos carreadores
do alelo G (polimorfismo -174G>C no gene da IL-6) tinham niveis plasmaticos
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mais elevados de IL-6 (BAMOULID et al., 2006), de forma distinta aos
resultados encontrados no corrente estudo.

Assim como no presente estudo, Krajewska e colaboradores (2009)
nao conseguiram demonstrar uma associagao entre o polimorfismo -174G>C
no gene de IL-6 e as concentragdes plasmaticas de IL-6 em 125 RTR
avaliados. Além disso, Hameed e colaboradores (2018) também néo
encontraram uma relagéo entre o polimorfismo -174G>C no gene de IL-6 e a
expressao desta citocina em pacientes com doenca renal do diabetes.

Outros estudos encontraram uma relagdo significativa entre o
polimorfismo -308G>A no gene de TNF-a e os niveis desta citocina. Alguns
autores, por exemplo, demonstraram que pacientes com o gendtipo AA
(polimorfismo -308G>A) possuiam um significativo aumento de TNF-a em
pacientes com doencga renal em estagio terminal e em pacientes com doenca
renal do diabetes (HAMEED et al., 2018; SINGH et al., 2015).

Em concordancia com nossos achados, pesquisadores néo
observaram a associacdo entre os niveis de TNF-a e o polimorfismo -308
G>A na doenca renal cronica (VAZQUEZ—HUERTA et al., 2014). No entanto,
€ importante considerar que existem outras variantes localizadas na regido
promotora do gene de TNF-a que também podem contribuir para a alteragcédo
de sua expressdo (SCHULZ et al., 2004; VAZQUEZ-HUERTA et al., 2014). A
mesma hipotese pode ser aplicada para as demais citocinas avaliadas.

E importante ressaltar também que os niveis de citocinas podem ter
sido influenciados pela terapia imunossupressora e medicamentosa dos
pacientes transplantados renais avaliados. A terapia imunossupressora tem
efeito negativo sobre a expressdo génica de algumas citocinas. Os
corticoesteroides, por exemplo, inibem importantes fatores imunorreguladores
como o fator nuclear kappa B, envolvido na transcricdo de diversos genes
ligados a resposta inflamatdria, como os genes das citocinas IL-2, IL-6, IFN-y
e TNF-a. Assim como os corticoesteroides, os agentes inibidores da
calcineurina, como o TAC e a CSA, também inibem a produgao de citocinas
pré-inflamatérias, além de prevenirem a ativacédo de células T pela inibicdo de
calcineurina. O arsenal terapéutico inclui outros medicamentos que suprimem
a resposta imune, alterando o perfil de citocinas (COOPER & WISEMAN,
2010; DUNCAN; WILKES, 2005). Além dos medicamentos
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imunossupressores, cerca de 38,4% dos pacientes do presente estudo
utilizavam estatinas/fibratos que também possuem efeitos anti-inflamatérios
conhecidos (ELMASRY et al., 2017; ITO et al., 2002; MCFARLAND et al.,
2018).

Faz-se necessario destacar que todos os pacientes faziam uso da
terapia imunossupressora, o que pode ter influenciado nos niveis de citocinas
encontrados no corrente estudo. No mesmo sentido, outro estudo discutiu os
efeitos da imunossupressao sobre a expressao de citocinas, evidenciando a
terapia como um fator interferente, o qual ndo possibilita a quantificacdo
plasmatica precisa de citocinas em pacientes transplantados renais
(MCDANIEL et al., 2003).

De forma semelhante aos resultados obtidos no presente estudo, um
estudo que acompanhou criangcas transplantadas renais com disfuncéo
cronica do enxerto e com fungdo renal estavel ndo conseguiu provar a
associagao entre os polimorfismos -1082G>A, -819C>T e -592C>A no gene
da IL-10 e -308G>A no gene do TNF-a e a expressdo das respectivas
citocinas (MELK et al., 2003). O fato da populagéo avaliada ser composta por
criangas constitui uma diferenca importante em relacéo ao presente estudo. A
resposta imune é mais reativa nesta populacdo quando comparada a
populagado adulta (ETTENGER, 1992).

