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RESUMO

O transplante renal (TR) é o tratamento de escolha para pacientes com doenca renal
cronica terminal. No TR, as moléculas HLA-G e PD-L1, por sua acéo tolerogénica, sdo
de interesse clinico e terapéutico. O objetivo deste estudo foi avaliar as moléculas
HLA-G e PD-L1 em diferentes momentos do TR. Foram avaliados 124 pacientes.
Destes, 114 eram previamente transplantados (Grupo de pacientes antigos-GPA) e,
em 10 pacientes, a avaliacao iniciou-se no pré-TR (Grupo de pacientes novos-GPN).
No GPA, estudo transversal com coleta Unica de sangue, enquanto, no GPN foi
realizado um follow-up de 12 meses, com coleta de sangue seriada. Pacientes que
tiveram disfungdo do enxerto, foram submetidos a coleta de bidpsias renais e
realizada imuno-histoquimica para ambas as moléculas (GPN). A fase de execuc¢ao
do estudo ocorreu de margco/2016 a dezembro/2017. No GPA, o uso de
corticoide+inibidor calcineurina+azatioprina como esquema de imunossupressao
inicial (p<0,001), presenca de um ou dois episodios de rejeicdo (p<0,001) e infeccao
por CMV(p=0,006) se correlacionaram com baixa dosagem de HLA-G. Ter realizado
de 6-10 sessbes de hemodidlise no pds-TR renal associou-se a uma elevada
dosagem de HLA-G (p=0,02). No GPN, a ocorréncia de episodios de rejeicado foi
associada a baixa expressdo de HLA-G (p<0,001) e PD-L1 (p<0,001). A variavel
tempo pos-TR (p<0,001) esteve associada a menor nivel de HLA-G. Pacientes
transfundidos apresentaram baixos niveis de PD-L1 (p=0,03). Niveis aumentados de
HLA-G (p=0,001) e PD-L1 (p<0,001) foram observados em pacientes do sexo
feminino. Os pacientes que receberam rim de doador vivo relacionado expressaram
mais HLA-G (p<0,001). O estudo concluiu que as variaveis supracitadas, que
estiveram associadas positiva e negativamente com os niveis de HLA-G e PD-L1,
podem promover a estabilidade ou instabilidade dos enxertos respectivamente,
mantendo a funcao renal ou propiciando talvez processos de rejeigcao.

Palavras-chave: HLA-G; PD-L1; transplante renal; rejeicao



ABSTRACT

Kidney transplantation (KT) is the treatment of choice for patients with end-stage renal
disease. In KT, the HLA-G and PD-L1 molecules due to their tolerogenic action are of
clinical and therapeutic interest. The aim of this study was to evaluate the HLA-G and
PD-L1 molecules at different moments in the KT. 124 patients were evaluated. Of
these, 114 were previously transplanted (Group of old patients-GOP) and, in 10
patients, the evaluation started in the pre-KT (Group of new patients-GNP). In the GOP
a cross-sectional study with a single blood collection, while in the GPN a 12-month
follow-up was carried out with serial blood collection. Patients who had graft
dysfunction were submitted to renal biopsy samples and immunohistochemistry was
performed for both molecules (GNP). The study execution phase took place from
March/2016 to December/2017. In GOP the use of corticosteroids+calcineurin inhibitor
+azathioprine as an initial immunosuppression regimen (p<0,001), the presence of one
or two episodes of rejection (p <0,001), and CMV infection (p= ,006) were correlated
with a low dosage of HLA-G. Having performed 6-10 hemodialysis sessions in post-
KT was associated with a high dose of HLA-G (p=0,02). In GNP the occurrence of
rejection episodes was associated with low expression of HLA-G (p<0,001) and PD-
L1 (p<0,001). The variable time after KT (p<0,001) was associated with a lower level
of HLA-G. Transfused patients had low levels of PD-L1 (p=0,03). Increased levels of
HLA-G (p=0,001) and PD-L1 (p<0,001) were observed in female patients. Patients who
received a kidney from a related live donor expressed more HLA-G (p<0,001). The
study concluded that the aforementioned variables, which were positively and
negatively associated with the levels of HLA-G and PD-L1 can promote the stability or
instability of the grafts respectively, maintaining renal function or perhaps providing
rejection processes.

Keywords: HLA-G; PD-L1; kidney transplantation; rejection
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1 INTRODUCAO

O transplante renal (TR) € o tratamento de escolha para pacientes com
doenca renal crénica em estagio terminal (DRCT), pois 0 mesmo esta associado
a melhoria significativa na qualidade de vida (HRICIK et al., 2001; TONELLI et
al., 2011) e a sobrevida dos pacientes (TONELLI et al., 2011; WOLFE et al.,
1999) sendo o tratamento mais efetivo do ponto de vista médico e também o
mais econdmico (GOUVEIA et al., 2017; HALLER et al., 2011).

O TR foi introduzido nos Estados Unidos na década de 1950, tendo sido
o transplante de 6rgao sélido (TOS) pioneiro em uma época em que as terapias
de substituicdo renal (TSR) estavam em seus primeiros passos. O primeiro TR
de gémeos idénticos bem sucedido foi realizado pela equipe de Merril e Murray
em dezembro de 1954 (MERRILL et al., 1956). O transplante clinico humano
comecou e 0s pesquisadores tentaram entender a resposta imune subjacente e
como controlar as poderosas vias de rejeicdo. Na era da imunossupressao (ISS)
convencional baseada no uso de azatioprina (AZA) e corticoide (CE), as taxas
de rejeicéo e faléncia precoce do enxerto eram altas. Com a introduc&o do uso
clinico da ciclosporina A (CsA) (CALNE et al., 1978) ha mais de 30 anos, houve
uma melhora nos resultados do transplante, e os programas de TOS se
expandiram em todo 0 mundo desenvolvido (GRINYO, 2013).

Desta forma, os transplantes de 6rgaos (TO) deixaram de ser um
experimento clinico para tornar-se uma atividade médica confiavel e rotineira,
gue provou ao longo dos anos sua eficacia clinica, sendo o tratamento de
escolha para a faléncia de 6rgdos em estagio terminal. Embora um enorme
progresso tenha contribuido para o sucesso dessa terapia, varios desafios
permanecem para que o TR e de outros 6rgdos sélidos estejam amplamente
disponiveis com riscos minimos e resultados ideais (SAYEGH; CARPENTER,
2004).

O progresso do TR para uma atividade clinico-cirirgica de rotina, com
expressivos resultados é atribuida aos seguintes fatores: a) grande progresso no
conhecimento dos mecanismos imunolégicos em relacdo a resposta aloimune;
b) evolucdo na identificacdo e caracterizacdo dos antigenos de

histocompatibilidade; e c¢) avancos na ISS, que melhorando o controle dos
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episédios de rejeicdo, sdo responsaveis por estes resultados na era atual (LIM;
KOHLI; BLOOM, 2016).

A descricao do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC - Major
Histocompatibility Complex) ocorreu em 1936, sendo resultado de pesquisas em
transplantes de tecidos de camundongos. As primeiras moléculas foram
caracterizadas como antigenos de carater polimorfico da superficie celular,
codificados por um locus denominado H-2 (H= histocompatibility). As moléculas
desse sistema génico constituiriam uma barreira imunoldgica e o éxito dos
transplantes dependeria do grau de similaridade H-2 entre receptor e doador,
para antigenos entdo denominados de antigenos de histocompatibilidade.
Posteriormente, complexos génicos homologos foram descritos em varias
espécies de mamiferos, com atuagdo similar e codificando moléculas envolvidas
na resposta imune (CROUAU-ROY et al., 1994; CHRISTIANSEN et al., 1993;
DUNHAM et al., 1987).

Em 1958, foi detectado um aloantigeno presente nos leucdcitos humanos,
que se tornaria o 'primeiro’ antigeno leucocitario humano (Human Leucocyte
Antigen - HLA); o HLA A2 (DAUSSET, 1958), no mesmo ano foram publicados
outros artigos versando sobre outros antigenos leucocitarios humanos (PAYNE;
ROLFS, 1958; VAN ROOD; EERNISSE; VAN LEEUWEN, 1958) desta maneira
0 campo do HLA, passou da histocompatibilidade para se tornar um dos campos
mais centrais da imunologia béasica e clinica. A histéria das moléculas de HLA
classe | e Il e seu papel nas respostas imunes e o desenvolvimento rapido e
extenso do campo HLA é o resultado de contribuices individuais de excelentes
pesquisadores, bem como de uma extensa colaboracao internacional sobre
histocompatibilidade (THORSBY, 2009).

Em 1987, foi descrito o antigeno leucocitario humano G (HLA-G), um
antigeno HLA-classe | ndo classico que exerce fun¢des imunorreguladoras
(GERAGHTY; KOLLER; ORR, 1987), ele também realiza a supressédo da
resposta imune. Diferentes estudos demonstraram que o gene HLA-G é
transcrito em uma variedade de células e tecidos adultos (leucdcitos do sangue
periférico, placenta, pele, baco, timo, préstata, testiculo, ovario, intestino
delgado, célon, coracéo, cérebro, pulméo, figado e rim), bem como nos tecidos

fetais (coracéo, pulméao, figado e rim) (ONNO et al., 1994). Além de seu profundo
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efeito para induzir a tolerancia fetal, a expressao de HLA-G tem sido associada
a aceitacao de aloenxertos (CAROSELLA et al., 1999; XIAO et al., 2013).

A expressao de HLA-G solavel (sHLA-G) no sangue, coracao e enxertos
hepéticos/renais tém sido associada a uma melhora significativa no prognastico
e menos episddios de rejeicdo (CREPUT et al., 2003a; LILA et al., 2002). Talvez,
iguais mecanismos imunologicos sejam importantes para gerar tolerancia em
ambos, gravidez e TO. Investigacdo adicional de HLA-G como possivel
marcador clinico para o prognaéstico de certos TO, e mesmo como possibilidades
terapéutica imunossupressora ou indutora de toler&ncia, seriam muito
interessantes (HVIID, 2006).

