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I. INTRODUCAO

Os experimentos iniciais em transplantagdo de o6rgaos, realizados em
animais, datam do principio do século XX. O primeiro aloenxerto renal, em
humanos, foi feito em 1936, na Ucrania. Porém, a falta de éxito nas tentativas
de transplantar 6rgdos entre seres humanos geneticamente diferentes ¢ a falta
de conhecimentos que elucidassem os problemas encontrados, levou ao
abandono dos transplantes naquele momento (1-3).

No inicio da década de 50, os insipientes conhecimentos dos
mecanismos imunoldgicos colocados em pratica demonstraram que as
dificuldades encontradas advinham da barreira imune. Ficou claro também que
a identidade genética entre doador e receptor era facilitadora da transplantagdo.
O primeiro transplante renal bem sucedido em humanos ocorreu em Boston, no
ano de 1954 e foi realizado entre gémeos idénticos (1, 2).

A imunossupressdo eficiente passou a ser utilizada no inicio dos anos
60 com a prednisona e a azatioprina. Posteriormente, o emprego da

ciclosporina A produziu um novo impulso aos transplantes e o uso de



anticorpos monoclonais a partir de 1980 possibilitou melhores resultados no
tratamento e na profilaxia da rejeicdo. O crescente aprimoramento da
imunossupressao farmacologica e biologica, da prova cruzada e das tipagens
teciduais, contribuiu muito para o sucesso atual dos transplantes (1-3).

No decorrer do tempo, diferentes técnicas de manipulagdo do sistema
imunoldgico foram utilizadas. Demonstrou-se que o progndstico de sobrevida
do orgdo estava diretamente relacionado ao numero de transfusdes
administradas antes do transplante. Passaram entdo a ser utilizadas as
transfusdes de doadores ndo relacionados ao doador do enxerto e, apos, do
doador do enxerto. Estas manobras foram, posteriormente abandonadas, em
decorréncia da melhoria na qualidade da imunossupressao (3).

A aplicagdo clinica da compatibilidade do sistema HLA-DR entre
doador e receptor foi demonstrada e, ainda hoje, ¢ de significativa importancia
para a sobrevida do enxerto (1, 2).

Atualmente, o transplante renal ¢ o melhor tratamento para pacientes
com insuficiéncia renal crénica terminal, oferecendo-lhes maior sobrevida e
melhor qualidade de vida. Entretanto, a perda dos enxertos continua em niveis
elevados, especialmente ao longo dos anos (4). A rejeicao aguda (RA) ainda é,
entre outras, uma das causas de perda de enxertos e um fator de impacto
negativo na sobrevida tardia (5, 6). Os novos farmacos imunossupressores
diminuiram os indices de rejeicdo aguda significantemente, embora a sobrevida
a longo prazo permaneca quase inalterada (7). Ainda hoje, os mecanismos
basicos da rejeicdo aguda ndo sdo totalmente entendidos. A melhor
compreensdo de sua fisiopatogenia para a detec¢do ¢ monitorizagao € essencial,
tanto na abordagem terapéutica do receptor, quanto na adequagdo de protocolos

de imunossupressao (1, 4, 7-9). Falhas em reconhecer a etiologia da disfuncao
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do enxerto podem resultar em diminui¢ao na imunossupressao, podendo levar a
dano maior e menor sobrevida do enxerto. Por outro lado, o diagnostico
incorreto da rejeicdo pode leva a um tratamento imunossupressor agressivo, o
que pode acarretar maiores riscos de infec¢des e outros eventos adversos
decorrentes da imunossupressdao. Torna-se assim indispensavel a utilizagao de
técnicas invasivas, como a biopsia renal, para o diagnostico preciso da rejeigao
aguda (10).

A monitoriza¢dao dos enxertos renais ¢ feita pela medida de sua fungao,
determinando-se rotineiramente a creatinina sangiiinea, cujas variagdes nao siao
especificas para a rejei¢ao, e pela biopsia renal, um procedimento invasivo,
com potencial de morbidade, caro ¢ sujeito a erro de amostragem (10, 11).
Desta forma, o desenvolvimento de métodos acurados € ndo invasivos
(biomarcadores) tém sido objeto de estudos por varios grupos de pesquisadores
(12, 13). A aplicagdo de técnicas de biologia molecular na identificacdo de
RNA mensageiro (RNAm) tem fornecido informagdes importantes com relagao
ao diagnostico da rejeicdo aguda, ao prognostico e a resposta terapéutica do

transplante renal (14).

A resposta imune ao enxerto

Com exce¢ao da rejeicao hiperaguda, que ¢ mediada por aloanticorpos
formados previamente ao transplante, os outros tipos de rejeicao, em especial a
rejeicdo aguda, sdo iniciados pelo reconhecimento aloantigénico pelo linfocito
T. A reagdo de rejeicdo ¢ mediada por uma variedade de leucécitos, incluindo
macrofagos, células T citotoxicas (CD8+) e auxiliares (CD4+) e plasmocitos.
Como conseqiiéncia de uma rede de interagdes celulares e moleculares, que

compreende também a secrecdo de diversas citocinas, quimiocinas e fatores de
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crescimento, ocorre um recrutamento de células predominantemente
inflamatérias para o enxerto que contribuem para a agressdo ao 0rgao
transplantado. A complexa rede de interagdes imunologicas leva a varios
caminhos de agressdo ao enxerto, as vezes, com algumas caracteristicas
predominantes, mas muitas vezes com sobreposi¢ao de mecanismos celulares e
humorais (3, 15).

Os antigenos do sistema HLA (antigenos leucocitarios humanos, do
inglés human leukocyte antigens) — denominagdo do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC, do inglés major histocompatibility complex), em
humanos, sdo geneticamente determinados e seus genes encontram-se no braco
curto do cromossomo 6. Os antigenos sdo constituidos por glicoproteinas e tém
importantes fung¢des no sistema imune (1, 16, 17). Estes antigenos sdo também
chamados de antigenos de transplante e sdo divididos em duas classes,
denominadas I e II. Os antigenos de classe I, (HLA-A, B e C) estdo presentes
nas membranas citoplasmaticas da maioria das células nucleadas do organismo,
incluindo os linfocitos T e B, plaquetas e células de 6rgios parenquimatosos,
sendo os alvos dos linfocitos T citotoxicos, e sdo facilmente detectados por
métodos sorologicos. Os antigenos de classe I, principalmente HLA-DP, DQ ¢
DR, sdao menos bem caracterizados ¢ tém distribuicdo restrita. Sao
normalmente encontrados em linfécitos B, células T ativadas, macréfagos, no
endotélio vascular e em algumas células epiteliais. Assim como os antigenos de
classe I podem ser detectados por métodos soroldgicos e moleculares. A
compatibilidade dos pares doador e receptor nos antigenos do MHC ¢
importante para o sucesso dos transplantes (3, 18, 19).

O reconhecimento antigénico ocorre em oOrgao linféide secundario,

onde células apresentadoras de antigeno (APC, do inglés antigen presenting
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cell) estimulam e ativam linfocitos T, que entram em expansdo clonal e
migram para o enxerto onde irdo desenvolver sua fungdo efetora. Apods a
estimulagdo do linfocito T pela interagdo receptor da célula T-RcT/CPH e
moléculas de adesdao/co-estimulacdo, os complexos RcT/CD3 e CD4 ou CD8
tornam-se fisicamente associados e ativam vdarias enzimas intracelulares
denominadas tirosino-quinases, que elevam a concentragdo de calcio
intracelular e ativam varias proteinas nucleares regulatorias (fatores de
transcrigdo). Entre esses fatores de transcri¢do destacam-se NF-kB (nuclear
factor kB), Oct-1 ¢ NFAT (nuclear factor of activated T cells) que se ligam a
regides regulatérias dos genes de varias citocinas como a IL-2, IL-4, y-
interferon ¢ TNF-a. A ativagdo da imunidade celular, seguida de resposta do
tipo hipersensibilidade tardia com a ativacdo de macrofagos/mondcitos e
linfocitos citotoxicos parece ser o mecanismo final da agressdo celular ao
enxerto. Os linfécitos T CD8 ou citotoxicos sdo responsaveis pelo
reconhecimento e destrui¢do das células-alvo. Seus mediadores citoliticos sdo a
perforina e as granzimas, que ficam estocadas no citoplasma dos linfocitos, em
granulos semelhantes aos lisossomos e, quando as células s3o ativadas, migram
para a membrana citoplasmatica, fundem-se a ela e liberam os granulos na
dire¢do da célula-alvo. Apds esse ataque citolitico a célula-alvo pode morrer
por necrose (caracterizada por ruptura da membrana citoplasmatica e
destrui¢cdo das organelas) ou apoptose (caracterizada por condensacdo da
cromatina, fragmentacdo do DNA e bolhas de membrana com citoplasma
condensado). Outra via de ataque citotoxico utilizado pelas células T CD8+ ¢ a
inducdo de morte celular via interagdo fas/fas ligante. Fazendo parte da familia
do TNF, esta interacdo também leva a apoptose das células alvos (20-22). O

papel dos mecanismos de rejeicdo mediados por anticorpos vem sendo
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debatido ha algumas décadas e, recentemente, t€ém recebido renovado interesse
(23, 24). Os linfocitos B ativados e diferenciados em plasmocitos exercem um
importante papel na producdo e manutengdo de respostas a aloanticorpos,
constituindo, assim, um potencial alvo terapéutico (25).

Na Figura 1 a seguir estdo representados de forma esquematica os
principais eventos das fases de montagem da resposta imune aos aloantigenos,
desde o reconhecimento alogénico que ird desencadear uma série de interagdes
entre diferentes células do sistema imunolédgico, levando a citotoxicidade,
hipersensibilidade tardia e a producao de anticorpos capazes de causar dano ao

tecido transplantado (15).