De maneira oposta, estudos demonstraram que os gendtipos de alta
producao de IL-10 estavam relacionados a maiores niveis séricos de IL-10
em pacientes com doengas autoimune (AYDINGOZ et al., 2015; JAHID et al.,
2018). Além disso, Kung e colaboradores (2010) demonstraram que o
genotipo AA (polimorfismo -592C>A no gene de IL-10) estava associado a
um menor nivel plasmatico de IL-10 em pacientes com doenga renal do

diabetes.
7.4 ANALISE DE CORRELACAO ENTRE OS PARAMETROS AVALIADOS
No corrente estudo, a IL-6 se correlacionou positivamente com o TNF-

a e negativamente com o tempo poés transplante e com a IL-10. Além disso,
foi encontrada uma correlagdo negativa entre TNF-a e IL-10 (Tabela 8).
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Assim como no presente estudo, outros estudos encontraram uma
correlagao positiva entre IL-6 e TNF-a (DE SERRES et al., 2011; MIHAI et al.,
2016; UZUN et al., 2016). Em modelos animais foi demonstrado que a IL-6 e
o TNF-a isolados ou em combinagdo podem promover respostas mediadas
por células T, afetando a capacidade supressora de Tregs e ativando as
células T efetoras (DOMINITZKI et al., 2007; SHEN; GOLDSTEIN, 2009). No
entanto, a agao destas citocinas no transplante renal ainda ndo é clara.

De forma distinta aos nossos dados, um estudo ndo constatou
diferengas entre os niveis de IL-6 em diferentes tempos pos transplante
(MOTA et al., 2013). Outras analises, no entanto, demonstraram um aumento
de IL-6 em 6 meses apos o transplante (LIMA et al., 2011) ou uma diminuigéo
de IL-6 neste periodo (CUETO-MANZANO et al., 2005), verificando uma
certa relacdo entre o tempo pos transplante e os niveis de IL-6, ainda que
inconclusiva.

No presente estudo, a correlagdo negativa encontrada entre IL-6 e IL-
10 e entre TNF-a e IL-10 pode ser explicada pelo balango regulatério
existente entre estas citocinas. A ativacdo de mediadores inflamatérios induz
a producao de IL-10 que, por sua vez, limita e inibe a produgao de citocinas
pré-inflamatérias (GIRNDT et al., 1995; STENVINKEL et al., 2005). Dessa
forma, IL-10 regula negativamente a produgédo das citocinas IL-6 e TNF-a
(BRUNET, 2012).

Uma continuidade nos estudos do papel de citocinas pro-inflamatérias
e reguladoras, além do estudo da influéncia genética sobre seus niveis,
poderiam auxiliar no melhor entendimento da resposta imune apds o
transplante renal e, consequentemente, ser utilizada como uma ferramenta
chave no monitoramento clinico e no progndstico de pacientes transplantados

renais.
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8 CONCLUSOES

O polimorfismo -308G>A no gene de TNF-a foi associado a fungao do
enxerto caracterizada pelo eRFG.

Maiores niveis de TNF-a e maior razdo TNF-a/IL-10 foram
encontrados em pacientes que nao tinham histérico de rejeicdo ao enxerto,
evidenciando um possivel papel anti-inflamatério desta citocina no
transplante renal.

A dosagem de TNF-a e a genotipagem de seus polimorfismos,
particularmente o polimorfismo -308G>A, poderiam ser utilizadas como
potenciais estratégias na previsado da funcédo do enxerto e do desfecho clinico
de pacientes transplantados renais.

O polimorfismo +25G>C no gene de TGF-B1 foi associado aos
episodios prévios de rejeicdo. A analise deste polimorfismo poderia constituir
uma ferramenta promissora no monitoramento do transplante renal.

As citocinas IL-6 e IL-10 foram associadas ao tempo pdés-transplante e
o balanco entre estas citocinas poderia estar relacionado ao aumento ou a
diminui¢cdo da sobrevida do enxerto.