Na busca de novas opcbes terapéuticas para controle da rejeicdo e de
melhores resultados nos TO, diferentes grupos de cientistas da area de
Imunologia, veem trabalhando exaustivamente. Em 1992, um grupo de
pesquisadores trabalhando com o tipo classico de morte celular programada,
usando a técnica de hibridizacdo subtrativa, isolaram programmed cell death 1
(PD-1), um novo membro da superfamilia do gene da imunoglobulina (Ig)
(ISHIDA et al., 1992). Em estudos posteriores, constatou-se que PD-1 é um
receptor imunoinibitério expresso por linfécitos T (LT) ativados, linfécitos B (LB)
e células mieloides (AGATA et al., 1996; ISHIDA et al., 1992; NISHIMURA et al.,
1998; VIBHAKAR et al., 1997).

O ligante de PD-1 (PD-L1) é um membro da familia do gene B7, e quando
PD-L1 se liga a PD-1, ocorre a inibicdo da proliferacdo de linfocitos. A
proliferacéo linfocitaria € mediada por receptores de LT e citocinas. A expressao
de PD-L1 em tecidos néo linfoides e a sua interacdo potencial com PD-1 pode
determinar a extensdo das respostas imunitarias em locais de inflamacao
(FREEMAN et al., 2000).

PD-1 e PD-L1 emitem sinais inibitérios que regulam o equilibrio entre a
ativacdo, tolerancia e imunopatologia dos LT. A inducdo e manutencédo da
tolerdncia dos LT requerem PD-1, e seu ligante PD-L1 em células néo
hematopoiéticas pode limitar as respostas efetoras dos LT e proteger os tecidos
dos danos nos tecidos mediados pelo sistema imunoldgico (KEIR et al., 2008).

A possibilidade de que células epiteliais tubulares proximais renais (alvo

de LT infiltrantes durante a rejeicéo do aloenxerto renal) poderiam ser protegidas
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da lesdo por PD-1 e PD-L1, foi investigada no processo de rejeigdo. E a
investigacdo concluiu que, a via renal epitelial PD-1 / PD-L1 exerce um efeito
inibitério sobre as respostas de células T (CT) alorreativas e a que regulacao
positiva de PD-L1 nas células epiteliais tubulares proximais em pacientes com
rejeicdo aguda de aloenxerto pode reduzir a lesédo mediada por LT (STARKE et
al., 2010).

No ambito dos TOS e especificamente do TR, as possibilidades de
manuseio destas moléculas para diagnostico, prognéstico e linhas terapéuticas
sdo imensas. E isto abre caminhos para mais pesquisas dentro ndo s6 da
Imunologia, mas também da area clinica. Desta forma, o presente estudo teve
como objetivo, avaliar as moléculas HLA-G e PD-L1 em diferentes momentos do
TR.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Transplantes de Org&os

O TO é definido como - a acéo de coletar células, tecidos ou 6rgaos de
um individuo, transferindo esse material, referido como enxerto, para outro local
do mesmo individuo - TO autélogo, ou para um individuo diferente de mesma
espécie - TO alogénico. O TO tem sido um dos grandes avanc¢os da Medicina
nos ultimos 60 anos, saindo da esfera experimental e progredindo para uma
pratica de rotina nos servicos médicos do mundo. E um procedimento que,
provou ser clinicamente eficaz, salvando vidas de pacientes portadores de
faléncia terminal de diferentes 6rgdos (SAYEGH; CARPENTER, 2004; STARZL,
2000).

Tem-se que a maior limitagdo na pratica dos transplantes € a resposta
imune do receptor contra os tecidos do doador. Limitacéo esta que foi observada
inicialmente em tentativas de restaurar pele lesada ou queimada em pacientes,
utilizando doadores nao relacionados (sem parentesco). Duas semanas em
média apds o transplante de pele, esta sofria necrose e se desprendia. Partindo
deste fato crucial, modelos animais foram utilizados para tentar compreender o
fendbmeno. Observou-se entdo que o motivo da falha na aceitagcdo do enxerto
cutaneo era uma reacéao inflamatoria a qual foi chamada rejeicdo, causada pela
resposta imune (GIBSON; MEDAWAR, 1943; MEDAWAR, 1944).

Apos as publicacdes de Medawar, o caminho para mais pesquisas nas
diferentes areas dos TO foi aberto, e progressivas descobertas permitiram que
o primeiro TR exitoso fosse realizado em 1954 (MERRILL et al., 1956). Mais de
meio século se passou desde o primeiro TO, embora um grande progresso tenha
contribuido para o sucesso dessa terapia, varios desafios permanecem para que
o transplante esteja amplamente disponivel, com riscos minimos e resultados
ideais. (SAYEGH; CARPENTER, 2004).

Além dos aspectos relacionados a imunologia, farmacologia e cirurgia, 0s
TO passam também por outros diferentes contextos, tais como: religiosos,
culturais, politicos, juridicos, morais e éticos. Os avan¢os mais recentes no

universo dos TO trouxeram também progresso nos demais aspectos a ele
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associados, oferecendo desta maneira esperanca de cura para a populacao de

pacientes portadores de doencas cronicas terminais.

2.2 Transplante Renal

A pesquisa na area de anastomoses vasculares do cientista Alexis Carrel,
permitiu 0 desenvolvimento e aprimoramento da cirurgia do TR (CARREL;
GUTHRIE, 2001). Nesta evolucdo do transplante, um marco histérico foi a
realizagdo do primeiro TR em ser humano em 1933 por Yu Yu Voronoy, um
cirurgido ucraniano, sendo o procedimento utilizado para tratar injuria renal
aguda por envenenamento com mercurio. O rim ndo funcionou porque houve
longo tempo de isquemia quente (foi retirado do doador seis horas ap6s sua
parada cardiaca) e o par receptor-doador eram ABO incompativeis; o receptor
morreu 48 horas apos a cirurgia (MATEVOSSIAN et al., 2009).

Independente dos insucessos, a ciéncia progredia e inUmeras pesquisas
estavam acontecendo em diferentes partes do mundo no campo dos TO e
principalmente TR. Em 1954, em Boston, foi realizado o primeiro TR que obteve
éxito clinico (gémeos monozigoticos), iniciando assim uma nova era para 0s TR.
(MERRILL et al., 1956). Em 1959, a 6-mercaptopurina (6-MP), que ja estava em
uso clinico para o tratamento da leucemia linfocitica aguda, teve uma de suas
variantes, a AZA, avaliada como droga de potencial imunossupressor em TR.
Em 1962, iniciou-se o primeiro ensaio clinico utilizando a referida droga, nos
pacientes em que a AZA foi combinada com CE, taxas de sobrevida do
aloenxerto em um ano foram entre 40-50% (MURRAY et al., 1963).

A taxa de transplantes bem-sucedidos de rins de doadores falecidos (DF)
e doadores vivos (DV) familiares aumentou lentamente durante a década de
1960 e inicio da década de 1970, apds a introducdo de AZA e CE. As taxas
gerais de mortalidade também cairam a medida que os programas de dialise ao
longo prazo melhoraram, o que tornou possivel sustentar a vida quando os
enxertos falhavam (SAYEGH; CARPENTER, 2004).

Com a introducéo da CsA, no inicio dos anos 80, houve um aumento na
taxa de sobrevida do enxerto em um ano de 51% para mais de 80% (KAHAN et
al., 1985). No final de 2002, nos Estados Unidos, havia 150.000 pessoas vivendo
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com aloenxertos de 6rgaos solidos em funcionamento, contra 62.000 em 1993
(“Organ Procurement and Transplant Network” - OPTN, 2002). Novas drogas
surgiram para o controle da rejeicéo, entre elas o tacrolimo (TAC), um potente
inibidor da calcineurina (ICN). O TAC foi descoberto no Jap&o em 1984 (KINO et
al., 1987) e foi introduzido em pacientes humanos em 1989 e 1991 (ARMITAGE
etal., 1991; STARZL et al., 1989).

Com o advento de novas drogas imunossupressoras nho arsenal
terapéutico, o numero de TO se elevou ao longo dos anos, e obviamente os TR
sairam a frente, tanto que atualmente, de acordo com os dados do OPTN , houve
uma evolucédo importante dos TR nos Estados Unidos, onde, em 2018, foram
realizados 21.167 procedimentos (HART et al., 2020), e em 2019, 23.401
procedimentos (“Organ Procurement and Transplantation Network”, 2020). A
Europa também possuiu um programa de TO bastante estruturado, seus dados
mostram que de 2015 a 2019 foram realizados 15.287 TR com DF e 6.465 com
DV (“EUROTRANSPLANT”, 2019).

Na América Latina, o primeiro TR foi realizado em 1957, na Argentina, no
Instituto de Investigacdes Médicas de Buenos Aires (CHALLU, 1992). No Brasil
o primeiro TR ocorreu em 1964 no Hospital dos Servidores do Estado do Rio de
Janeiro (VASCONCELOS et al., 1998). O primeiro programa efetivo de TR que
obteve sucesso América Latina, foi do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP), que realizou seu primeiro TR
em janeiro de 1965, sob a coordenacdo dos professores José Geraldo de
Campos Freire e Emil Sabbaga (GARCIA; PESTANA; IANHEZ, 2006).

Desde entdo, o TR no Brasil € uma modalidade de TSR consagrada e
realizada em inimeros centros no pais. O Brasil possui um dos maiores centros
de TR do mundo, o Hospital do Rim - Fundagédo Oswaldo Ramos em Séo Paulo-
SP, entidade esta que realiza em média 900 TR por ano (“Hospital do Rim -
Fundagao Oswaldo Ramos”, 2020). De 2009 a 2019 o Brasil realizou um total de
59.769 TR (GARCIA, 2019).

Em Goias, o primeiro TR (DV) bem sucedido foi realizado em 4 de junho
de 1984, no Hospital Geral de Goiania. A equipe era composta pelos médicos
nefrologistas Dezir Véncio, Jodo Batista de Souza, Julio César Ximenes e

Sebastido Ludovico Martins, e pelos urologistas Teobaldo Costa, Tacio Vaz,
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Jodo Machado de Souza, Rildo Lins Galvao e José Rosa (NETO, 2006). Desde
entdo, as equipes transplantadoras de rim do estado de Goias vém trabalhando
para dar aos pacientes da regido mais oportunidades de acesso ao
procedimento. De 2012 a 2019, foram realizados, em Goias, 200 TR-DV e 671
TR-DF (GARCIA, 2019).