Figura 1. Mecanismos efetores da rejeicao alogénica. INF y = interferon y; IL-2 = interleucina-2;
ADCC = citotoxicidade celular dependente de anticorpos; RcT = receptor de célula T; APC =

célula apresentadora de antigeno (antigen presenting cell).



A rejeicdo aguda do enxerto

A rejei¢ao aguda € um dos principais fatores deletérios ao enxerto renal,
podendo levar a sua faléncia. Além disso a ela ¢ atribuido um papel
significativo no desenvolvimento da nefropatia cronica do enxerto (26).
Atualmente, a RA ocorre em torno de 10 a 20% dos pacientes e ¢ a Uinica forma
de rejeicdo para a qual existe possibilidade de tratamento efetivo, que ¢ eficaz
na maior parte dos casos. A rapida diminui¢do da fungdo do enxerto caracteriza
esse tipo de rejeicao, onde o 6rgdo ¢ reconhecido e atacado pelo sistema imune
do hospedeiro (3).

Embora possa ocorrer a qualquer momento no curso pds-transplante, o
periodo entre a primeira semana e os trés primeiros meses apds o transplante é
0 mais critico. A RA tem inicio rapido e pode manifestar-se por febre, mal
estar, hipertensdo arterial, oliguria e aumento da creatinina sérica. O enxerto
pode estar aumentado de volume e ser doloroso a palpacdo. Na vigéncia de
imunossupressores potentes como a ciclosporina A ou o tacrolimus o quadro
clinico ¢ discreto e os sinais e sintomas podem ser frustros ou mesmo ausentes
(3). Geralmente associada com acometimento de vasos (vasculites) e de
depositos de imunoglobulinas ou ativagdo da cascata do complemento
(depdsito de C4d), a rejeicdo humoral tem um prognéstico mais reservado. Em
muitos dos casos de rejeicao aguda os componentes celular e humoral ocorrem
simultaneamente. Porém, na maior parte dos casos de rejeicdo aguda o
componente celular é, em geral, predominante (1, 3).

A apresentacdo clinica da rejei¢ao aguda depende substancialmente da
“quantidade” de imunossupressdo a qual o paciente esta submetido, ou seja,
regimes imunossupressores mais potentes, em geral, ndo se acompanham dos

sinais e sintomas anteriormente citados. Assim, o diagnostico da rejei¢do aguda
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baseia-se no quadro clinico, quando presente, em exames de imagem e
laboratoriais. A clinica e os exames laboratoriais sdo considerados pouco
sensiveis e pouco especificos para o diagnostico diferencial da disfungao aguda
do enxerto (12, 27). Outros métodos nao invasivos, como a ultrasonografia

com efeito doppler e a cintilografia carecem de acuracia diagnostica (12, 28,

29).

A disfuncdo inicial do enxerto

A disfun¢do inicial do enxerto (DIE), em geral atribuida a necrose
tubular aguda (NTA) é um evento comum em pds-operatorio imediato de
transplantes renais feitos com 6rgdos de doador falecido (30, 31). No Brasil a
incidéncia de DIE ¢ ainda maior que a reportada na literatura norte-americana e
européia (32-34). A auséncia de fun¢do do enxerto implica na necessidade de
dialise e complica sobremaneira o manejo dos pacientes dificultando o
diagnéstico da rejeicdo aguda e de outras complicagdes relacionadas ao
enxerto. Além disso, foi demonstrado em modelos experimentais e em
transplantes clinicos que na vigéncia de DIE ocorre um aumento na
probabilidade de episddios de rejeigao aguda levando a menores sobrevidas dos
enxertos (30, 31, 34-38).

Uma das barreiras para o estudo dessa patologia, bem como para
comparagoes de resultados de estudos clinicos ¢ a substancial ambigiliidade em
relagcdo a uma definicdo comum. No que diz respeito a fungdo dos enxertos, o
status inicial pode variar em um espectro que vai da auséncia completa de

funcdo, comumente chamada de NTA, fungdo com recuperacdo lenta e funcao

adequada. Mesmo assim, os termos DIE e NTA sdo freqlientemente usados
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para definir a mesma desordem, embora o primeiro seja o diagnostico clinico e
o ultimo o histopatologico (30).

A avaliacdo da necessidade de didlise no periodo pds-operatério €
muitas vezes subjetiva. Algumas variaveis sdo consideradas nessa decisdo,
entre elas: a quantidade de urina produzida, os niveis séricos de uréia e
creatinina, os eletrélitos sangliineos e a sintomatologia atribuivel a uremia.
Recentemente, tentativas tem sido feitas para avaliar e quantificar a DIE de
forma mais padronizada. A partir disso, como citado acima, diferentes
descri¢des dos niveis de severidade de DIE foram introduzidas, tais como: (a)
DIE requerendo dialise ou ndo, (b) disfun¢do intermediaria e funcao retardada,
(c) ma funcao do enxerto (39-41). Entretanto, no contexto clinico, a DIE ¢, em
geral, rotulada como tal pela necessidade de didlise na primeira semana pos-
transplante (30, 38).

Devido a variabilidade da defini¢do de DIE existe uma grande variagao
nas suas incidéncias relatadas (40). Porém, na maioria dos relatos a incidéncia
varia entre 20-40% (42). No Brasil, conforme ja referido, Azevedo e
colaboradores avaliaram a freqiiéncia de DIE durante trés anos, sendo a mesma
maior do que a relatada em muitos estudos feitos em outros paises (32, 42, 43).

Mecanismos patofisioldgicos complexos sdo operantes nesta condigao.
Os fatores de risco que predispdem a DIE também s3o variaveis entre os
centros transplantadores (44). Esses fatores podem ser categorizados em trés
areas que compreendem caracteristicas relacionadas ao doador, ao receptor e
ao processo cirurgico (38, 44).

Fatores de risco para o desenvolvimento da DIE relacionados ao doador
e ao receptor foram descritos por Ojo e colaboradores, que se baseiam nos

dados do Registro Cientifico de Transplante Renal dos Estados Unidos (US
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Scientific Renal Transplant Registry), onde o aumento do tempo de isquemia
fria apresentou forte associagdo a DIE (34).

A tabela abaixo sumariza os principais fatores de risco descritos para o
desenvolvimento de DIE (30, 34, 38, 44-46).

Tabela 1. Fatores de risco para disfun¢ao inicial do enxerto.

22

Orgao adquirido e processo cirtrgico

- Tipo de solugdo de preservagao
- Tempo de isquemia fria

- Tempo das anastomoses vasculares

Doador

- Idade avancada
- Histodrico de hipertensao arterial

- Morte por AVC (acidente vascular cerebral)

Receptor

- Idade

- Doenga de base

- Hipertensao arterial

- Transplantes prévios

- Pré-sensibilizacao

- Estado de hidratagdo

- Incompatibilidades HLA

As manifestacoes clinicas da disfun¢do inicial do enxerto variam de
acordo com a sua gravidade, desde o sutil e lento declinio dos niveis da
creatininemia até a antria prolongada, requerendo suporte dialitico. As
conseqliéncias do desenvolvimento de DIE incluem hospitalizacdo prolongada,
necessidade de didlise no pos-operatdrio, aumento significativo dos custos do
transplante, aumento da complexidade do manejo de farmacos
imunossupressores, dificuldades aumentadas para o diagnostico de rejeicao

aguda e de nefrotoxicidade por inibidores da calcineurina e a necessidade de



maior numero de procedimentos diagnésticos muitas vezes invasivos (16, 34,
38).

Do ponto de vista prognostico, a ocorréncia da DIE estd associada a
piora na sobrevida do transplante renal, verificando-se que em grupos de
pacientes com DIE, a sobrevida dos enxertos renais € significativamente menor
do que as observadas em pacientes com fung¢do renal imediata (36).

O tipo de terapia imunossupressora parece influenciar substancialmente
o tempo de recuperacdo da DIE (38). A nefrotoxicidade associada aos
inibidores da calcineurina tem levado a sua ndo utilizacdo inicial ou uso de
doses reduzidas, juntamente com terapia de inducdo com anticorpos, em
pacientes com DIE (47).

Uma vez estabelecida a DIE as estratégias que visam minimizar seus
efeitos deletérios sdo a vigilancia clinica e laboratorial aumentadas, consistindo
principalmente da realizacdo de ecografias com efeito doppler e/ou
cintilografias  renais, monitorizacdo dos niveis sangiiineos  dos
imunossupressores ¢ drogas nefrotoxicas e vigilancia das infecgdes. Em muitos
centros transplantadores bidpsias renais de vigilancia sdo efetuadas a cada 7 a
10 dias, até que ocorra a recuperacio da fungdo do enxerto renal (16). E,
porém, necessario que se afaste outras causas potencialmente reversiveis de
disfuncdo renal, tais como obstrugdes vasculares ou uroldgicas, fistulas

urindrias e a nefrotoxicidade por drogas (48).

A avaliacdo imunoldgica de enxertos renais
A avaliacdo imunoldgica dos transplantes renais tem sido proposta
levando-se em consideragdo os potenciais mecanismos da resposta imune ao

aloenxerto. Objetiva-se basicamente revelar marcadores moleculares capazes
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de identificar os processos inflamatérios da rejei¢ao antes do surgimento da
disfuncdo do enxerto, das alteracdes laboratoriais ou mesmo das lesdes
histoldgicas significativas.