Estudos futuros sdo necessarios para compreender melhor o impacto

destas citocinas e de seus polimorfismos no transplante renal.
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9 PERSPECTIVAS DE ESTUDO

Realizar a determinagéo dos polimorfismos em genes de citocinas do doador
(doadores vivos) e verificar se existe alguma influéncia na fungéo renal e no

desenvolvimento da rejeicdo ao enxerto;

Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos em genes
de citocinas nos RTR de acordo com o tempo pdés-transplante, avaliando os

efeitos destes polimorfismos na sobrevida do enxerto;

Quantificar os niveis plasmaticos das citocinas TGF-1 e IFN-y e relaciona-
los aos seus polimorfismos genéticos, aos marcadores da funcdo renal

avaliados, ao historico de rejeicao e ao tempo pos-transplante;

Aumentar o tamanho amostral na tentativa de recrutar e avaliar todos os
pacientes transplantados renais atendidos no Ambulatério de Transplantes do
Hospital das Clinicas da UFMG;

Avaliar os niveis plasmaticos e urinarios das citocinas avaliadas ao longo dos
anos por meio de um estudo longitudinal dando continuidade a avaliagéo
clinica e laboratorial dos RTR do presente estudo.
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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: Associacao de niveis e polimorfismos em genes de citocinas com
a funcgao renal de pacientes transplantados

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

Vocé esta sendo convidado a participar como voluntario(a) de uma pesquisa
cientifica intitulada como: “Associagdo de niveis e polimorfismos em genes de citocinas
com a funcgao renal de pacientes transplantados”, que esta descrita a seguir:

A perda do enxerto por mecanismos diversos de rejeicdo e a ocorréncia de
complicagdes cardiovasculares ainda sado frequentes no pos-transplante renal. A
inflamagcdo, 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 a mortalidade cardiovascular e
ao risco de rejeicdo. Na década de 1960, os transplantes de 6rgaos foram iniciados no
Brasil, mas nao evoluiram naquela época, em razao da baixa sobrevida dos receptores.
Atualmente, com o aprimoramento de técnicas cientificas, o Brasil dettm o maior
programa publico de transplantes de 6rgaos e tecidos do mundo, destacando-se pelo
crescente numero de transplantes realizados a cada ano.

Esta pesquisa visa esclarecer sobre as alteragdes laboratoriais em exames de
pacientes transplantados renais, que possam contribuir para o melhor tratamento e
monitoramento poés-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
Resolugéo 466/12 do Conselho Nacional de Saide do Ministério da Saude.

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

Nome: Género:
Identidade: Org&o Expedidor:
Data de Nascimento: / / Médico:
Telefone: Tempo de Tx:

2. Objetivo da pesquisa:

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Pagina 1 de 4
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Investigar os polimorfismos em genes de citocinas pré-inflamatérias e reguladoras e os
niveis de citocinas em pacientes submetidos ao transplante de rim, sem sinais clinicos de
rejeicao, distribuidos em subgrupos de acordo com o0s niveis séricos de creatinina e o
ritmo de filtracdo glomerular estimado.

3. Descricdo detalhada e explicagao dos procedimentos realizados:

Sua participagcado € voluntaria e se dara por meio de uma puncado venosa de amostras
sanguineas, com agulhas estéreis e descartaveis e tubos a vacuo, também estéreis. Os
riscos decorrentes de sua participacdo na pesquisa envolvem possiveis incémodos
durante a pungao venosa, como dor local, tonteira ou sensacdo de desmaio e, apds a
coleta, o possivel surgimento de uma mancha roxa (hematoma), devido ao
extravasamento de sangue de um vaso sanguineo. Geralmente ndo ha complicacdes e
essa mancha roxa desaparece em poucos dias.

Descrigcao dos desconfortos e riscos da pesquisa:
(X) Risco Minimo () RiscoBaixo ( )Risco Médio ( ) Risco Alto

4. Descricao dos beneficios da pesquisa:

Se vocé aceitar participar, estara contribuindo para a confirmacédo ou a exclusdo das
hipéteses geradas em torno das alteracbes 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 prevengao de diversas complicacbdes associadas ao transplante de rim.

5. Despesas, compensagoes e indenizagoes:

Vocé nao 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 nao tera compensacdo financeira relacionada a sua
participacdo nessa pesquisa.