2.3 Imunologia do Transplante

A grande limitacdo aos transplantes é a resposta imune do receptor contra
os tecidos do doador. Esta reacdo gera uma resposta do sistema imunolégico ao
aloenxerto através de varias etapas, sendo utilizado neste processo o sistema
imunoldgico tanto adaptativo quanto inato (AUCHINCLOSS; SULTAN, 1996).

A resposta imunoldgica ao enxerto, que possui varios aloantigenos, pode
ser mediada por duas vias — a celular ou humoral (anticorpos) (ABBAS;
LICHTMAN; POBER, 2000). O processo de rejeicao tem inicio quando os LT do
receptor reconhecem antigenos do doador expressos no enxerto. Ao
reconhecerem esses antigenos como nao proéprios, os LT sdo ativados e
desencadeiam mecanismos efetores celulares e humorais da rejeicdo (ROCHA
et al., 2003). O alorreconhecimento € o0 evento central e primario no
desencadeamento da resposta imune. Pode ocorrer por duas vias distintas,
mas ndo excludentes: a via direta e a via indireta. Ambas as vias de
alorreconhecimento sé&o importantes no processo de rejeicdo e podem ocorrer
simultaneamente (HERNANDEZ-FUENTES; WARRENS; LECHLER, 2003).

Quando a via direta se inicia, os LT do receptor reconhecem o complexo
peptideo-molécula HLA expresso na superficie das APC do doador (SAYEGH,;
TURKA, 1998). Este complexo do doador é reconhecido pela célula T Cell
Receptor (TCR) do receptor e se inicia o mecanismo de indugdo de
citotoxicidade. Ja na via indireta, os LT do receptor reconhecem o0s
aloantigenos processados e apresentados na forma de peptideos presentes na
superficie celular das Antigen Presenting Cells (APC) do receptor, geralmente
junto a molécula HLA classe Il. Com o passar do tempo, as APC do doador
diminuem, o que sugere o favorecimento maior da participacdo da via indireta,

sendo que alguns autores postulam que essa via seja a predominante na
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rejeicdo cronica (RC) (COELHO et al.,, 1999; SAYEGH; WATSCHINGER,;
CARPENTER, 1994; SPADAFORA-FERREIRA et al., 2001).

Toda esta sequéncia de eventos tem como ponto crucial a lesao tecidual
do enxerto, levando aos quadros de rejeicdo hiperaguda, aguda (celular ou
humoral) e crénica, quadros clinicos variados acompanham os episédios de
rejeicdo. O uso de drogas imunossupressoras tem como objetivos bloquear
esse processo de rejeicdo (SA; LEAL; ROSA, 2017).

O processo de rejeicdo independente de sua classificacdo histolégica
(Anexo A) esta interligado com outros fatores que tem relacdo direta com o
progndstico do enxerto ao longo prazo. Dentre eles, € importante citar o grau de
compatibilidade. Quando no caso de TR com doador vivo relacionado (DVR), o
nivel de compatibilidade (match) baseia-se no numero de haplétipos (grupo de
genes ou alelos presentes em determinado numero de loci contiguos)
compartilhados pelo receptor e possiveis doadores. Desta forma, os possiveis
doadores sdo categorizados como HLA-idéntico, HLA-haploidéntico e HLA-
distinto. Ja quando se trabalha com doador vivo néo relacionado (DVNR) ou DF,
o grau de compatibilidade entre receptor e doador é referido em nimero de
incompatibilidades (mismatches) HLA, que seria a presenca de um antigeno no
doador ausente no receptor. Em TR HLA-idéntico, por compartilharem iguais
alelos de classes | e Il, assim como todos os demais genes do complexo HLA,
0S mesmos apresentam progndéstico mais elevado do que os TR com rim de DF
sem nenhuma incompatibilidade HLA-A, -B, -DR em relagéo ao receptor (LIMA,
2014).

Outros fatores importantes relacionados com a resposta imunoldgica do
receptor ao enxerto renal e ao desempenho clinico do transplante, séo o tempo
de isquemia fria (TIF), definido como o periodo correspondente a perfusdo do
enxerto no doador até o desclampeamento da anastomose no receptor. E a
funcdo retardada do enxerto (FRE), definida como a necessidade de suporte
dialitico na primeira semana do transplante. Durante o armazenamento
refrigerado do rim, os estoques de energia celular sdo exauridos, resultando na
ativacdo da morte celular apoptética e necrética na reperfusdo. Apdés o
transplante, as manifestacdes desta lesdo de reperfusdo vado depender da

extensado do insulto isquémico que € um fator de risco para FRE, rejeicdo aguda
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e tem um impacto negativo na sobrevivéncia do enxerto, incluindo a perda
cronica do mesmo (GORAYEB-POLACCHINI et al., 2020).

No trabalho de Doshi et al. (2011), os pesquisadores encontraram como
fatores de risco associados a FRE - sexo masculino, ser afro-americano,
obesidade, Diabetes mellitus, dialise crénica, longo tempo em lista espera para
transplante, longo TIF e maior nimero de incompatibilidade doador-receptor.
Todos os fatores apresentaram um valor de p<0,01, o que demonstra o impacto
da FRE sobre o TR e as inter-relagbes com outros fatores clinicos e

imunoldégicos.

2.4 Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC - Major
Histocompatibility Complex)

A primeira descricdo do MHC é de 1936 (GORER, 1937), tendo sido
identificado em camundongos; suas moléculas foram caracterizadas como
antigenos polimorficos da superficie celular, codificados por um locus
denominado H-2. Subsequentemente, complexos génicos similares foram
descritos em varias espécies de mamiferos, com o mesmo modo de atuacéo e
também envolvidos na resposta imune (CROUAU-ROY et al., 1994,
CHRISTIANSEN et al., 1993; DUNHAM et al., 1987).

O HLA veio a ser descoberto na década de 50 (DAUSSET, 1958; PAYNE;
ROLFS, 1958; VAN ROOD; EERNISSE; VAN LEEUWEN, 1958), quando
pesquisadores realizavam estudos soroldgicos em pacientes politransfundidos e
gestantes, onde detectaram anticorpos leucoaglutinantes. Dausset descreveu o
primeiro antigeno, o qual denominou MAC (atualmente designado HLA-A2)
(DAUSSET, 1958).

O MHC humano recebeu a denominag¢ao HLA referindo-se ao conjunto
génico HLA localizado no brago curto do cromossomo 6, na banda 6p21.31.
Nessa regido cromossdmica, estdo presentes outros genes, muitos nao
pertencentes ao sistema HLA. Essa regidao do genoma humano, de acordo com
os produtos moleculares (estrutura e fungdo) que os genes ai situados codificam,
foi subdividida em trés regides - classe I, Il e lll (BELL, 1989; CHRISTIANSEN et
al., 1993; LAMM; OLAISEN, 1985). Dadas as suas caracteristicas imunoldgicas,
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0 HLA representa uma barreira antigénica ao transplante, sendo altamente
polimorfico entre os individuos e segregado em familias de maneira codominante
mendeliana (SUTHANTHIRAN; STROM, 1994).

Os HLA estao agrupados em trés regides de subclasses: as regides de
classe |, Il e lll (Figura 1). A regido da classe | (grupo classico — classe la) contém
os genes HLA-A, HLA-B e HLA-C altamente polimérficos. Os genes desta classe
codificam as cadeias a das moléculas HLA de classe | cuja estrutura se completa
com uma cadeia leve de 2- microglobulina, codificada por um gene de mesmo

nome localizado no cromossomo 15 (PIRRI, 2006).
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Figura 1 - llustracdo mostrando a posicdo do MHC no cromossomo 6 e a disposi¢do dos genes
dentro dos loci. (KLEIN; SATO, 2000)

O grupo nao classico (classe Ib), cujo polimorfismo é limitado, é
representado pelos genes HLA-E, HLA-F e HLA-G. A regido da classe I, esta

envolvida no processamento e apresentacao de antigenos, consiste em HLA-
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DPAL, HLA-DPB1, HLA-DQA1, HLA-DQAZ2, HLA-DQB1, HLA-DQB2, HLA-DRA,
HLA-DRB1, HLA-DRB2, HLA-DRB3, HLA-DRB4 e HLA-DRB5. A regido da
classe lll contém genes implicados em respostas inflamatérias, maturacdo de
leucécitos e cascata do complemento (DENDROU et al., 2018).

Os antigenos HLA classe |, localizados nos loci A, B e C, sdo expressos
na superficie de todos os tipos de células nucleadas e de plaguetas. Os
antigenos HLA classe I, localizados nos loci DR, DQ e DP, sdo expressos na
superficie das APC, que séo células que processam peptideos antigénicos em
seu citoplasma e os expdem na fenda da molécula HLA classe Il na superficie
celular. Sdo representadas pelas células dendriticas (CD), macrofagos, LB, LT
ativados, células endoteliais, células epiteliais, células musculares lisas e
fibroblastos, sendo que estes trés ultimos tipos celulares apresentam antigenos
apos estimulo de citocinas especificas, como o Tumor Necrosis Factor-TNFa
(Fator de Necrose Tumoral a) e o Interferon gama (INFy) (HERNANDEZ-
FUENTES; WARRENS; LECHLER, 2003; ROCHA et al., 2003).

2.5 HLA-G

O grupo de pesquisadores coordenados por Shirley Ellis, em 1986,
descreveu a caracterizacao de uma nova molécula HLA classe |, que foi isolada
das membranas celulares de citotrofoblastos coridnicos e de uma linhagem
celular de coriocarcinoma derivado de trofoblastos, vale ressaltar que os
antigenos classicos do HLA classe | ndo sdo expressos nessas células. O
antigeno foi caracterizado como uma glicoproteina ndo polimorfica, encontrada
em associagdo com 32 microglobulina e detectada por anticorpos monoclonais
gue reconhecem determinantes monomoérficos do HLA classe | (ELLIS et al.,
1986).

Em 1987, foi descrito, por um grupo de pesquisadores americanos, um
acido desoxirribonucleico (DNA) genémico que codifica um gene ndo-HLA-A, -B,
-C classe |. Este gene, designado HLA-6.0, é tdo homodlogo do HLA-A e HLA-B,
guanto entre si. A proteina HLA classe | codificada por HLA-6.0 é semelhante

em organizacao as proteinas codificadas em HLA-A, -B e -C, exceto que um
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codon de terminagdo em estrutura impede a traducdo da maioria da regido
citoplasmatica do HLA-6.0 (GERAGHTY; KOLLER; ORR, 1987).