Os ensaios para a monitorizacdo imunoldgica dos enxertos podem ser:
(a) especificos para os antigenos do doador (ensaios de diluigdo limitada,
reacdo de hipersensibilidade tardia trans-vivo, ELISPOT e citometria de fluxo
para células ativadas), que apresentam baixa sensibilidade e reprodutibilidade,
sd30 demorados e trabalhosos além de necessitarem células do doador; ou (b)
ndo especificos (ELISA para citocinas/quimiocinas ¢ métodos moleculares
como a pesquisa por PCR ou microarrays), que apresentam resultados rapidos,
sdo sensiveis, mas cujos resultados podem ser confundidos por processos
inflamatorios sist€émicos ou infecgdes (revisado em 12).

Tradicionalmente, a demonstragio de um processo inflamatdrio
agressivo intra-enxerto € feita por analise citopatologica ou histopatoldgica, de
aspirado renal ou fragmento de biopsia, respectivamente. O método
diagnoéstico da puncdo aspirativa seriada do rim transplantado, quantifica o
infiltrado inflamatoério intra-enxerto através do “incremento corrigido total”.
Este indice ¢ o somatorio dos incrementos de células imunoativadas como
plasmécitos, linfoblastos, monoblastos ou linfocitos ativados, e para cada tipo
de célula ¢ aplicado um fator de correcdo de acordo com a sua relevancia na
rejeicdo aguda (49, 50). Na pratica atual este método perdeu utilidade devido a
sua dificil reprodutibilidade e principalmente pela diminui¢do dos processos
inflamatodrios, resultando em infiltrados menos densos, decorrentes da
imunossupressao mais eficiente.

Atualmente a biopsia do rim transplantado ¢ largamente utilizada na

avaliagdo da disfuncdo renal aguda e, apesar de suas limitagcdes evidentes, ¢



considerada o padrao-ouro no diagnoéstico diferencial da rejei¢ao aguda. A
classificagao histopatoldgica denominada Banff tem por objetivo, padronizar as
diversas lesdes estruturais do rim transplantado e estabelecer de modo
uniforme e reprodutivel para clinicos e patologistas os diferentes graus de
severidade das rejei¢des e de outras lesdes (51-53). Recentemente, foi feita
uma revisao desta classificagdo considerando-se os progressos no entendimento
dos mecanismos de rejeicdo na montagem de padrdes diagnosticos. Essa
revisdo realgou descobertas feitas nas areas das tubulites, nas analises da
expressao de genes por PCR em tempo real e micoarrays, nos mecanismos de
tolerancia, acomodacdo, e imunomodulagdo, no papel dos mondcitos e
macrdéfagos na rejeicao e na utilizagdo do C4d como marcador de rejeigdo
mediada por anticorpos (54).

A invasao do epitélio tubular por células mononucleares (tubulite) e da
parede dos vasos (arterite intimal ou transmural) sdo consideradas as principais
alteragdes indicativas de rejeicdo aguda. Também sdo achados associados,
edema intersticial e endotelite ou edema das células endoteliais dos capilares
glomerulares. Em rejeicdes severas ocorre necrose fibrindide das pequenas
artérias e arteriolas, agregados plaquetarios, trombos de fibrina e hemorragia
intersticial, todos sinais de mau prognostico usualmente presentes em rejei¢des
irreversiveis (55).

A rejeigdo sub-clinica (RSC) ¢ caracterizada pela presenca de infiltrado
linfo-monocitario de localizagdo tubulo-intersticial e mais raramente
perivascular, com sinais de agressao tissular (em geral tubulite ou vasculite)
observados em bidpsias de protocolo de rins transplantados funcionalmente
estaveis, sem evidéncias clinicas ou laboratoriais de agressdo ao rim

transplantado (27, 56, 57). O diagnostico da rejeicdo sub-clinica depende da
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realizagao de biopsias de protocolo. Estas, revelando a presenga de rejeicao
sub-clinica podem indicar modificagdes no esquema imunossupressor € o seu
tratamento possivelmente propicie melhor fun¢ao e maior duracao dos enxertos
a longo prazo, sendo assim importante a sua detec¢ao e manejo (27, 58-62).
Estudo recente realizado por Nankivell e colaboradores demonstrou maior
incidéncia de rejei¢cdo sub-clinica nos 3 primeiros meses pos-transplante e seu
impacto negativo na incidéncia diagndstico de nefropatia cronica do enxerto
(63).

A nefropatia cronica do enxerto ¢ a principal causa de perda tardia de
rins transplantados. A etiopatogenia da nefropatia cronica do enxerto envolve
mecanismos imunoldgicos e ndo imunoldgicos, sendo os achados
histopatologicos fundamentais para sua confirmagdo diagnostica (64-66).

Fica claro, portanto que o diagnostico destas condi¢des necessitam de
avaliagOes histologicas a partir da obten¢dao de fragmentos renais, sendo este
um método agressivo, caro e sujeito a complicagdes significativas. Além disso,
a analise histopatologica apresenta problemas de acuracia diagndstica devido a
natureza focal dos processos inflamatorios intra-enxerto (10, 11). Desta forma,
tornam-se importantes as pesquisas sobre outros métodos, preferencialmente
ndo invasivos, que possam contribuir para uma maior precisao no diagnostico e
na monitorizacao das rejeigoes.

M¢étodos mais sensiveis e especificos como a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR, do inglés: polymerase chain reaction), permitem a
identificagdo e quantificacdo de transcritos de genes presentes no enxerto, no
sangue ou na urina, podendo indicar a existéncia de um processo patogénico
(58, 59). A PCR realizada a partir do 4acido desoxirribonucléico complementar

(cDNA) sintetizado a partir do acido ribonucléico (RNA) extraido de amostras
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biologicas e submetido a transcricdo reversa (RT-PCR) ¢ a técnica mais
utilizada, especialmente em situacdes em que somente pequenas quantidades
de material sao disponiveis para analise. O ¢cDNA ¢ amplificado através de
uma reagao que consta de trés fases que ocorrem em diferentes temperaturas:
(a) abertura das fitas de DNA; (b) anclamento dos iniciadores (primers)
especificos para uma regido do gene de interesse e (c) sintese com
incorporac¢ao dos nucleotideos presentes na reacdo. O produto final da PCR é,
em geral, separado em gel de agarose ou acrilamida. O gel é corado com
brometo de etideo, que tem a capacidade de intercalar-se nas hélices duplas do
DNA ligando-se as pontes de hidrogénio existentes na molécula e tornando
possivel a sua visualizagdo sob luz ultravioleta (67, 68). O resultado final pode
ser qualitativo denotando a presenca ou auséncia de ativagdo do gene. Este
resultado pode também ser semi-quantitiativo, executado por um ensaio
competitivo (PCR competitivo) onde a quantificagdo ¢ feita por densitometria
optica em reagdes onde a quantidade do competidor ¢ conhecida permitindo
inferir-se a quantidade do gene de interesse nas amostras examinadas que sio
previamente normalizadas a partir da quantidade de um gene de expressdo
conhecida. Por fim o ensaio pode ser de fato quantitativo utilizando-se a
técnica da PCR em tempo real descrita em maior detalhe a seguir.

Diversos estudos empregando estes métodos tém demonstrado a
presenga de transcritos de genes citotdxicos na rejeicao aguda acompanhada de
disfun¢ao do enxerto (69, 70) e também no enxerto com fungdo estavel (66,
71). Recentemente, a aplicagdo de técnicas mais precisas e reprodutiveis como
a da PCR em tempo real e a técnica de DNA microarrays permitiram avangos
significativos respectivamente na quantificacdo e identificacdo dos genes

envolvidos na resposta aloimune e poderdo vir a se constituir em importantes
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métodos auxiliares na identificagdo ¢ monitoriza¢ao dos eventos inflamatorios
relacionados aos enxertos renais (72, 73).

A técnica de PCR em tempo real permite a quantificagao dos produtos
da reagao com elevada precisao. O método ¢ bastante sensivel e reprodutivel,
permitindo a detec¢do simultanea da expressao de genes de ativagdo de células
T em um curto periodo de tempo. A aplicagdo deste método na avaliagdo de
transplantes renais ja foi iniciada e podera vir a se constituir em um importante
método na monitorizagdo dos eventos inflamatérios intra-enxerto (72, 74, 75).
Por esta técnica ¢ possivel quantificar a concentragdo inicial do gene alvo, ao
contrario de outras formas de RT-PCR que analisam somente o produto final
da reacdo. A quantificagdo dos produtos da reagdo ¢ feita ciclo a ciclo e o
sistema ¢ baseado na detecgdo e quantificagdo de um reporter fluorescente. O
sinal aumenta na proporgao direta da quantidade de produto formado na reagdo.
Os equipamentos disponiveis para esta técnica sdo compostos por um
termociclador, um sistema otico de detecgdo e um computador munido do
programa que permite avaliar em tempo real a reagdo e foram idealizados
primeiramente por Higuchi e colaboradores (76). Entre os métodos utilizados

para a deteccdo quantitativa dispde-se de técnica que utiliza sondas
fluorescentes (por exemplo: Tagman® probes e molecular beacons); e DNA

ndo especifico marcado (por exemplo: SYBR® Green) (77). Pela gravagio da
quantidade de fluorescéncia emitida a cada ciclo torna-se possivel
correlacionar a quantidade inicial do alvo com a fase exponencial da reagdo, o
ciclo onde ocorre o primeiro aumento significativo do produto da PCR (Figura

2).
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Figura 2. Grafico de emissdo de fluorescéncia na reacdo em cadeia da polimerase em

tempo real a cada ciclo de reagao.