6. Direito de confidencialidade:

Vocé tem assegurado que todas as suas informagbes 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 poderao ser publicados com fins cientificos, mas sua identidade sera mantida
em sigilo.

7. Acesso aos resultados da pesquisa:
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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 a continuidade de seu cuidado e/ou
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 duvidas acerca de
procedimentos, riscos, beneficios, etc., através dos contatos abaixo:

Professora orientadora e responsavel pela pesquisa: Ana Paula Lucas Mota
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 instituicao responsavel
pela mesma, para esclarecimento de eventuais duvidas acerca dos procedimentos éticos,
através do contato abaixo:

Comité de ética do campus da UFMG

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

email coep@prpqg.ufmg.br
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

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

Ficaram claros para mim quais sao os propésitos 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 participacao € isenta de
despesas e que tenho garantia do acesso aos pesquisadores e a instituicao de ensino.

Tive tempo suficiente para decidir sobre minha participacao 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 autorizagao
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 divulgagédo dos mesmos, sempre preservando minha identidade.

Assino o presente documento em duas vias de igual teor e forma, ficando uma em minha
posse.

Belo Horizonte, de de

Voluntario

Pesquisador Responsavel
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Ficha Clinica

TES TRANSPLANTADOS RENAIS™

"AVALIAGAO DE MARCADORES GENETICOS, INFLAMATORIOS E HEMOSTATICOS EM PACIEN-

Numero de ID do participante: Data da coleta: o\ Prontuario:
1. Identificagao:
Nome: DN: 0\ Sexo:
Naturalidade: Endereco:
Cidade: Estado: CEP: Tel:
Etnia: Médico: Outras Infos:
2. Dados Clinicos:
2
a) Peso (Kg): Altura (m) IMC (Kg/m ) b) Didlise\Tempo:
c) Doencga base: d)Comorbidades:
e) Data do Tx renal: \ \ f) Doador (tipo\idade\sexo) : \

g) Imunossupressores:

h) Outros medicamentos:

i) Tabagismo? j) Consumo de bebida alcool.?

k) Pratica de exercicio fisico? I) Tipo sanguineo:

m) Histéria famili-

ar de DRC: n) PA: \ 0) Rejeigao prévia\data\
inducéo:
Dados Laboratoriais -Data: ____ \ \

Hemograma lonograma Bioquimica Bioquimica
HmM\Ht\Hb: \ \ Na\k: \ Creat: BD\BT: \
GL: Mg\P\Cl: \ \ Uréia: Nivel Med_____:
Seg\Bast: \ Ca\Cai: \ Ac. trico: Albumina:
Baso\Eos: \ Urina HbA1c: Globina:
Linf\Mono: \ DU\pH: \ Glico JJ: LDH:
Plag: Micro\Prot: \ TGO\AST: Colest T:
VCM\HCM: \ Prot. 24h: TGP\ALT: HDL\LDL: \
PTTA: c: \p: Alb\Creat: FAL\GGT: \ VLDL\TGL:
RNINTP: \c: p: Sedimentos: CKT Outros:
Outros: Outros: Outros: Outros:

Imuno (Receptor) Imuno (Doador)

HLAA: B: DR: HLA A: B: DR:
PRA PRE (data): Prova Cruzada: | as:
PRA POS (data): Outros:
Bibpsia: Infeccdes pos-Tx:
Outros:
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APENDICE C - Detalhamento da extragao do DNA pelo kit Biopur Mini
Spin

A proteinase K foi previamente preparada com a adi¢ao de 1,35mL de
Tampao de Proteinase e o Tampao de Eluicdo S foi pré-aquecido a 56°C. Foi
realizada a transferéncia de 200uL de sangue total de cada paciente para
microtubos de centrifugagao de 1,5mL. Em cada microtubo contendo sangue
total foram adicionados 25uL de Proteinase K seguido da adigao de 200uL de
tampéo de Lise S.