No entanto, foi somente, em 1990, que o HLA 6.0, recebeu a
nomenclatura de HLA-G, uma molécula atipica do HLA classe |, presente em
guantidades abundantes na interface materno-fetal (ELLIS; PALMER; MICHAEL,
1990). Estudos posteriores confirmaram que o HLA-G é expresso em
praticamente todas as interfaces celulares em que as células maternas e fetais
entram em contato, por exemplo, células de citotrofoblasto extravilosas
invasivas, células endoteliais endovasculares fetais, células de amnio e do
liguido amnidtico (LE BOUTEILLER et al.,, 1999). Assim o HLA-G foi
caracterizado como um gene nao classico do (classe Ib) sistema HLA.

Estudos posteriores demonstraram que o gene HLA-G é transcrito em
uma variedade de células e tecidos adultos (leucécitos do sangue periférico,
placenta, pele, baco, timo, préstata, testiculo, ovario, intestino delgado, cdlon,
coracdao, cérebro, pulmao, figado e rim), bem como nos tecidos fetais (coracao,
pulméo, figado e rim) (ONNO et al., 1994), assim como a sua expressao tém
sido associada a aceitacao de aloenxertos (CAROSELLA et al., 1999; XIAO et
al., 2013).

2.5.1 Estrutura do HLA-G

O HLA-G apresenta um numero de cinguenta e sete alelos, descritos até
a data de maio de 2020 (“IPD-IMGT/HLA”, 2020), apresentando polimorfismo
discreto, quando comparado aos genes HLA de classe la. No entanto, alguns
desses alelos ndo sado totalmente caracterizados, apresentando apenas alguns
éxons sequenciados. Estudos populacionais mundiais sobre toda a sequéncia
do gene HLA-G permitiram insights mais precisos sobre a variabilidade do HLA-
G (ALTSHULER et al., 2012).

O HLA-G localiza-se no interior da regido do HLA de classe | do
cromossomo 6 apresentando 4396 pares de bases (pb), com oito éxons, sete
introns e uma regidao 3' néo traduzida (3’'UTR), sendo homodlogo aqueles do
grupo classico de classe la. Quanto a sua estrutura génica possui: éxon 1, com

73 pb, codificando o peptideo sinal; éxon 2, com 270 pb, éxon 3, com 276 pb, e
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éxon 4, com 276 pb, os quais codificam os dominios a1, az e as respectivamente;
éxon 5, com 114 pb, codificando a regidao transmembrana; éxons 6, 7 e 8, com
105 pb, codificando o dominio citoplasmatico da molécula HLA-G. Entretanto,
devido a um c6don de término de leitura (UGA) no éxon 6 a cauda citoplasmética
apresenta 6 aminoacidos enquanto a cauda das moléculas de Classe la
apresentam aproximadamente 30 (Figura 2) (CAROSELLA; DAUSSET;
KIRSZENBAUM, 1996; CAROSELLA; DAUSSET; ROUAS-FREISS, 1999;
O’'CALLAGHAN; BELL, 1998).

O HLA-G possui sete transcritos alternativos que produzem sete
isoformas diferentes de proteinas HLA-G1, -G2, -G3 e -G4 ligadas a membrana
e HLA- G5, -G6 e -G7, soluveis (Figura 3) (CAROSELLA et al., 2015; PIRRI,
2006). No entanto, a diversidade do HLA-G nao pode ser apenas descrita pelo
ndmero de suas isoformas, tais isoformas séo as estruturas HLA-G mais simples.
Atualmente é sabido que o HLA-G é estruturalmente ainda mais complexo do
que isso, estando presente como monbmeros, homo e possiveis
heteromultimeros, proteinas ubiquitinadas, livres em fluidos biolégicos ou como
parte de exossomos (CAROSELLA et al., 2015).

Embora o HLA-G tenha sido inicialmente considerado ndo polimorfico,
variacfes de sua sequéncia nucleotidica foram descritas em quase todas as
partes do gene (VAN DER VEN et al., 1998). O numero crescente de locais
polimérficos relatados levantou a questdo de até que ponto as variacdes da
sequéncia nucleotidica do HLA-G interferem nas funcbes postuladas ou
comprovadas do HLA-G. Parece haver diferencas quanto a localizacdo, natureza
e frequéncia relativa de polimorfismos entre grupos étnicos, embora certas
variagcbes de nucleotideos sejam compartilhadas por todas as populacdes
étnicas estudadas até o momento (KARHUKORPI et al., 1996; YAMASHITA et
al., 1996), por exemplo, as posi¢des nos codons 57, 93, 107 e 110, o que sugere
uma origem comum dos alelos HLA-G existentes (PIRRI, 2006; PIRRI et al.,
2009; VAN DER VEN; PFEIFFER; SKRABLIN, 2000).
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Figura 3 - O locus HLA-G e as isoformas proteicas expressas (CAROSELLA et al., 2015)

2.5.2 Fungbes do HLA-G

Em condi¢cbes saudaveis, é observado um nivel basal de transcricdo do
gene HLA-G na maioria das células e tecidos. No entanto, a traducédo para a
proteina HLA-G ¢é restrita aos trofoblastos na interface materno-fetal
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(CAROSELLA et al., 2003) e, em adultos, as células-tronco epiteliais, da cornea,
das células-tronco mesenquimais (CTM), matriz ungueal, células B-pancreética,
células dos precursores eritroides e endoteliais. O HLA-G também pode ser
neoexpresso em condigBes patoldgicas, incluindo transformacdo maligna,
infecgbes virais, doencas inflamatérias e autoimunes e transplante alogénico
(CAROSELLA, 2011; MORANDI et al., 2016).

Onno et al. (1994) procuraram determinar se os acidos ribonucleicos
mensageiros (MRNA) de HLA-G também sdo expressos em outros tecidos
humanos, desta forma usando sondas especificas para o locus HLA-G,
demonstraram que o referido gene é transcrito em uma variedade de células e
tecidos adultos obtidos de diferentes individuos (leucécitos do sangue periférico,
placenta, pele, baco, timo, prostata, testiculo, ovario, intestino delgado, colon,
coracao, cérebro , pulméo, figado e rim), bem como nos tecidos fetais (coracao,
pulmao, figado e rim).

O locus de HLA-G tem baixo polimorfismo e, devido a sua estrutura, a
molécula pode reconhecer e apresentar apenas um repertorio de peptideos
restrito em comparacdo com as moléculas classicas de HLA Classe la
(CLEMENTS et al, 2005). Essas peculiaridades tornam o HLA-G
exclusivamente orientado para a inibicdo e tolerancia imunoldgica. No final dos
anos noventa um grupo francés demonstrou que os trofoblastos que expressam
HLA-G estavam protegidos da citélise mediada por células natural killer (NK)
maternas, indicando pela primeira vez o HLA-G como uma molécula chave na
tolerancia materno-fetal (ROUAS-FREISS et al., 1997).

A partir dessa primeira observacéo, varios grupos trabalharam para definir
o0 modo de agdo do HLA-G e em quais configuracdes ele esta envolvido na
promocao da tolerancia. Atualmente, é aceito que o HLA-G é uma molécula Unica
com varias propriedades imunomoduladoras: desempenha um papel importante
nao apenas na tolerancia fetal-materna, mas também na modulacdo das
respostas imunes e na promoc¢do e manutencao da tolerancia periférica em
condicdes saudaveis e patoldgicas. O HLA-G pode de fato atuar tanto nos ramos
inato quanto adaptativo da imunidade e regular as respostas imunolégicas a
curto e longo prazo (AMODIO; GREGORI, 2012).
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O HLA-G se liga a trés receptores inibitérios: imunoglobulina-like transcript
2 (ILT2) presentes nas células NK, CT e APC, ILT4 (células mieloides) e killer
imunoglobulina-like receptor (KIR2DL4) (células NK e CT), sendo este ultimo um
receptor HLA-G especifico. Comparado a outras moléculas de HLA classe I, 0
HLA-G aprimorou as funcdes inibitérias diretas e inibe as func¢des citoliticas das
células NK e LT citotéxicos (LTC), aloproliferacdo de CT CD4+ e maturacéo das
células dendriticas (CAROSELLA et al., 2003).

2.5.2.1 HLA-G e funcg0es citoliticas das células NK e LTC

O HLA-G foi identificado pela primeira vez como uma molécula expressa
especificamente pelo citotrofoblasto. As células citotrofoblasticas sao células
invasoras de decidua que sédo semialogénicas para a mae, ndo expressam HLA-
A, HLA-B, niveis muito baixos de HLA-C, mas altos niveis de HLA-G. Como
consequéncia desse padrao de expressao peculiar classico do HLA classe |, as
células trofoblasticas devem ser um alvo para as células LTC e NK da mée. A
citélise pode ser mediada por células NK ou LTC, as células NK eliminam alvos
desprovidos de moléculas HLA classe |, como trofoblastos e alguns tumores,
engquanto os LTC eliminam alvos que apresentam HLA classe | e complexos de
peptideos, como células alogénicas e células infectadas por virus (LEMAOULT;
ROUAS-FREISS; CAROSELLA, 2005).

As células citotrofoblasticas sdo ignoradas pelo sistema imunolégico da
mae, devido ao fato que o HLA-G inibe diretamente as células NK e, portanto,
protege as células fetais semialogénicas e alogénicas da destruicdo pelas
células NK da mae (LEMAOULT; ROUAS-FREISS; CAROSELLA, 2005). Desta
mesma forma foi demonstrado que, o HLA-G poderia proteger tumores
alogénicos ou negativos para a classe | do HLA, da imunidade antitumoral
mediada por NK (ROUAS-FREISS et al., 2003). O HLA-G inibe a fungéo citolitica
do LTC e, portanto, poderia proteger células ou 6rgaos alogénicos positivos para
a classe | do HLA da destruicao pelo mesmo mecanismo (LE GAL et al., 1999).