As reagdes ¢ também adicionado um controle enddégeno a fim de
normalizar e corrigir as diferentes quantidades de RNA consumidas nas
reagoes. A escolha do controle endogeno ¢ importante para a padronizagao da
técnica para diferentes tipos de amostra (78-80). As quantificagdes por PCR em
tempo real podem ser absolutas ou relativas. As quantificacdes absolutas de
transcri¢do permitem a determinagdo precisa do nimero de copias por célula,
concentragdo total de RNA ou unidades de massa de tecido. Isto requer a
constru¢do de uma curva padrao absoluta, para assegurar a acurdcia da
transcricdo reversa ¢ dos perfis de amplificacio da PCR. Em contraste, as
quantificagdes relativas descrevem as mudangas na expressdo do gene alvo
relativo a algum grupo de referéncia, tais como um grupo controle, ou ainda

-AACT
2 C

uma amostra no tempo zero (78, 81). O método do requer equacgoes € ¢
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utilizado para calcular as mudangas relativas na expressao dos genes
determinadas nos experimentos de PCR em tempo real. O CT (ciclo do
threshold) indica a fragdo numérica em que a quantidade do alvo alcanga um
limiar fixo. A partir do valor do CT, calcula-se o ACT, que ¢ a diferenca entre
os CTs do alvo e do controle enddgeno, subtrai-se entdo o ACT resultante do
ACT do calibrador escolhido. O resultado ¢é apresentado em dados
exponenciais, que sdo convertidos a lineares pela equacdo 2. A derivagdo
da equagdo em questdo, desenho experimental e testes de validacdo estdo
disponiveis na literatura especializada (81).

Avangos tecnoldgicos recentes possibilitaram a detec¢ao simultanea de
centenas ou de milhares de genes utilizando uma pequena amostra de tecido.
Dentre os novos métodos inclui-se a tecnologia dos oligoarrays de alta
densidade ou microarrays (82, 83). O interesse desta tecnologia para a
monitoragdo pos-transplante ¢ muito grande por que a comparagao do padrio
de expressdo dos genes em amostras de bidpsias com e sem rejeicdo, por
exemplo, permitiria a identificacdo de genes, ou de conjuntos de genes, que
apresentam as maiores amplitudes de variagdo de expressdo entre as duas
condigdes. Diversos estudos vém sendo feitos buscando avaliar o potencial
desta técnica em revelar genes relevantes a resposta imune ao transplante.
Assim, a técnica de DNA microarray tem o potencial de revelar genes
participantes dos processos de rejeicdo, aceitacdo e tolerancia aos aloenxertos,
além de fornecer subsidios para o manuseio do evento imune (73, 82, 84-89).

Quaisquer moléculas que participem na ativagdo, desenvolvimento,
regulagdo ou fase efetora da resposta imune s3o candidatas a fornecerem
informagdes sobre a resposta do receptor contra o enxerto. Na rejei¢do aguda

do transplante renal e de outros 6rgdos, estuda-se principalmente a expressao
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dos genes que codificam para a formagdo de moléculas co-estimulatorias,
citocinas e moléculas efetoras de citotoxicidade mediada por células, na busca
de biomarcadores para a rejeigao aguda (69, 70, 90-93). Essas moléculas sao,
em geral, pesquisadas em amostras de células sangiiineas, células obtidas de
urina ou ainda aspirado do enxerto. A urina por refletir os eventos intra-renais e
ser de facil obten¢do, vem sendo usada mais freqlientemente na busca de

biomarcadores de rejeigao.

Os estudos clinicos de monitorizacdo imunoldgica.

A identificagdo de linfocitos T citotdxicos foi inicialmente demonstrada
por Strom e colaboradores, através da fenotipagem do infiltrado mononuclear
em rins com rejeicao irreversivel (94). Posteriormente, utilizando a técnica do
PCR competitivo em rins com rejeicdo aguda, os mesmos autores
quantificaram o aumento da expressdao dos genes de perforina e granzima B,
que atuam na fase cito-destrutiva da resposta imune (70). Do mesmo grupo,
Strehlau e colaboradores detectaram em rins com critérios histologicos de
rejeicdo aguda aumento significativo da expressdo dos genes que codificam
para a sintese de IL-7, IL-10, IL-15, fas ligante, perforina e granzima B (69).
Neste estudo a analise simultdnea de perforina, granzima B e fas ligante foi
capaz de identificar rejeicdo aguda mesmo em 6rgdos com infiltrados leves,
com sensibilidade e especificidade absolutas. Achados semelhantes foram
descritos por Sharma e colaboradores que demonstraram a co-expressao intra-
enxerto de duas vias citoliticas distintas, fas e fas ligante, granzima B e
perforina, correlacionando positivamente o nivel de RNAm dos genes que
codificam para estas moléculas com a severidade histoldgica da rejeicdo aguda

(95). Mais recentemente, estes autores mensuraram por PCR quantitativo o
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RNA mensageiro das proteinas citotoxicas, perforina e granzima B, em células
de urina, com o objetivo de testar um método adicional nao invasivo para o
diagnostico de rejeicdo aguda. A transcricdo do RNA mensageiro de ambas as
moléculas estava significativamente aumentada nos enxertos com rejeicao
aguda em comparagdo aos enxertos sem esta condi¢ao (91). No Brasil, Netto e
colaboradores obtiveram resultados semelhantes em amostras de aspirado renal
e de sangue periférico (92) a exemplo do que fizeram previamente
Vasconcellos e colaboradores que avaliaram a expressdo génica de perforina,
granzima B e fas ligante em linfocitos, cotejando com a expressdo dos mesmos
a obtida a partir de material de bidpsias pareadas dos enxertos renais. Foi
encontrada correlacdo significativa entre a presenca de transcritos destes genes
no sangue e nas bidpsias. Este estudo revelou também diferenca significativa
na expressdo destes genes em material obtido a partir de linfocitos de sangue
periférico em pacientes com e sem rejeicao aguda (93).

Alguns estudos exploraram a hipdtese de que a serpina proteinase
inibidora-9 (PI-9) apresentaria maior expressdo na rejeicdo aguda. A PI-9 ¢
uma antagonista natural da granzima B e estd expressa em altos niveis em
linfocitos T citotoxicos sendo assim potencialmente util na detecgdo dos
eventos citodestrutivos (96-99).

Ding e colaboradores avaliando os niveis de CD103, um marcador de
superficie de linfocitos citotoxicos, em células de urina, utilizando a técnica de
PCR em tempo real demonstraram ser este gene um excelente preditor de
rejeicdo aguda (100).

A descoberta recente de uma proteina denominada Tim-3 (T cell
immunoglobulin-mucin) presente apenas na superficie de linfocitos com o

fenotipo Thl, com fungdo de inibir a resposta imune, podera ter importantes
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implicagdes no transplante de orgdos, no que se refere a investigacdo de
processos imunes ¢ a inducdo de tolerancia imunologica (101-104). Renesto e
colaboradores demonstraram que a molécula Tim-3 esta expressa em células na
urina de pacientes com rejeicao aguda 428 vezes mais do que em pacientes sem
esta condi¢do, apresentando sensibilidade superior a 97% para o seu
diagnostico. De forma ainda mais interessante, a expressdo de Tim-3

correlacionou com os critérios de Banff para rejeicdo aguda (105).

Estudos recentes mostram o papel de uma sub-populacio de linfocitos,
chamados “reguladores de expressao” (Treg cells) na supressio da
autoimunidade. Essas células expressam o fator de transcricdo FOXP3 (X-
linked forkhead/winged helix transcription factor). Células regulatorias
apresentam fenotipo CD4+CD25+ e o FOXP3 ¢ o marcador especifico
conhecido para essas células. No sangue humano 97,5% destas, expressam
FOXP3. Em vista da especificidade do gene, ele tem sido proposto como
marcador molecular de eventos imunologicos (106-108). O RNAm do gene
tem sido identificado também em células urinarias, podendo oferecer um
método ndo invasivo acurado na predi¢do de rejeicdo aguda em transplantes
renais (109, 110).

Outros genes tém sido avaliados em células urindrias, como a
granulosina e a quimiocina proteina de indugdo de interferon (interferon
inducible protein - IP10) (111-113) . A primeira foi descrita como preditora de
episddios de rejeicdo nos primeiros dias pds-transplante (111). Recentemente,
investigagdes da expressdo de IP10 revelaram ndo somente uma correlagdo do
seu aumento em amostras de urina em casos de rejei¢do aguda do enxerto

(112), como também a diferenciacdo de sua expressdo nos primeiros dias pos
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transplante e em casos de infeccdo urindria e infec¢do por citomegalovirus
(113).

Na rejeicao sub-clinica, dois estudos avaliaram a expressao molecular
de genes envolvidos no ataque citolitico em bidpsias renais de pacientes com
rejei¢ao sub-clinica. No primeiro, Lipman e colaboradores, usando técnica de
PCR competitivo, observaram um aumento significativo na transcri¢do dos
genes do receptor de célula T (cadeia beta), IFN-y, IL-4, IL-15 e perforina nas
bidpsias de enxertos estaveis com rejeicao sub-clinica, comparativamente a rins
histologicamente normais. A expressdo aumentada de IL-15 discriminou
melhor rins normais daqueles com infiltrado limitrofe ou com rejei¢do sub-
clinica. Analisando a funcdo destes enxertos em 5 anos, observou-se que a
expressdo precoce de TCR cadeia B, IL-15, perforina e fas ligante em bidpsia
aos 3 meses pos-transplante se correlacionou positivamente com o nivel de
creatinina sérica (114). Em outro estudo, Aquino-Dias e colaboradores
demonstraram que mesmo com técnicas menos sensiveis, como a PCR
qualitativa, & possivel evidenciar a expressdo diferenciada dos genes que
codificam para o ataque citolitico em enxertos renais com rejei¢ao sub-clinica
(115).

O presente trabalho foi conduzido para testar a hipotese de que ¢
possivel diagnosticar rejeicao aguda em rins com disfungdo inicial do enxerto,
a partir da quantificagdo em urina e sangue periférico de genes marcadores ou

envolvidos fisiopatologicamente no processo de rejeicao aguda.
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Il. OBJETIVOS

Objetivo Geral

- Avaliar a expressao de marcadores moleculares de rejeicdo aguda em
biopsias de vigilancia, sangue periférico e urina de pacientes transplantados

renais com disfuncao inicial do enxerto.