ApoOs a adigdo dos reagentes, os microtubos foram homogeneizados
vigorosamente em vortex para a obtengdo de um alto rendimento e pureza de
DNA. Os microtubos foram incubados a 56°C por 15 minutos e, a cada 5
minutos desta etapa, foram novamente homogeneizados em vortex. Para a
precipitagdo do DNA, foram adicionados 210uL de etanol 99,8% nos
microtubos. O conteudo de cada microtubo foi transferido para o Tubo Spin S
e centrifugado por 1 minuto a 11.000 RPM. O tubo de coleta com o filtrado foi
descartado e o tubo-filtro foi colocado sob um novo tubo de coleta.
Posteriormente, foram adicionados 500uL de Tampdo de Lavagem Sl e os
Tubos Spin S foram centrifugados por 1 minuto a 11.000 RPM. O filtrado foi
descartado e o tubo de coleta foi recolocado sob o tubo-filtro. Para remover o
etanol residual, foi realizada a centrifugagado por 1 minuto a 11.000 RPM. O
tubo-filtro foi colocado em um tubo de Eluicdo S e foram dispensados 200uL
de Tamp&o de Eluicdo S previamente aquecido diretamente sobre a
membrana de silica do tubo-filtro. Os tubos de Eluicdo S foram incubados por
1 minuto a temperatura ambiente e centrifugados por 1 minuto a 11.000
RPM.
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APENDICE D - Detalhamento da determinacio dos niveis plasmaticos
de IL-10 por ELISA

Foram adicionados 50uL do Diluente de Ensaio RD1W nos pogos
correspondentes as amostras teste. Nos pogos apropriados, foram
adicionados 200uL de amostras padrao, controle e de plasma citratado. A
placa foi incubada por 2 horas em temperatura ambiente, o conteudo dos
pocos foi retirado por inversido e a placa foi lavada manualmente por 4 vezes
utilizando 400uL de Tampéao de Lavagem por pogo.

Posteriormente, foram adicionados 200uL de Anticorpo Anti-IL-10
Humano Conjugado em cada pogo e a placa foi novamente incubada por 2
horas em temperatura ambiente. A etapa de lavagem foi repetida e 200uL de
Solugédo de Substrato foram adicionados a cada pogo. Em seguida, a placa
foi incubada por 30 minutos em temperatura ambiente em local protegido da
luz. Apds a incubacdo, foram adicionados 50uL de Solugcdo de Parada em
cada poco e foi observada uma mudanca da coloragdo azul para coloragao

amarela.
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APENDICE E - Detalhamento da quantificagio de TNF-a e IL-6 por
Multiplex

Para a realizagdo do teste, foram adicionados 200uL de tampao de
ensaio em cada pogo da placa. A placa foi selada e colocada sob agitagéo
por 10 minutos em temperatura ambiente. O tamp&o de ensaio foi removido
por inversdo da placa em papel toalha limpo. Foram adicionados 13uL de
amostra padrao e amostra controle nos pogos apropriados e 13uL de tampéo
de ensaio nos pogos correspondentes as amostras teste. Posteriormente,
foram adicionados 13uL da solugdo matriz em todos os pogos da placa e
13uL de cada amostra de soro (diluicdo 1:2) em seus respectivos pogos.
ApoOs a adigdo das beads (13uL), a placa foi selada e incubada por 2 horas
com agitacdo em temperatura ambiente. Esse passo permitiu que anticorpos
especificos localizados na superficie das beads “capturassem” seus
respectivos antigenos presentes nas amostras de soro garantindo a sua
detecgao simultanea.

O conteudo dos pocos foi retirado por inversédo e a placa foi lavada 3
vezes com 200uL de tampéao de lavagem. Em cada pogo, foram adicionados
25L de anticorpo de detecgao. A placa foi selada e incubada por 30 minutos
em temperatura ambiente com agitagdo. Para a ligacdo aos anticorpos de
detecgao, foram adicionados 25uL de estreptavidina-PE nos pogos. A placa
foi novamente selada e incubada por 30 minutos em temperatura ambiente
com agitacdo. A etapa de lavagem foi repetida e foram adicionados 120uL de
solugdo tampao sheath fluid em todos os pogos. Por fim, foi feita a
ressuspensao das beads por 5 minutos em agitador de microplacas.
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