Ao trabalhar com células transfectadas, um grupo de pesquisadores
franceses, demonstrou que as isoformas HLA-G2, -G3, -G4 ligadas a membrana

inibem a funcéo citolitica de NK e LTC e, desta forma, também podem participar



36

da protecao de fetos, tumores ou tecidos transplantados da destruicdo imune
(MENIER et al., 2000; RITEAU et al.,, 2001). Marchal-Bras-Goncalves et al.,
2001, concluiram em sua pesquisa que o HLA-G5, o equivalente soluvel do HLA-

G1, também possui fun¢des imunossupressoras.

2.5.2.2 HLA-G e Células T CD4+

A expressao de HLA-G foi demonstrada in vivo dentro de tecidos, como
tumores e transplantes, nos quais 0 HLA-G é expresso pelos proprios tecidos ou
pela infiltragdo de células mononucleares (CREPUT et al., 2003b; LEFEBVRE et
al., 2002). Correlacdes entre a expresséo do HLA-G por tumores ou transplantes
e a resisténcia a citolise foram demonstradas in vitro e in vivo, e se ajustam a
funcdo do HLA-G como uma molécula capaz de proteger as células que o
expressam contra a destruicao por células NK e LT.

Como as APC sdo as células que mais expressam essa molécula e, como
as mesmas estao envolvidas em todas as etapas da resposta imune a montante
da citdlise, o papel do HLA-G no contexto da aloestimulacédo das CT e a funcéo
do HLA-APC que expressam G foram investigadas. E ficou demonstrado que o
HLA-G é capaz de inibir alorrespostas proliferativas de CT CD4+ em trés
situacOes diferentes, isto €, sob uma forma soltuvel (LE ROND et al., 2004; LILA
et al., 2001), sob uma forma de membrana expressa por uma célula inerte de
terceiros (RITEAU et al., 1999) e sob uma forma ligada & membrana expressa
pela estimulacéo propria da APC (LEMAOULT et al., 2004; RITEAU et al., 1999).
Outros dados de estudos que sao relevantes, mostraram que o HLA-G5 inibe a
funcéo das CT CD4+ alorreativas, enquanto € produzido pelas proprias CT CD4+
alorreativas ou por outro tipo de célula (LE ROND et al., 2004; LILA et al., 2001).

A funcdo das APC que expressam o HLA-G1 foi investigada, nesses
estudos, as APC que expressavam HLA-GL1 inibiram quase completamente as
respostas das CT CD4+. E os mesmos indicaram que a APC HLA-G positiva que
se infiltra em tumores e transplantes possa nao estar envolvida na inflamacgéo,
mas pode corresponder a uma tentativa de interromper uma reacdo imune em
andamento (LEMAOQULT et al., 2004; RITEAU et al., 1999).
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As implicacdes desses dados sdo inumeras, entre elas podem ser citadas:
(i) estabelecem que as CT CD4+ sao sensiveis a inibicdo pelo HLA-G; (ii)
mostram que o HLA-G pode atuar ndo apenas no nivel de inibicdo de efetores,
mas também a montante, no nivel de amplificacéo clonal de CT e maturagéo de
efetores; (i) indicam que o HLA-G1 e o HLA-G5 agem de maneira semelhante
no desencadeamento de respostas imunes e na maturacdo de efetores. E a
presenca do HLA-G que parece contar, ndo o seu modo de entrega; (iv)
posicionam a expresséo de HLA-G por tumores e transplantes como uma fuga
imune relevante ou mecanismo tolerogénico, com um potencial de correlacéo
com o status do paciente e, portanto, um potencial uso para a titulacdo de HLA-
G como ferramenta de diagnostico ou prognostico (LEMAOULT; ROUAS-

FREISS; CAROSELLA, 2005).

2.5.2.3 HLA-G e Linfécitos T

A inibicdo da aloproliferacdo de LT CD4+ pode ser multifatorial. Desta
maneira, o0 HLA-G pode inibir a proliferacdo de LT CD4+, agindo sobre os
préprios LT e bloqueando suas capacidades responsivas / proliferativas, ou
atuando sobre as APC e bloqueando suas capacidades estimuladoras ou
inibitérias, ou ambas. A inibicdo da capacidade de resposta dos LT mediada por
HLA-G pode ser devida a geracdo de LT supressores. A inibicdo mediada por
HLA-G da aloproliferacdo de LT CD4+ pode ser temporaria e condicional a
presenca de HLA-G no microambiente ou permanente via inducdo de anergia
das CT ou geracdo de LT supressores (LEMAOULT; ROUAS-FREISS;
CAROSELLA, 2005).

O HLA-G pode atuar nas APC através da interagdo com ILT-4 e inibir sua
maturacdo (LIANG; BAIBAKOV; HORUZSKO, 2002; LIANG; HORUZSKO,
2003). Como consequéncia funcional, a ligacdo do HLA-G com ILT4 nas CD
inibiu significativamente suas capacidades aloestimulantes. Esses dados in vivo
sao a primeira demonstragao direta de que o HLA-G tem potencial para uso em
terapia imunossupressora.

Os efeitos da inibicdo mediada por HLA-G1*- APC na capacidade de LT

CD4+ serem reestimuladas foram investigados e foi demonstrado que as
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populacbes de LT CD4+ que foram pré-estimuladas por HLA-G1*-APC tiveram
uma diminuicao significativa (entre 35% e 55%) na capacidade de responder a
nova estimulacdo antigénica. Esses resultados demonstraram que as células
HLA-G1"-APC+ ndo agem apenas como inibidores da ativacdo dos LT CD4+,
mas também induziram resposta ao longo prazo das LT CD4+, aparentemente
semelhante a anergia dos LT. A inducéo da falta de resposta ao longo prazo dos
LT CD4+ especifica do antigeno € uma maneira de desativar algumas
especificidades dos LT do repertério antigénico funcional, promovendo assim
uma tolerancia imune duradoura a alguns antigenos (LEMAOULT; ROUAS-
FREISS; CAROSELLA, 2005).

A inducao mediada por HLA-G nos LT supressores, mostra que o HLA-G
€ uma molécula fortemente envolvida nos mecanismos de escape e tolerancia
imunoldgicos. A inducéo de células supressoras pode ser vista como vigilancia
e aplicacao ativa de “ignorancia” do antigeno, porque os LT supressores podem
atuar em um ambiente que ndo contém HLA-G, em células especificas para os
mesmos antigenos que elas mesmas, tornando-as incapazes de reagir,
espalhando a “ignorancia” ao antigeno para todo o sistema imunoldgico
(LEMAOULT; ROUAS-FREISS; CAROSELLA, 2005).

2.5.2.4 HLA-G e a regulacéo inibit6ria

O HLA-G possui trés receptores conhecidos: ILT2, ILT4 e KIR2DL4, que
sao receptores inibitérios (COLONNA et al., 1997, 1998; COSMAN et al., 1997;
RAJAGOPALAN; LONG, 1999). Quando recrutados por seus ligantes, os
receptores inibitérios inibem a funcdo da célula que os carrega, e a
superexpressdo dos receptores inibitérios diminui e/ou inibe a sua
responsividade (CHANG et al., 2002).

A expresséo de receptores inibitorios pelas células APC, NK e T apos
estimulacao por HLA-G foi investigada e verificou-se que o HLA-G1 e o HLA-G5
induziram a regulagéo positiva de seus proprios receptores ILT2 e ILT4 em APC,
ILT2 e KIR2DL4 nas células NK e ILT2 e KIR2DL4 nos LT CD4+, mas ndo nas
CD8+. Estas pesquisas demonstraram: (i) papel imunoinibitério para o HLA-G,

(i) o HLA-G pode atuar como uma molécula de sinalizacao, pois pode agir por sSi
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s6 e na auséncia de estimulacao antigénica concomitante. Esta funcéo enfatiza
o papel do HLA-G5 soluvel e sua potencial contribuicdo para a imunodepressao
geral, especialmente quando encontrada em grandes quantidades, ou seja, no
microambiente tumoral ou no caso de situacdes especificas, como transplante
combinado figado-rim (LEMAOULT; ROUAS-FREISS; CAROSELLA, 2005).

Como visto pelas descricdes anteriores, as acdes do HLA-G sao inUmeras
e de extrema importancia nos contextos fisiolégicos e patolégicos humanos.
Como uma molécula reconhecidamente tolerogénica, que promove o implante
uterino do embrido ou a aceitagéo de aloenxertos solidos, ela permite também a
evasao de tumores ou virus da resposta imune (Figura 4). Tais mecanismos de
acdo podem permitir o desenvolvimento de ferramentas médicas que podem
trazer beneficios clinicos, tanto em nivel diagndstico quanto terapéutico
(CAROSELLA et al., 2008).

NK cells T cells APCs

* Inhibition of cytolysis via ILT-2 * Inhibition of cytotoxic function via ILT-2 * Inhibition of DC maturation via ILT-4
* Inhibition of proliferation via ILT-2 * Inhibition of proliferation via ILT-2 and ILT-4 | |* Inhibition of antigen presentation via ILT-4
+ Inhibition of transendothelial migration * Induction of apoptosis via CD8 * Inhibition of DC trafficking via ILT-4

via ILT-2 * Secretion of Th2 cytokines * Upregulation of inhibitory receptors
* Induction of apoptosis via CD8 * Induction of suppressive T cells * Induction of tolerogenic APC
+ Secretion of proangiogenic factors via KIR2DL4| |  Upregulation of inhibitory receptors
* Induction of suppressive NK cells via ILT-2
+ Upregulation of inhibitory receptors

These HLA-G immunological functions would have:

Beneficial effects in: Deleterious effects in:

Pregnancy transplantation Autoimmune and ‘ ’ Cancer Viral
inflammatory diseases infections

TRENDS in Immunology

Figura 4 - Propriedades imunolégicas do HLA-G: implicagdes em doencas humanas. O HLA-G como
formas sollveis e ligadas a membrana tem propriedades imunossupressoras que ocorrem por meio
de interacdes com receptores expressos diferencialmente em células NK, células T e APCs. Essas
fungBes tém implicacdes importantes em doencas humanas. De fato, as propriedades tolerogénicas
do HLA-G podem ter efeitos benéficos nos distlrbios da gravidez, transplante, auto-imunidade e
doencas inflamatérias, limitando as reacdes imunes, enquanto que podem ser deletérias no cancer
e ap6s infecgdes virais, permitindo a fuga de células infectadas por virus ou tumor (CAROSELLA et
al., 2008)
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2.5.3 HLA-G e Transplante Renal

A participacdo do HLA-G na imunobiologia dos transplantes iniciou-se
com o estudo de transplantes cardiacos (TC) e nos transplantes combinados
hepato-renais (THR). Um dos primeiros estudos de HLA-G e TO foi realizado na
Franca, os pesquisadores franceses conhecedores de que o HLA-G exibe
funcdes imunotolerantes (mecanismos de tolerancia imunolégica materna ao
enxerto fetal semialogénico) e que sua expressao pode ser modulada de maneira
ascendente, investigaram se o HLA-G poderia ser detectado em pacientes
submetidos a TC e estar associado a uma melhor tolerancia ao enxerto. O estudo
constou de 31 pacientes (25 homens, 6 mulheres, média de idade de 53,4 anos
[intervalo 17-79]) receptores de TC, nos quais a expressdo de HLA-G foi
avaliada em bidpsias endomiocéardicas e soro e correlacionada com dados
clinicos (LILA et al., 2000).