Objetivos especificos

- Analisar quantitativamente a expressao dos genes perforina, granzima
B, Fas-ligante, PI-9 ¢ FOXP3 em biopsias de vigilancia, leucocitos periféricos
e em células urindrias de pacientes transplantados renais com disfun¢ao inicial
do enxerto.

- Avaliar a utilidade diagndstica da expressdo dos genes estudados no
diagnoéstico ndo invasivo de rejeicdo aguda em pacientes com disfuncdo inicial

do enxerto.
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Avaliacdo molecular de transplantes renais com disfunc¢éo inicial do
enxerto. Utilidade diagnostica da quantificagdo dos genes de moléculas

citoliticas, P1-9 e FOXP3 em sangue periférico e em células urinarias.

Resumo

A disfuncao inicial do enxerto (DIE) ocorre com elevada freqiiéncia em
receptores de rins de doadores falecidos, impactando negativamente nas
sobrevidas de pacientes e enxertos. Nesta situagdo o diagnostico de rejeicao
aguda (RA) depende de bidpsias renais de vigilancia. No presente estudo
avaliamos a expressao dos genes das moléculas citoliticas perforina (Per),
granzima B (GzB), fas ligante (fasL), o da serpina proteinase inibidora 9 (PI-9)
e o do fator de transcricdo FOXP3 em tecido renal de bidpsias de vigilancia,
sangue periférico e em células urindrias de pacientes transplantados renais com
DIE, objetivando o desenvolvimento de métodos ndo invasivos para o
diagnoéstico da RA.

Quarenta e oito biopsias de vigilancia foram obtidas de trinta e cinco
pacientes com DIE. Amostras de sangue periférico e de urina foram coletadas
imediatamente antes das bidpsias. A classificagdo de Banff foi utilizada para os
diagnoésticos de RA (n=20) e necrose tubular aguda (NTA, n= 28). Trés grupos
controles com diferentes diagndsticos histopatologicos também foram
avaliados. Utilizou-se a técnica de quantificag¢do relativa por reacdo em cadeia
da polimerase em tempo real (PCR-TR). Curvas ROC foram geradas para
encontrarem-se os melhores pontos de corte para o diagnostico da RA.

A expressao em tecido, sangue e células urinarias foi sempre maior em
pacientes com RA do que nas amostras com necrose tubular aguda, para todos

os genes analisados (p < 0,05). Da mesma forma as quantifica¢cdes foram



maiores nas amostras com RA do que nas amostras obtidas nos grupos-
controles. Correlagdes da expressao dos genes nos diferentes compartimentos
foram observadas (P < 0,001). Os parametros diagnosticos produzidos pela
analise do gene FOXP3 foram os mais precisos, apresentando respectivamente
para sangue periférico e urina: sensibilidade (94 e 100%); especificidade (95 e
100%); valor preditivo positivo (94 e 100%); valor preditivo negativo (95 e
100%) e acuracia (95 e 100%).

Concluimos que a analise da expressdo dos genes em sangue ¢ urina de
pacientes transplantados renais com DIE pode auxiliar, com elevada acuracia, o

diagnoéstico de RA de pacientes transplantados renais.

Palavras-chave: transplante renal, perforina, granzima B, fas ligante, PI-9,

FOXP3, disfungao inicial do enxerto, rejeicao aguda.
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Introducéo

Apesar de sua incidéncia declinante nos ultimos anos a rejeigdo aguda
ainda ¢ um problema relevante na pratica dos transplantes renais (1, 2). Em
determinados contextos sua incidéncia ¢ elevada e seu diagndstico mais dificil.
Este é o caso na disfungdo inicial do enxerto (DIE) que freqiientemente ocorre
nos primeiros dias ou semanas apds o transplante renal, em especial com
orgaos de doadores falecidos, impactando negativamente nas sobrevidas dos
enxertos e dos pacientes (3-6). A DIE ¢ habitualmente conceituada pela
necessidade de didlise na primeira semana pds-transplante. Na sua vigéncia ndo
se pode valorizar o aumento da creatinina sérica como um indicio de rejeicao
aguda. Durante a DIE o diagndstico da rejei¢do aguda baseia-se na analise
histologica de fragmentos do enxerto levando a necessidade de realizacdo de
biopsias de vigilancia (7). A bidpsia renal, apesar de rotineira em pacientes
transplantados, ¢ um procedimento trabalhoso, caro, sujeito a complicagdes,
que sdo infreqilientes, mas que podem ser significativas. Além disso, ela esta
sujeita a erros de amostragem principalmente devido a natureza focal do
processo de rejeicao (8, 9).

Na década passada a aplicagdo de técnicas de mensuragdo do RNA
como a reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR), precedida da transcrigdo
reversa, proporcionou novas oportunidades ao desenvolvimento de ferramentas
diagnoésticas mais sensiveis, pela analise da expressdo de genes associados as
rejeicdes aguda e cronica expressos no tecido renal e em sangue periférico (10-
13). Genes que participam do ataque citolitico ao enxerto ¢ envolvidos nos
principais mecanismos de morte celular por apoptose, como a perforina (Per) a

granzima B (GzB) e o fas-ligante (fasL) foram estudados como marcadores
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diagnosticos nao invasivos de rejeigdo aguda e para o melhor entendimento dos
processos de rejeicao aguda e rejeigdo aguda sub-clinica (13, 14).

O desenvolvimento da tecnologia da reacdo em cadeia da polimerase
em tempo real (PCR-TR) contribuiu para a precisdao nas andlises de RNA
mensageiro (RNAm) e para a avaliagao da expressao e quantificacdo dos genes
envolvidos na rejeicdo dos transplantes. Desde entdo, uma variedade de novos
possiveis marcadores moleculares de episodios de rejeigdo e sua correlagdo
com os achados histopatologicos t€ém sido estudados (15-18). Entre eles a
serpina proteinase inibidora-9 (PI-9), um antagonista natural da granzima B,
cujos niveis de expressdo nos linfocitos T citotoxicos, quando elevados,
sugerem a possibilidade de rejeicdo aguda (19, 20). A hiper-expressdo desta
molécula em aloenxertos renais foi também descrita utilizando-se a técnica de
imunohistoquimica (21). Recentemente o fator de transcricdo denominado
FOXP3 (X-linked forkhead/winged helix transcription factor), expresso apenas
nas células T regulatorias de fendtipo CD4+/CD25+, foi demonstrado ser um
marcador acurado da rejei¢do aguda, pela quantificacdo em células urindrias,
além de ser um preditor da reversibilidade da rejeicdo ap6s seu tratamento com
corticosteroides (22).

E estimulante a possibilidade de que o uso destas técnicas em sangue
periférico e em células urindrias, em pacientes com DIE, possibilite que se
abdique da necessidade das bidpsias de vigilancia. O presente estudo foi
conduzido para testar a hipotese de que € possivel diagnosticar rejeicao aguda
em rins com DIE, a partir da quantificagdo em urina e/ou em sangue periférico
de genes que sirvam como marcadores ou que estejam envolvidos

fisiopatologicamente no processo da rejeigao aguda de aloenxertos renais.
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Resultados

Trinta e cinco pacientes com DIE e 30 controles foram incluidos no
estudo. Os principais dados demograficos dos grupos em estudo e controles
estdo apresentados na Tabela 1. A amostragem foi constituida
predominantemente por materiais bioldgicos obtidos de transplantes com
orgaos de doadores falecidos e em todos os grupos houve maior proporgao de
homens. Nao foram observadas diferencas com significancia estatistica nas
comparagodes das idades e nas distribui¢des por sexo e tipo de doador entre os
grupos. (ANOVA, Teste de Dunnett, p > 0,05). Nao houve diferengas
estatisticamente significativas nos intervalos de tempo entre o transplante ¢ o
momento da biodpsia do grupo de pacientes com necrose tubular aguda (NTA) e
do grupo controle com bidpsias consideradas normais (NOR), quando
comparados ao grupo com diagndstico histopatologico de rejeicao aguda (RA)
(ANOVA, Teste de Dunnett, p > 0,05). As médias dos intervalos de tempo no
grupo com nefrotoxicidade por inibidores da calcineurina (NIC) e no grupo
com nefropatia cronica do enxerto (NCE) foram significativamente superiores
quando comparadas ao grupo RA (ANOVA, teste de Dunnett, p < 0,001). As
médias dos intervalos de tempo pods-transplante de pacientes do grupo NOR
foram significativamente menores que as do grupo NIC ( P=0,015) e do grupo
NCE (P<0,001). (Tabela 1).

Quarenta e oito bidpsias de vigilancia foram coletadas de trinta e cinco
pacientes em DIE, das quais vinte apresentaram diagnoéstico histopatologico de
RA e vinte e oito de NTA. No grupo de pacientes em estudo, durante a fase de
DIE, nao houve diferenca significativa nas médias das creatininas sangiiineas
dos pacientes com RA, comparados aos pacientes com diagndstico

histopatologico de NTA (5,3243,36 versus 5,96+£2,01 mg/dL respectivamente;
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p=0,784). As creatininas nos grupos controle foram: NIC: 3,08+1,16 mg/dL;
NCE, 4,65+1,95 mg/dL ¢ NOR: 1,69+0,40 mg/dL. O grupo controle NOR
apresentou média de creatininemia menor que a encontrada nos grupos RA
(p<0,001), NTA (p< 0,001) e NCE (p=0,014). Nao foi observada significancia
estatistica na comparacao das médias das creatininas sangiiineas dos grupos
NOR ¢ NIC (p = 0,625).