A expressdo do HLA-G nas biopsias endomiocardicas foi avaliada por
imunohistoquimica. A expressdo de HLA-G estava presente nas biopsias
miocardicas de cinco (16%) pacientes. Nos pacientes com HLA-G positivo, 0
namero de rejeicbes agudas foi menor do que nos pacientes com HLA-G
negativo. Nenhuma rejeicado cronica foi observada em pacientes com HLA-G
positivo. Fatores ambientais especificos e liberacdo local ou sistémica de
citocinas apdés TC ou tratamentos imunossupressores intensivos, podem estar
associados a inducdo da expressdao de HLA-G. Desta forma, a expressao de
HLA-G pode contribuir para a aceitacdo do enxerto por inibicdo da lise mediada
por células NK e LTC, bem como pela supressao da resposta proliferativa
alogénica. Este estudo apoiou a hipétese de que o HLA-G pudesse ser ativado
durante o processo de transplante, levando a modulagdo descendente das
respostas imunes do hospedeiro e melhor tolerancia ao aloenxerto, controlando
rejeicdes agudas e RC (LILA et al., 2000).

Em seu estudo seguinte, Lila et al.(2002) estudando ainda TC,
investigaram as possiveis correlacdes entre a expressdo do HLA-G e o numero
e tipos de rejeicdo. O numero de episddios de rejeicdo aguda (RA) foi
significativamente menor em pacientes com HLA-G-positivo em comparacao

com pacientes com HLA-G-negativo. Nao foi observada RC em pacientes HLA-
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G-positivo, enquanto os pacientes HLA-G negativos tiveram RC. Ficou
demonstrado com este estudo que, existe uma correlacdo significativa entre
rejeicdo e expressao de HLA-G no coracdo apoés o transplante. A expressao do
HLA-G e seu efeito na reducdo da incidéncia e gravidade da rejeicao parecem
ser estaveis ao longo da evolucgéo.

Estas pesquisas incentivaram inimeros outros estudos sobre o papel do
HLA-G em relacdo aos transplantes. E sabido que a presenca do aloenxerto
hepético promove melhor aceitacdo do outro 6rgao transplantado (CALNE et al.,
1969; HOUSSIN et al., 1980). A partir dessa premissa um grupo francés de
pesquisadores, mostrou uma associacao significativa entre a expressao de HLA-
G nas células epiteliais biliares do figado e a auséncia de rejeicdo do enxerto
hepético. Nao foi observada RA ou RC do enxerto renal em pacientes nos quais
o HLA-G foi expresso no enxerto hepético. Os pesquisadores concluiram que
expressdo do HLA-G no aloenxerto hepatico estd associada a uma menor
frequéncia de RA hepatica e renal e pode estar envolvida na aceitacéo de érgaos
transplantados simultaneamente (CREPUT et al., 2003b).

Créput et al. (2003a) detectaram uma alta concentracédo de HLA-G no soro
de pacientes de THR, mas ndo em pacientes transplantados de rim. Esse achado
foi também corroborado pela expressao ectopica do HLA-G nas bidpsias dos
enxertos. Outra associa¢cado importante foi um baixo nimero de RA nos enxertos,
especialmente em transplantados de figado-rim. Todos estes aspectos levaram
0 grupo a propor que o HLA-G pudesse ser utilizado na monitorizacdo de
pacientes transplantados, pois a determinacao dos niveis soltveis de HLA-G no
soro dos pacientes permitiia modular a quantidade de medicamentos
imunossupressores administrados aos mesmos.

Na busca de dados entre HLA-G e TR, Kaneku (2006), realizou um estudo
pesquisando a correlacdo entre o HLA-G soluvel (sHLA-G) e a sobrevida efetiva
do enxerto renal em pacientes transplantados. Foi demonstrado pelo
pesquisador, que dos pacientes que tinham um enxerto funcional ao final do
estudo, 73% foram considerados como tendo uma tendéncia positiva para sHLA-
G, comparado com apenas 44% do grupo de pacientes com falha precoce dos

enxertos.
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Qiu et al. (2006) pesquisaram a presenca de sHLA-G em amostras séricas
seriadas de TR. Um total de 330 soros de 65 pacientes foram testados para
SHLA-G. Apds analise em série dos 330 soros dos 65 pacientes, 50% dos 26
pacientes do grupo em funcionamento renal adequado, apresentaram expressao
consistente de sHLA-G ou se tornaram positivos, em comparag¢ao com 20,5%
entre 39 pacientes que rejeitaram seus transplantes, desta maneira, o sHLA-G
foi associado a transplantes funcionais. No geral, pacientes positivos para sHLA-
G geralmente tiveram melhor aceitagéo do enxerto.

Em 2007, um grupo de pesquisadores brasileiros realizou estudo para
determinar a existéncia de uma possivel correlacdo entre o polimorfismo de
insercao/delecdo de 14 pb (14pb ins/del) do HLA-G e o desfecho do aloenxerto
renal. A conclusédo do estudo foi de que ndo houve diferenca significativa nas
frequéncias alélicas do polimorfismo 14pb ins/del entre controles normais e
pacientes transplantados. A andlise de outros polimorfismos do HLA-G e estudos
funcionais sobre a regulacéo imune séo essenciais para elucidar o papel do HLA-
G nos aloenxertos renais (CRISPIM et al., 2007).

Em um estudo transversal, onde foi comparando a expressao de HLA-G
em enxertos renais de pacientes pos-transplantados (estratificando-se os
mesmos de acordo com a presenca ou auséncia de rejeicao e a relagdo com os
imunossupressores) os resultados sugeriram que a expressdo de HLA-G no
aloenxerto renal e o uso de TAC estavam associados a uma menor frequéncia
de RA e nefropatia cronica do enxerto (CRISPIM et al., 2008).

Em trabalho de um grupo argentino de 2009, foram avaliadas as isoformas
de HLA-G e os niveis de mRNA de MICA (MIC - familia de genes relacionada ao
MHC de classe |, compreende sete membros, dois dos quais codificam
glicoproteinas funcionais [MICA e MICB], enquanto MICC para -G séo
pseudogenes) em células mononucleares do sangue periférico e em bidpsias de
receptores de aloenxertos renais com RA, RC e evolucéo estavel do enxerto. Os
resultados preliminares sugeriram que a isoforma HLA-G1, mas néo os niveis de
MRNA de MICA, poderiam fornecer um marcador para medir o estado do
aloenxerto renal e servir de base para estudos futuros que pudessem
estabelecer a influéncia dessas moléculas na rejeicdo ou aceitacdo de
aloenxertos renais (RACCA et al., 2009).
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Ao investigar se o SHLA-G é a molécula mais biologicamente relevante
entre todos os tipos de moléculas soltveis de HLA classe | para aceitacdo do
enxerto, grupo aleméo abordou pacientes de TR e transplantados rim-pancreas
(TRP). Foram analisados os niveis de HLA soluvel total classe | (sHLA-I) em
comparacao com o sHLA-G em 488 amostras de plasma obtidas antes e em
série apos o transplante. As amostras de 126 individuos saudaveis serviram
como controle. A analise multivariada dos dados mostrou que o sHLA-G, mas
ndo o sHLA-I, é um fator de risco independente para rejeicdo do enxerto. Assim,
altos niveis de sHLA-G, mas nao de sHLA-I, parecem ter contribuido para uma
melhor aceitacdo do enxerto apés o TR ou TRP (REBMANN et al., 2009).

Xiao et al. (2010a) investigaram a expressdao da molécula HLA-G,
incluindo HLA-G ligado a membrana (mHLA-G), HLA-G intracelular (iIHLA-G) e
SHLA-G, no sangue periférico de receptores de TR, bem como a relevancia entre
0 HLA-G e a funcdo do 6rgao transplantado e os episddios de rejeicdo. Foi
realizado um estudo longitudinal em 175 receptores de TR. Trés grupos foram
envolvidos neste estudo, incluindo grupo de RA (n = 36), grupo estavel de funcéo
(n =139) e grupo controle saudavel (n = 30). A concluséo do estudo foi de que,
as expressoes de mHLA-G1 e iHLA-G1 ndo tém relevancia com o inicio da RA,
mas a média dos niveis de sHLA-G5 no grupo de funcéo estavel no plasma foi
superior a do grupo de RA.

Para investigar a relacao entre o sHLA-G e o aparecimento de episodios
de RA, foi quantificado o nivel de sHLA-G, em 42 casos de TR de um servico na
Tunisia, sendo que os pacientes foram classificados em dois grupos, com e sem
RA, e um grupo controle com individuos sadios (amostras de soro de 18
controles). O estudo sugeriu que niveis sericos mais altos de sHLA-G pareciam
contribuir para uma melhor taxa de sobrevida do aloenxerto renal apés 10 anos
de seguimento, conforme mostrado pela andlise de sobrevida. Devido ao
pequeno numero de individuos estudados, esses resultados devem ser tratados
com cautela (BARDI et al., 2011).

No estudo realizado por Farid et al. (2015), o sHLA-G foi avaliado em 3
grupos: pacientes transplantados renais sem episédios de rejeicdo (n=43);
pacientes transplantados com rejeicdo comprovada por biopsia (n=27);

individuos saudaveis, pareados por idade e ndo transplantados como controles
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(n=42). O nivel de sHLA-G foi significativamente maior nos pacientes
transplantados em comparacdo com os controles. TAC teve efeitos positivos nos
niveis de sHLA-G. Pacientes com RC apresentaram um nivel significativamente
menor de sHLA-G em comparagdo com um grupo estavel ao enxerto. Os
resultados do estudo foram consistentes com estudos anteriores que abordaram
o papel do sHLA-G na inducdo de imunotolerancia apés o TR, bem como
incentivaram mais pesquisas da busca de um tratamento com HLA-G ou
derivado, que pudesse se constituir em uma nova terapia eficiente de tratamento
antirrejeigéo.

Ao estudar sHLA-G e CD30 soluvel (sCD30) em receptores de TR em
diferentes momentos apos o transplante e explorar a relagcdo entre as
expressfes do sHLA-G, sCD30 sérico e o tempo apds o TR, Jin et al. (2017)
observaram que o sHLA-G sérico em receptores de TR com enxerto normal
aumentou com o tempo apdés o procedimento, enquanto o nivel sérico de sCD30
foi reduzido em um més apds o TR, o que se encontra de acordo com os relatos
de estudos prévios.

Os polimorfismos de 14 pb ins/del (rs1704) e + 3142C>G (rs1063320)
podem modificar o nivel de expressdo do HLA-G (ROUSSEAU et al., 2003).
Partindo deste conhecimento, um grupo de pesquisadores aleméaes estudou 175
transplantados renais (41 com RA e 134 sem rejeicao) e adicionalmente os
doadores correspondentes para ambos os polimorfismos, a fim de avaliar seu
impacto nas RA um ano apds o transplante. O estudo concluiu que o0s
polimorfismos HLA-G do doador sdo importantes para a suscetibilidade de
resposta RA no TR, assim como o0s genoétipos de 14 pb ins/ins e + 3142GG
seriam protetores contra a rejeicdo de TR (JANSSEN et al., 2019).

Piancatelli et al. (2020a) investigaram as associa¢gdes do polimorfismo
HLA-G14pb ins/del no inicio de alguns fatores de risco po6s-TR, como excesso
de peso corporal, anormalidades lipidicas, aumento da glicemia em jejum, bem
como os polimorfismos de citocinas com efeitos imunossupressores e
metabdlicos. O estudo envolveu 173 pacientes TR com avaliagdo de: indice de
massa corporal, colesterol, triglicerideos, glicemia de jejum, hipertensao,
tabagismo, dados demograficos, e terapéuticos. O estudo dos pacientes

transplantados permitiu evidenciar uma relacdo potencial entre ganho de peso
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pés-transplante e polimorfismo HLA-G14pb ins/del, anteriormente envolvido na
rejeicAo por sua atividade imunossupressora/ tolerogénica. Essa nova
associacdo poderia ampliar o conhecimento do papel e das funcdes das
moléculas de HLA-G em doencas e transplantes. Esta descoberta introduz novos
aspectos que ainda podem ser explorados em relacdo a molécula de HLA-G.

2.6 Ligante de PD-1 (PD-L1)

Em 1992, um grupo de pesquisadores trabalhando com o tipo classico de
morte celular programada, usando a técnica de hibridizac¢éo subtrativa, isolaram
PD-1, um novo membro da superfamilia do gene da Ig (ISHIDA et al., 1992). Em
pesquisas subsequentes, PD1 foi caracterizado como um receptor
imunoinibitorio expresso por LT ativados, LB e células mieloides (AGATA et al.,
1996; ISHIDA et al., 1992; NISHIMURA et al., 1998; VIBHAKAR et al., 1997).

O PD-L1 é expresso por APC (mondcitos do sangue periférico humano,
CD humanas e murinas ativadas), em tecidos nao linfoides, como coracao e
pulmdo. Os niveis relativos de sinais inibitérios PD-L1 e B7-1 / B7-2
coestimulatérios em APC podem determinar a extensao da ativacdo de LT e,
assim, o limiar entre tolerancia e autoimunidade. Desta forma os pesquisadores
identificaram o ligante de PD-1 e demonstraram que essa interacao receptor-
ligante leva & inibicdo da proliferacdo de linfécitos (FREEMAN et al., 2000).

Os mecanismos de funcionamento de PD-1 e PD-L1 s&o realizados
através da emisséo de sinais inibitorios que regulam o equilibrio entre a ativacao,
tolerancia e imunopatologia dos LT. A indu¢do e manutencgdo da tolerancia dos
LT requer PD-1 e PD-L1 em células ndo hematopoiéticas, isto pode limitar as
respostas efetoras dos LT e proteger os tecidos dos danos nos tecidos mediados
pelo sistema imunolégico (KEIR et al., 2008).

Loke e Allison (2003) estudando PD-L1 e PD-L2, ligantes de PD-1,
descobriram que PD-L1 € altamente expresso em macréfagos inflamatérios, em
contraste, PD-L2 ndo é expresso em macrofagos inflamatoérios, mas pode ser
induzido por ativacdo alternativa via interleucina 4 (IL-4). Estes resultados
sugerem que PD-L1 e PD-L2 podem ter funcdes diferentes na regulacdo das

respostas tipo 1 e tipo 2. PD-L1 é expresso em macrofagos e células tumorais,
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enquanto a PD-L2 é amplamente restrito a CD, assim sendo, a regulacdo
diferencial de PD-L1 e PD-L2 sugere que eles possam ter diferentes funcdes em
diferentes situagdes inflamatdrias Thl e Th2, embora ambas liguem PD-1 (Figura
5).

Inibicdo via PD-1

Bloqueio da Inibicao
anti-PD-1 )\\ n/(‘antLPD-U /2

AT P01 /N \\ FELH 2 PGy
N \ . . imoral
TCR S EmI=EpMHE | K

CD28=/ ER— B7

Supressdo de LT Atividade anti-tumoral

Figura 5 - A inibicdo da ativacdo dos linfocitos T via PD-1 pode ser revertida com anticorpos anti-
PD-1 e/ou anti-PD-L1/2. A) A liga¢do do PD-1 com seus ligantes PD-L1/PD-L2 presentes em
células apresentadoras de antigeno (APC) ou células tumorais causa supressao da ativacao dos
linfécitos T via inibicdo de sinais envolvendo o reconhecimento de antigenos pelo TCR e ligacdo
de moléculas co-estimuladoras (CD28, B7). B) O tratamento com anticorpos anti-PD-1 ou anti-
PD-L1/2 blogueia esse mecanismo de inibig&do favorecendo a atividade anti-tumoral dos linfécitos
T. PD-1 = proteina-1 de morte celular programada. TCR = receptor da célula T
(https://www.researchgate.net/figure/Figura-2-A-inibicao-da-ativacao-dos-linfocitos-T-via-PD-1-
pode-ser-revertida-com_fig2_ 337613690/acesso 14/04/2020)

Gao et al. (2003) testaram a hipOtese de que 0s sinais negativos
acionados pela estimulacdo da PD-1, concomitante ao bloqueio dos sinais
coestimuladores do CD154, facilitariam a tolerancia ao aloenxerto das ilhotas de
pancreas. Os autores usaram uma proteina de fusdo dimérica da Ig PD-L1 para
estimular o receptor inibidor PD-1 e um anticorpo monoclonal para bloquear o
CD154. O PD-L1 inibiu a proliferacdo de células T CD4+ e CD8+ que foram
estimuladas por anti-CD3. Esses resultados sugeriram que o envolvimento do
receptor negativo PD-1 exibe efeitos imunorreguladores criticos na resposta do
aloenxerto e o bloqueio de moléculas coestimuladoras positivas com a entrega
ativa de sinais inibitérios poderiam representar uma nova estratégia terapéutica
no transplante.

A interacdo da molécula PD-1 com seus ligantes PD-L1 e PD-L2
representa um mecanismo conhecido de inibicdo de CT. PD-1 é homodlogo de
CD28, enquanto os ligantes de PD-1 compartilham homologia com a familia B7

de moléculas coestimuladoras. Desta forma, foi estudada a expressao da
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superficie e os niveis de transcricdo de PD-L1 e PD-L2 em células epiteliais
tubulares renais murinas (CET). O estudo demonstrou que PD-L1, mas ndo PD-
L2, foi fracamente expresso nas CET nao estimuladas. Apos estimulacdo com
INF-y foi observada uma regulacao positiva da expressao da PD-L1 dependente
da dose. O bloqueio da via PD-L1/PD-1 com anticorpos monoclonais em ensaios
de apresentacdo de antigenos revelou um papel inibitorio desse sistema ligante
na ativacao das células Thl e Th2. A coloracdo para PD-L1 foi forte nos tubulos
proximal e distal nos transplantes de rim de camundongo com rejei¢gdo, enquanto
a coloracao de rins normais e transplantes de rim de camundongo singénico nao
revelou expressdo de PD-L1. PD-L2 nao foi observado em rins normais ou
rejeitados (SCHOOP et al., 2004).

Os dados do estudo demonstraram que o PD-L1 € um antigeno epitelial
tubular renal induzivel, que regula negativamente as respostas das células T
desencadeadas pelas CET estimuladas por INF-y. Os autores do trabalho
aventaram a possibilidade de que a via PD-1/PD-L1 pudesse desempenhar um
papel importante na protecédo do epitélio da lesao tubulointerstitial mediada por
imunidade (SCHOORP et al., 2004).

Ainda sobre a exploracdo da via PD-1/PD-L1 e seu papel na tolerancia ao
transplante, um grupo de pesquisadores americanos, investigou o papel desta
via coestimulatéria em modelo de tolerancia ao transplante. O bloqueio precoce
e tardio do PD-L1, mas ndo de PD-L2, revogou a tolerancia induzida por Cytoxic
T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA4)-lg em um modelo de aloenxerto
cardiaco totalmente incompativel ao nivel do MHC. Os dados do estudo
demonstraram o papel critico da PD-L1 na indu¢do e manutencao da tolerancia
ao transplante por sua capacidade de alterar o equilibrio entre CT patogénicas e
reguladoras. A expressdao de PD-L1 no tecido do doador foi critica para
prevencgdo da patologia do enxerto in situ e RC (TANAKA et al., 2007).