Nas figuras 1 e 2 estdo representados os niveis de expressao dos genes
em tecido renal, sangue periférico e células urinarias dos genes perforina,
granzima B e fas-ligante (Figura 1) e dos genes PI-9 e FoxP3, respectivamente,
(Figura 2). Para a totalidade dos genes analisados, durante a fase da DIE,
observaram-se quantidades significativamente maiores dos transcritos na
situacdo da rejei¢do aguda comparada a necrose tubular aguda, tendo isto sido
observado no tecido renal, células sangiiineas e células urinarias. Da mesma
forma, nos mesmos compartimentos, as quantidades normalizadas dos genes
em estudo foram significativamente maiores nas amostras de pacientes com
DIE e rejei¢ao aguda do que nos grupos controles, exceto na comparagdao da
quantifica¢do do gene PI-9, na qual a quantidade observada na RA ndo diferiu
significativamente da observada na NIC (Figuras 1 e 2).

Na tabela 2 estdo mostrados os coeficientes de correlacdo de Spearman
obtidos nas avaliagdes das correlagdes entre as quantidades dos genes nos
diferentes compartimentos. Correlacdes fortes e significativas foram
observadas entre as quantificagdes em tecido, sangue e urina para todos os
genes analisados. Embora todas as correlagdes tenham alcangado elevada
significancia estatistica as correlagdes observadas para o gene FOXP3 foram as

mais robustas com valor dos coeficientes de correlacdo de 0,95 ou superiores.
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Nas tabelas 3 e 4, respectivamente para as avaliacdes no sangue
periférico e nas células urindrias, estdo apresentadas as areas sob as curvas,
pontos de corte e os parametros diagndsticos para rejeicdo aguda, obtidos a
partir das analises das curvas ROC. No sangue periférico todos os genes
apresentaram bom desempenho diagnostico tendo a andlise do FOXP3
apresentado acuracia superior a dos demais genes estudados. Na analise dos
parametros diagnosticos derivados da quantificacdo em células urinarias o gene
FOXP3 apresentou acuracia absoluta, ja o gene PI-9 apresentou desempenho
mais baixo, devido principalmente a sua baixa especificidade e valor preditivo

positivo.

Discusséo

A rejei¢do aguda € um evento de impacto significativo na sobrevida de
enxertos renais em curto e longo prazo. E do conhecimento comum, a partir da
experiéncia acumulada, que as rejeicdes devem ser diagnosticadas e tratadas
precocemente, sob pena de perda dos enxertos em elevada propor¢do dos
casos. Além deste risco imediato a sua ocorréncia ¢ preditora do
desenvolvimento de rejei¢ao cronica, sabidamente um evento que reduz
significativamente a sobrevida dos rins transplantados (2, 23). Estas
consideracdes sao ainda mais importantes quando na vigéncia da DIE, pois na
auséncia do parametro funcional proporcionado pela creatinina sangiiinea o
diagnéstico da rejeicdo aguda torna-se mais dificil, sendo em geral feito mais
tardiamente, em funcdo da impossibilidade de biopsiar-se os enxertos
disfuncionados com muita freqiiéncia. Ademais, a DIE ¢ um fator de risco
significativo para o desenvolvimento de rejeicdo aguda e perda do enxerto

renal (3, 24).
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Presentemente, no contexto da DIE, o diagnéstico das rejeigdes ¢ feito
pela andlise histologica de tecido renal obtido em bidpsias de vigilancia.
Biopsias de enxertos renais sdo consideradas o padrao-ouro para o diagnostico
de rejeicdo aguda, no entanto, o procedimento ¢ caro, passivel de
complicagdes, e de erros de amostragem ndo podendo ser repetido com muita
freqiiéncia (8, 9). Assim sendo ¢ desejavel que se desenvolvam métodos menos
invasivos e com sensibilidade e especificidade adequadas para o diagnéstico
seguro da rejeicdo aguda, principalmente em situagdes de maior risco como a
disfun¢ao inicial do enxerto.

Em estudos prévios foram demonstradas, em pacientes com rejei¢ao
aguda de enxertos renais, quantidades aumentadas de transcritos de genes que
codificam moléculas com atividade citotoxica em tecido renal (10, 11). Nestes
estudos, as moléculas mais comumente avaliadas foram a perforina, granzima
B e fas-ligante embora outros genes tais como interleucina 2, interleucina 4 e
TIA-1 também tenham sido avaliados (10, 11). Posteriormente demonstrou-se
quantidades aumentadas destes transcritos em células do sangue periférico (12)
e em células urinarias (25). De uma maneira geral as avaliagcdes dos parametros
de acurdcia diagnostica foram considerados adequados. No entanto,
possivelmente devido a natureza artesanal e as dificuldades de
reprodutibilidade da técnica da PCR competitiva elas acabaram por ndo chegar
a aplicabilidade clinica.

A melhor padronizagdo e reprodutibilidade propiciados pelo método da
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real constituiu-se em avango
significativo na andlise quantitativa de genes envolvidos na rejeicdo aguda dos
enxertos renais podendo auxiliar na monitorizacdo de eventos inflamatorios

intra-enxerto e sendo util na deteccdo da rejeicdo aguda (15, 17, 26), em
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antecipar o seu diagnostico (20, 27), em predizer a resposta ao tratamento (18)
e em diferencid-la da infeccdo urindria (28). No entanto, até o presente
momento, a utilidade deste método ndo foi avaliada adequadamente durante a
disfungdo inicial do enxerto, situacdo na qual um método nao invasivo de
acuracia adequada seria altamente desejavel.

Neste estudo avaliou-se quantitativamente em leucdcitos do sangue
periférico e células urinarias, de pacientes transplantados renais com DIE, a
expressdo dos genes que codificam para moléculas citotoxicas (perforina,
granzima B e fas ligante), bem como a expressdo da PI-9 (serpina protease
inibidora 9), um antagonista natural da granzima B e do fator de transcricao
FOXP3 (X-linked forkhead/winged helix transcription factor). Testamos a
hipotese de que no contexto clinico da DIE seria possivel evidenciar, por meio
da quantificagdo dos genes estudados em leucdcitos periféricos e em células
urindrias, a presenca de rejeicdo aguda superimposta a necrose tubular aguda
pos-transplante renal.

A exemplo do demonstrado em estudos prévios, em pacientes sem DIE,
encontramos que a analise do RNAm de genes que codificam para moléculas
de ataque citolitico apresenta expressdo aumentada na rejeicdo aguda que
ocorre durante a fase de DIE. Estes achados foram evidentes no tecido renal,
no sangue periférico e nas células urindrias (figuras 1 e 2). Na avaliacdo do
sangue periférico a analise dos parametros diagnosticos obtidos a partir dos
pontos de corte de melhor desempenho em curvas ROC mostrou que todos os
genes produzem pardmetros diagndsticos satisfatorios, com elevada
sensibilidade e valor preditivo negativo. No entanto, a quantificagdo do FOXP3
foi a que produziu os resultados de melhor acurdcia, por ter melhor

especificidade e valor preditivo positivo.
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Dresske e colaboradores, avaliando a expressao de FOXP3,
evidenciaram aumento de células T CD4+/CD25+ no sangue periférico de
pacientes transplantados renais apos a suspensdo de imunossupressao por 72
horas, concluindo que essa interrup¢do na imunossupressao se correlaciona a
indugdo de mecanismos imunologicos regulatorios e permite a minimizagao do
tratamento imunossupressor de forma precoce e segura (29). A avaliagdo das
quantidades de RNAm em sangue periférico de pacientes transplantados renais,
se adequadamente validada em outros estudos como uma ferramenta
diagnostica para a rejeicdo aguda, podera ser de grande utilidade uma vez que
nao depende da produgdo de urina pelo enxerto. Vasconcellos e colaboradores
em estudo prévio, utilizando PCR competitivo, uma técnica mais trabalhosa e
possivelmente menos reprodutivel de quantificacdo, demonstraram que a
avaliagdo molecular em sangue periférico pode produzir parametros
diagnésticos adequados para a rejei¢ao aguda (12).

As avaliagdes na urina s@o atraentes por produzirem uma amostragem
do enxerto e por serem ndo invasivas. No entanto elas dependem da sua
producgdo de urina pelo enxerto o que pode ser uma limitagdo na vigéncia de
necrose tubular aguda anurica. Outra dificuldade ¢ a possibilidade de analise de
urina produzida pelos rins nativos e ndo pelo enxerto. Apesar disso, excetuada
a situagdo de pacientes anuricos, o que neste estudo limitou a amostragem em
aproximadamente 80%, encontramos que os parametros diagnosticados a partir
dos pontos de corte nas curvas ROC foram bastante satisfatérios. Nas
avaliagdes das quantidades de RNAm em células urinarias resultaram em
parametros diagnosticos semelhantes aos encontrados na avaliacdo do sangue
periférico. Interessantemente, a analise das quantidades de FOXP3 permitiram,

neste compartimento, acurdcia diagndstica perfeita. Na andlise deste gene,
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nossos dados em pacientes com DIE, comparam-se aos descritos em recente
estudo elaborado por Muthukumar e colaboradores, onde os niveis de FOXP3 e
perforina em células urindrias foram, significativamente, maiores em pacientes
com RA, quando comparados aos grupos com diagndsticos histoldgicos de
nefropatia cronica do enxerto e transplantes com fungao estavel (22).

Nos dois compartimentos, sangue e urina, as quantificagdes
moleculares permitiram a diferenciacdo da rejei¢do aguda de outras situagdes
clinicas. Tais diferenciagdes ja haviam sido evidenciadas em células urinarias
em outros estudos (20, 22, 27, 30, 31). No entanto, apenas dois estudos prévios
reportaram a avaliagdo dos transcritos de genes na DIE, e ainda assim o
fizeram em numero restrito de pacientes. Li e colaboradores, usando o método
de PCR competitivo, observaram que em nove de onze pacientes com DIE, o
nivel de expressdo de perforina e de granzima B foi significativamente maior
nos pacientes com rejeicdo aguda (25). Yannaraki e colaboradores, usando a
técnica de PCR em tempo renal, avaliaram cinco pacientes em DIE e
reportaram que nestes as quantidades detectadas perforina, granzima B e fas-
ligante também apresentaram-se aumentados nos pacientes com rejeicao aguda
(32).

O RNA mensageiro de outros genes tem sido avaliado com o objetivo
de diagndstico da rejeicdo aguda. Os elevados niveis urinarios do RNAm de
CD103, um marcador de superficie de linfocitos citotoxicos CDS8, foram
descritos por Ding e colaboradores (27). Da mesma forma a expressdo de
granulosina em células urinarias apresentou forte valor preditivo de episodios
de rejei¢do nos primeiros dias poés-transplante (17). Recentemente,
investigagdes da expressdo da chemoquina proteina de inducdo de interferon

(interferon inducible protein - IP10) revelaram ndo somente uma correlagio do
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seu aumento em amostras de urina em casos de rejei¢do aguda do enxerto,
como também a diferenciagdo de sua expressdao nos primeiros dias pos
transplante e em casos de infeccdo urindria e infecg¢do por citomegalovirus
(31). As avaliagdes dos genes da interleucina 4 e do fator de necrose tumoral o,
em sangue periférico, demonstraram que estes podem ser bons marcadores de
episodios de rejeicao imediatamente apos o transplante, e que o aumento de sua
expressdo precede em 48 horas o aparecimento das manifestagdes clinicas e
laboratoriais da rejei¢ao aguda (33).

Entretanto, nem todos os estudos confirmam a utilidade das avaliag¢des
moleculares para o diagnostico da rejei¢do aguda. Recentemente dois estudos
contestaram esta utilidade. No primeiro, Yannaraki e colaboradores, avaliando
a expressao dos genes perforina, granzima B e fas-ligante, demonstraram que
os niveis dos genes encontram-se aumentados em RA, mas também em outras
situacdes clinicas, que incluiram infec¢do citomegalovirus, infec¢do urinaria e
DIE, esta ultima avaliada em restrito nimero de pacientes (32). Em outro
estudo, no qual a técnica de PCR semi-quantitativo convencional foi utilizada,
a analise dos mesmos genes em bidpsias renais € em sangue periférico, sugeriu
que apenas a expressdo dos genes perforina e fas-ligante em tecido renal foi
capaz de predizer o diagnostico de rejeigdo aguda e que a expressdo destes
genes em sangue periférico ndo se correlaciona com o diagnostico
histopatologico da rejei¢ao aguda (34). A discrepancia desses resultados pode
estar relacionada a variaveis observadas pelos proprios autores destes estudos
discordantes. No primeiro estudo fatores relacionados a coleta das amostras de
urina podem ter comprometido as outras etapas da reagdo. Recomendagdes
para o tratamento e armazenamento de células urindrias foram descritas por

Medeiros e colaboradores, sugerindo o uso de solucdo estabilizadora do RNA.
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Porém, mesmo as amostras nao tratadas com essa solu¢ao, quando congeladas,
garantem quantidade suficiente de RNA para as analises (35). Acreditamos que
nossos achados tenham diferido dos reportados por Yannaraki e colaboradores,
durante a DIE, sobretudo pelas questdes relacionadas a viabilidade no RNA na
coleta da urina e pelo nimero de pacientes com DIE avaliados. Da mesma
forma, no estudo de Graziotto e colaboradores aspectos metodologicos como a
técnica de PRC ¢ a selecao das amostras do estudo podem ter levado aos
diferentes resultados.

Como uma limitacdo deste estudo, alertamos que as amostras com
nefrotoxicidade por inibidores da calcineurina e a nefropatia cronica do enxerto
renal ndo foram obtidas em pacientes com DIE. Embora a nefropatia cronica
do enxerto ndo seja um diagnostico esperado durante a DIE a nefrotoxicidade
por inibidores da calcineurina pode ocorrer durante o periodo de disfungdo
inicial e ser um fator de prolongamento da mesma (3).

Os achados do presente trabalho nos permitem concluir que, em
pacientes com DIE, a quantificacio de produtos de genes envolvidos na
resposta aloimune, tanto em células do sangue periférico, quanto em células
urindrias, propiciam parametros acurados para o diagndstico de rejeicao aguda.
A validagdo destes resultados em outros estudos e possiveis sofisticagdes das
técnicas utilizadas podera fazer com que as avaliagdes moleculares substituam
ou diminuam a necessidade de bidpsias renais de vigilancia durante a disfungio
inicial do enxerto. Além disso, combinacdes das analises de diferentes genes,
até mesmo em diferentes compartimentos, poderdo levar a diagndsticos ainda

mais precisos e seguros nesta dificil situagdo clinica.
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Materiais e Métodos

Pacientes e coleta de amostras

Pacientes transplantados renais com DIE, caracterizada pela
necessidade de didlise durante a primeira semana pds-transplante renal, foram
submetidos a bidpsias de vigilancia a cada 7 a 10 dias até que ocorresse
recuperagao da fungdo renal ou que o enxerto fosse dado como perdido. Causas
técnicas (vasculares ou uroldgicas) ou infecciosas de disfungdo do enxerto
foram afastadas pelos métodos convencionais previamente a realizagdo das
bidpsias. Imediatamente antes de cada biopsia foram colhidas amostras de
sangue periférico e de urina estéril nos pacientes ndo anuricos; as células
sangiiineas e urinarias foram isoladas e congeladas at¢ o momento da extragao
do RNA para as andlises moleculares. A cada biopsia foram obtidos dois
fragmentos do enxerto. Um e meio fragmentos foram usados para as analises
histologicas e o outro meio fragmento foi congelado imediatamente em
nitrogénio liquido e conservado a -70°C. Como controles foram analisadas
amostras de tecido, leucocitos do sangue periférico e células urinarias de
pacientes com diagnosticos histopatoldgicos de nefrotoxicidade por inibidores
da calcineurina (NIC; n=8), nefropatia cronica do enxerto (NCE; n=12) e rim
transplantado normal (NOR; n=10). As amostras dos grupos-controle foram
obtidas de pacientes com indicagdo de bidpsia renal por disfungdo do enxerto
ou em bidpsias de protocolo.

As bidpsias renais foram realizadas com orientacdo por ultrasonografia
utilizando-se pistola semi-automatica com agulha 16-G. A avaliagdo das
laminas foi feita por patologista renal sem conhecimento dos dados clinicos. A
classificagdo de Banff-97 foi utilizada como padrdao-ouro para os diagndsticos

histopatologicos (19).
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Todos os pacientes utilizaram corticosterdéides combinados a
ciclosporina ou tacrolimus e a micofenolato (mofetil ou s6dico) em seu regime
imunossupressor. Inducdo com anticorpos anti-linfocitdrios foi feita nos
pacientes considerados de alto risco imunologico, os demais receberam
anticorpos anti-receptor da interleucina-2 (basiliximab®™).

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre acreditado pelo Conselho Nacional de Pesquisa de
Ministério da Satde do Brasil e registrado no Escritério para Protecdo de
Humanos em Pesquisa (Office for Human Research Protections - OHRP-

USDHHS) (Institutional Review Board - IRB 00000921).

Extracdo de RNA

Os fragmentos de enxerto para as analises moleculares foram
descongelados, macerados e processados para a extragdo do RNA utilizando-se
o método QIAamp® RNA Blood mini kit (QIAGEN Inc., Chatsworth, CA,
USA) de acordo com as instru¢des do fabricante. O sangue periférico foi
coletado em tubos contendo EDTA (4cido etilenodiaminotetracético); as
células foram isoladas com tampao de lise de eritrocitos conforme instrugdes
do fabricante. As células urinarias foram obtidas por centrifugagdo a 500 g por
20 minutos; o sobrenadante foi descartado; os botdes de células foram
ressuspendidos em solug¢do de tampao salina fosfato, centrifugados novamente
por 10 minutos e estocados a -70°C. O RNA foi extraido dos botdes de células
isoladas do sangue periférico e da urina, utilizando-se o kit de extragdo referido

acima.
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Quantificacdo da expressao de RNAmM

A expressao de cada gene foi analisada pelo método da quantificacdo
relativa pela reagdo em cadeia da polimerase em tempo real utilizando-se o
sistema de deteccao ABI Prism 7000 (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). Os ensaios para expressdo génica consistem em uma mistura de primers
e sondas TagMan® MGB (minor grive binding) a 360 uM, concentrada 20
vezes (20x). Estes ensaios foram adquiridos a partir de identificagdo das
seqiiéncias alvo no banco de genes, sendo que estas ja haviam sido desenhadas,
testadas e validadas em estudos prévios pelo fabricante. (Applied Biosystems.
Gene Expression Assays/Custom primers and probes). Os corantes
fluorescentes utilizados como marcadores das sondas foram 6- carboxy
fluorescein (FAM™ como reporter (em 5°) e 6- carboxytetramethyl rodamine
(TAMRA) como quencher (em 3°). No presente estudo os genes analisados
foram: Perforina (Pf; ID: 65328531A), Granzima B (GB; ID: Hs
00188051 _m1), Fas-ligante (FasL; ID: Hs 00181225 ml), Serpina proteinase
inibidora 9 (PI-9; ID: Hs 00244603 ml), X-linked forkhead/winged helix
transcription factor (FOXP3; ID: Hs 00203958 m1). Os controles moleculares
endogenos utilizados foram a P-actina (PN. 4310881E), para amostras de
bidpsias e sangue periférico e a ciclofilina (PN. 4310883E), para amostras de
urina (TagMan® PDAR Endogenous Control). A normalizagao foi feita com a
utilizagdo dos controles descritos acima com o objetivo de equiparar as
quantidades de RNAm presentes em cada reagao.

As reacdes foram feitas em duplicatas utilizando-se o kit TagMan® EZ
RT-PCR (PN. N808-0235) (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), de
acordo com o seguinte protocolo: 5,0 uL. de 5x TagMan EZ buffer, 3,0 uL de

acetato de manganés (25mM), 0,75 uL de dATP (10mM), 0,75 uL. de dCTP
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(10mM), 0,75 pL de dGTP (10mM), 0,75 pL de dUTP (20mM), 1,0 de uL. de
rTth DNA polimerase (2,5 u/ puL), 0,25 de AmpErase UNG (1u/ puL), agua pura
em quantidade suficiente para 23 plL. A esta mistura foram adicionadas para
cada reagdo 1 pL de primers e sondas (20x) e 1 uL de RNA, totalizando um
volume final de 25 pL. O programa de ciclagem consistiu em: Estagio 1 (1
ciclo): 50°C por 2 minutos; estagio 2 (1 ciclo): 60°C por 30 minutos; estagio 3
(1 ciclo): 95°C por 5 minutos; estagio 4 (40 ciclos): 94°C por 20 segundos e
62°C por 1 minuto.

As andlises dos produtos amplificados foram feitas através de

-AACT
2 C

quantificagdo relativa pelo método , que descreve mudangas na expressao

do gene alvo relativo a uma amostra de referéncia (36).

Analises Estatisticas

Os dados sdo apresentados como numeros absolutos, médias + desvios
padrdoes ou percentagens. As varidveis continuas com distribui¢do normal
foram analisadas utilizando-se o método de andlises de variancias (ANOVA)
seguido pelo teste de Dunnett. Os niveis de RNAm foram analisados pelo teste
de Kruskal-Wallis entre os 5 grupos diagndsticos. O teste de Dunn foi utilizado
para comparagdes multiplas entre os diferentes grupos. O teste de Mann-
Whitney foi utilizado para as comparagdes entre dois grupos. As variaveis
categodricas foram analisadas pelo teste exato de Fisher. As relagdes entre os
niveis de RNAm para todos os genes foram estimadas pelo teste de correlagdo
de Spearman. Curvas ROC (Receiver operating characteristic) foram geradas
para que se encontrassem os melhores pontos de corte para rejei¢ao aguda (37).

Todas as analises foram feitas utilizando-se o programa estatistico SPSS
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(Statistical Package for the Social Sciences) (versdo 14.0, Chicago, USA). O

nivel de significancia estatistica foi estabelecido em P< 0,05.
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Tabela 1. Dados demograficos dos grupos em estudo e controles.

Grupos DIE CONTROLES
(Numero de pacientes) (35) (30)

Diagnosticos histopatologicos RA NTA NIC NCE NOR
(Numero de amostras por categoria) (20) (28) (8) (12) (10)
Idade (anos; média + DP)* 41+£13 47+10 43+11 47+12 47+08
Sexo (masculino/feminino)** 11/09 18/10 03/05 07/05 07/03
Doador (vivo/falecido)** 03/17 02/26 01/07 01/11 01/09

Tempo até a biopsia (dias; média = DP)*  21+£15 21£14  225+£212% 269+£213° 74+8

* = ANOVA com teste de Dunnett; ** Teste exato de Fisher; a = p < 0,001; DIE =
Disfuncao inicial do enxerto; RA = rejeicdo aguda; NTA = necrose tubular aguda; NIC =
nefrotocixidade por inibidores da calcineurina; NCE = nefropatia cronica do enxerto e

NOR = normais.



Tabela 2. Coeficientes de correlagdo de Spearman das quantificagdes dos genes nos diferentes compartimentos.

Gene Compartimentos
Tecido-sangue periférico Tecido-células urinarias Sangue-células urinarias
Coeficiente de P Coeficiente de P Coeficiente de P
correlagao correlagdo correlagao
Per 0,939 < 0,001 0,885 < 0,001 0,929 < 0,001
GzB 0,822 < 0,001 0,883 <0,001 0,825 < 0,001
FasL 0,601 < 0,001 0,668 < 0,001 0,842 < 0,001
PI-9 0,767 < 0,001 0,540 < 0,001 0,707 < 0,001
FOXP3 0,976 < 0,001 0,980 < 0,001 0,950 < 0,001

Per = perforina; GzB = Granzima B; FasL = Fas ligante; PI-9 = serpina proteinase inibidora-9;

FOXP3 = X-linked forkhead/winged helix transcription factor-3.



Tabela 3. Pontos de corte e parametros diagnosticos, em percentagens, das
quantificagdes moleculares para o diagnodstico de rejeigao aguda em sangue

periférico de pacientes com disfung¢ao inicial do enxerto.

78

GENE ASC (1C 95%) Ponto S E VPP VPN A
de corte

Per 0,881 (0,766-0,966) 0,85 100 75 77 100 86

GzB 0,941 (0,869-1,013) 0,05 88 90 88 90 89

FasL 0,935 (0,852-1,019) 0,15 89 94 90 95 92

PI-9 0,935 (0,850-1,021) 0,20 88 90 88 90 88

FOXP3 0,954 (0,871-1,037) 1,85 94 95 94 95 95

Area sob a curva; (IC 95%) = Intervalo de confianga de 95%; S =
sensibilidade; E = especificidade; VPP = valor preditivo positivo; VPN = valor
preditivo negativo; A = acuracia; Per = perforina; GzB = Granzima B; FasL =
Fas ligante; PI-9 = serpina proteinase inibidora-9; FOXP3 = X-linked

forkhead/winged helix transcription factor-3.
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Tabela 4. Pontos de corte e parametros diagnosticos, em percentagens, das
quantificagdes moleculares para o diagnodstico de rejeicdo aguda em células

urinarias de pacientes com disfuncao inicial do enxerto.

ASC (IC 95%) Ponto S E VPP VPN A
GENE de corte
Per 0,917 (0,788-1,046) 0,22 100 86 86 100 92
GzB 0,851 (0,692-1,011) 0,20 83 86 83 86 85
FasL 0,887 (0,763-1,011) 0,07 100 64 71 100 81
PI1-9 0,875 (0,745-1,005) 0,024 92 64 67 90 76

FOXP3 1,000 (1,000-1,000) 2,2 100 100 100 100 100

ASC = Area sob a curva; (IC 95%) = Intervalo de confianca de 95%; S =
sensibilidade; E = especificidade; VPP = valor preditivo positivo; VPN = valor
preditivo negativo; A = acuracia; Per = perforina; GzB = Granzima B; FasL =
Fas ligante; PI-9 = serpina proteinase inibidora-9; FOXP3 = X-linked

forkhead/winged helix transcription factor-3.
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Legendas das Figuras:

Figura 1.

Niveis de RNAm de perforina, granzima B e fas ligante. Os
graficos demonstram as medianas 10°, 25° e os 75° e 90° valores
percentis para os niveis de quantificacio de RNAm normalizada (2**“")
pelos genes da B-actina (tecido e sangue periférico) e ciclofilina (urina)
nos diferentes diagndsticos histologicos. Os niveis de expressdo dos
genes Per, GzB e FasL foram significativamente maiores em pacientes
com RA, quando comparados aos com NTA e aos grupos controles NIC,
NCE e NOR em tecido renal, sangue periférico e células urinarias. Os
valores de P s3o os maiores apresentados nas comparagdes em cada
compartimento/gene. Per = perforina; GzB = Granzima B; FasL = Fas
ligante; RA = rejeicdo aguda; NTA = necrose tubular aguda; NIC =
nefrotocixidade por inibidores da calcineurina; NCE = nefropatia cronica

do enxerto e NOR = normais.



Figura 2.
Niveis de RNAmM de PI-9 e FOXP3. Os graficos demonstram as
medianas 10°, 25° e os 75° e 90° valores percentis para os niveis de

quantificacdo de RNAm normalizada (274"

) pelos genes da B-actina
(tecido e sangue periférico) e ciclofilina (urina) nos diferentes
diagnosticos histologicos. O nivel de expressao de PI-9 foi superior em
pacientes com RA, quando comparados aos com NTA e aos grupos
controles, NCE e NOR nos trés compartimentos. Os valores de P s3o os
maiores apresentados nas comparacdes em cada compartimento. * Indica
que ndo houve diferenga significativa na quantificagdo do gene PI-9 em
células urinarias na comparacao dos grupos RA e NIC (p > 0,05). Os
niveis de FOXP3 foram sempre maiores em casos de RA nas
comparagdes entre os grupos (p < 0,05); PI-9 = serpina proteinase
inibidora-9; FOXP3 = X-linked forkhead/winged helix transcription

factor-3.
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IV. CONCLUSOES

- Os marcadores moleculares de processos inflamatorios em aloenxertos
renais avaliados neste estudo apresentaram expressdo aumentada na rejeicao
aguda de pacientes em disfun¢do inicial do enxerto.

- Os genes perforina, granzima B, fas ligante, PI-9 ¢ FOXP3 estio
expressos em quantidades aumentadas durante a rejeicdo aguda de pacientes
com disfun¢ao inicial do enxerto, comparados a expressao observada em outras
situacdes clinicas.

- As quantificagdes moleculares dos genes perforina, granzima B, fas
ligante, PI-9 e FOXP3 revelaram parametros satisfatorios para o diagndstico de
rejeicdo aguda. O gene PI-9 foi o de pior desempenho e o gene FOXP3 o mais

acurado.
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