Os LT reguladores imunes CD4+ CD25+ (Treg) desempenham um papel
vital na indugdo e manutencdo da autotolerdncia. Sdo essenciais para a
homeostase dos LT, a prevencdo da autoimunidade e a inducdo de tolerancia a
enxertos alogénicos de doadores. Baseado neste aspecto, foi investigado o
papel das células Treg na resposta ao aloantigeno pela via PD-1/PDL-1. Foram

utilizados dois modelos, o primeiro modelo foi o de doenca de enxerto contra
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hospedeiro (GvHD) e um modelo de transplante de pele, para avaliar os
mecanismos da via de PD-1/PD-L1.  Observou-se que o bloqueio da via PD-
1/PD-L1 usando anticorpos monoclonais anti-PD-L1, inibe a capacidade das
células Treg de suprimir e restaurar a proliferacdo de LT CD4+ CD25+ in vitro.
O bloqueio da via PD-1/PD-L1 anula a imunorregulacdo mediada por Treg,
sugerindo que esta via € necessaria para a supressao de Treg das respostas
alorreativas das CT CD4+CD25+, tal achado tem implicacdes relevantes para o
esclarecimento dos mecanismos de rejeicdo de aloenxertos e GvHD
(KITAZAWA et al., 2007).

Ao trabalhar com a busca do papel funcional das vias PD-1/PD-L1 na
rejeicdo de enxertos renais humanos, Starke et al. (2010) trataram CET primarias
humanas com interferon-beta (INF-) e INF-y causando um aumento sinérgico e
dependente da dose da expresséo de PD-L1 e PD-L2. O bloqueio da superficie

PD-L1, mas ndo PD-L2, nas CET tratadas com interferon, resultou em um

aumento significativo na proliferacdo de LT CD4+ e na producéo de citocinas

pelos LT CD4+ e CD8+. A expressao de mRNA e proteina PD-L1, PD-L2 e PD-
1 foi aumentada em bidpsias de pacientes com rejeicao de aloenxerto renal em
comparacdo com 0S respectivos niveis encontrados nas biopsias pré-
transplante. O estudo sugeriu que a via epitelial renal PD-1/PD-L1 exerce um
efeito inibitorio nas respostas alorreativas dos LT. A regulagdo positiva da PD-L1
nas células epiteliais tubulares proximais em pacientes com RA do aloenxerto
pode reduzir a lesdo mediada por CT.

A via coestimulatoria PD-L1/PD1 desempenha um papel importante na
inibicdo de respostas aloimunes, bem como na indugdo e manutencdo da
tolerancia periférica. Foi estudado em um modelo de TC, o significado funcional
dessa interagdo nas respostas aloimunes in vivo. O bloqueio de PD-1,
diferentemente do bloqueio de PD-L1, ndo conseguiu acelerar a rejeicdo de
aloenxerto, sugerindo um papel para um parceiro de ligacdo adicional para
PD-L1 que néo seja PD-1 na rejeicdo de transplante. Estes dados indicaram que
a interacdo PD-L1 com B7.1 [foi demonstrado que PD-L1 também pode se ligar
a B7.1 para inibir respostas de CT in vitro - (BUTTE et al., 2007)] desempenha
um papel importante na inibicdo de respostas aloimunes in vivo e sugeriu uma
direcdo dominante para a interacdo PDL1 e B7.1 (YANG et al., 2011).
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Os trés ligantes identificados para CD80/86, s&do moléculas
coestimulatorias positivas e negativas que, entre outras funcdes, controlam a
motilidade das CT e a formacao de sinapse imune entre as CT e as APC, sdo
eles - CD28, CTLA-4 e PD-L1. Utilizando LT humanos alorreativos e anticorpos
bloqueadores, os pesquisadores mostraram que a dinamica destes ligantes,
controla a velocidade, a motilidade e a formacéo de sinapses imunes entre LT
efetores (Teff) contra Treg. O direcionamento individual de CD28, CTLA-4 e PD-
L1 pode, portanto, representar uma estratégia terapéutica valiosa para o
tratamento de desordens imunoldgicas, onde as fungdes efetoras e reguladoras
das CT precisam ser direcionadas diferencialmente (DILEK et al., 2013).

As variacBes genéticas das moléculas coestimuladoras podem afetar a
extensdo da atividade das CT durante a imunidade mediada por CT,
especialmente em pacientes transplantados. Zolfaghari et al. (2015) estudaram
a associacao dos polimorfismos do gene PD-1/PD-L1 com o desfecho clinico do
TR. Avaliando 122 pacientes de TR retrospectivamente, eles classificaram os
pacientes em dois grupos: rejeicdo aguda do enxerto (RAE) comprovada por
biopsia e funcdo estdvel do enxerto (FEE) durante os cinco anos de
acompanhamento. Quatro polimorfismos de nucleotideo unico em PD-1 e PD-L1
foram determinados nos grupos de pacientes, bem como em 208 individuos
controle saudaveis. As frequéncias dos genotipos e alelos PD-1.3 (+7146 G> A),
PD-1.9 (+7625 C> T), PD-L1 (8923 A> C) e PD-L1 (+6777 C> G) nao foram
significativamente diferentes entre os grupos RAE e FEE. No geral, 27 de 122
receptores de enxerto renal sofreram atraso na funcdo do 6rgdo, e uma maior
frequéncia do gendtipo PD-1.9 (+7625 C>T) e alelo T foi observada nesse grupo.
Da mesma forma, uma alta frequéncia significativa desse genotipo foi
encontrada no subgrupo RAE de pacientes com funcdo tardia do enxerto,
demonstrando que a variacdo genética funcional no PD-1 pode influenciar o
resultado do TR.

Pesquisadores chineses investigaram se a deficiéncia de PD-L1 nas
ilhotas pancreéticas doadoras reduz o tempo de sobrevivéncia do enxerto.
Ilhotas isoladas de camundongos deficientes em PD-L1 ou camundongos do tipo
selvagem (WT) (C57BL/6j) foram implantadas sob a capsula renal de

camundongos diabéticos BALB / ¢ induzidos por estreptozotocina (STZ). A
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deficiéncia de PD-L1 nas ilhotas ndo afeta a funcao das ilhotas, mas a deficiéncia
de PD-L1 da ilhota aumentou a rejeicdo do aloenxerto e foi associada a maior
infiltracdo de células inflamatorias e alorreatividade das CT do receptor. Com
este estudo os pesquisadores demonstraram que a deficiéncia de PD-L1
acelerou a rejeicdo de aloenxertos de ilhotas e respostas aloimunes de
receptores (MA et al., 2016), trazendo mais esclarecimentos sobre o papel de
PD-L1 no ambito da regulacéo imune nos transplantes.

As vias coestimulatorias negativas desempenham um papel fundamental
na regulacéo da rejeicdo de tecidos alogénicos transplantados e varias linhas
de evidéncia demonstraram que as intera¢cdes PD-1/PD-L1 controlam o enxerto
de 6rgaos solidos e GVHD (CLARKSON; SAYEGH, 2005; KEAN et al., 2006;
VADIVEL; TRIKUDANATHAN; CHANDRAKER, 2007). PD-L1 e PD-L2 podem
desempenhar diferentes papéis na inducao de tolerancia por CD tolerogénicas.
A importancia do PD-L1 como ligante, tanto nos tecidos quanto nos proprios
linfécitos, pode ser central para a tolerancia ao enxerto (KEIR et al., 2006).

Um dos mecanismos pelo qual o bloqueio de PD-L1 pode acelerar a
rejeicdo do enxerto € através da prevencao de apoptose das CT. Os anticorpos
bloqueadores PD-L1, mas ndo PD-1 ou PD-L2, induzem a rejeicdo acelerada em
um modelo de transplante de pele usando CT transgénicas aloespecificas de
receptores de CT (SANDNER et al., 2005).

A inducdo da tolerancia ao aloenxerto depende do equilibrio das CT
reguladoras e efetivas, e PD-1 e PD-L1 tém sido implicadas no controle tanto da
inducao regulatoria de CT quanto da geracdo aumentada de células Teff em
modelos de transplante. A perda de PD-1 e PD-L1 por delecdo genética ou
bloqueio de anticorpos aumenta a geracao de células efetoras e a producéo de
citocinas (BLAZAR et al., 2003; KITAZAWA et al., 2007; TAO et al., 2005),
sugerindo que PD-L1 pode regular a tolerancia ao transplante controlando o
equilibrio entre células efetoras reguladoras e patogénicas, limitando a expansao

de células efetoras reativas na periferia (KEIR et al., 2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

< Avaliar as moléculas HLA-G e PD-L1 em relacao a diferentes momentos

do transplante renal.

3.2 Objetivos Especificos

< Avaliar a associacdo de diferentes variaveis clinicas e laboratoriais com
as dosagens das moléculas HLA-G soltvel e PD-L1 nas amostras de
soros de pacientes submetidos a transplante renal a partir do pré-
operatorio e durante um seguimento definido de pos-transplante (follow-

up de 12 meses);

< Avaliar a associacéo de diferentes variaveis clinicas e laboratoriais com a
dosagem de HLA-G nas amostras de soros de pacientes previamente
submetidos a transplante renal em diferentes periodos do pos-
transplante;

< Avaliar a expressao in situ das moléculas HLA-G1 e PD-L1 em amostras
de tecido renal de pacientes que apresentaram rejeicdo do enxerto
durante o follow-up de 12 meses.
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4 METODOLOGIA

4.1 Delineamento do Experimental

O estudo foi desenvolvido na Unidade de Transplante Renal da Santa
Casa de Misericordia de Goiania (SCMG), o mesmo foi autorizado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da SCMG, sob o parecer nimero 1.123.667 e CAAE
44025015.0.0000.5081 (Anexo B). Todos os pacientes do estudo que aceitaram
participar do mesmo, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) (Apéndice E).

O estudo foi composto por dois grupos distintos de pacientes: GRUPO
PACIENTES NOVOS (GPN) — estudo prospectivo — 0s pacientes deste grupo
iniciaram o estudo no periodo pré-transplante renal (coleta de sangue T0), sendo
seguidos apos o transplante renal por um periodo de 12 meses, com mais cinco
coletas seriadas de sangue (conforme o desenho do estudo). GRUPO
PACIENTES ANTIGOS (GPA) — estudo transversal — grupo de pacientes ja
transplantados de longa data que tiveram suas amostras de sangue colhidas em
um uUnico momento. Os pacientes do GPN que desenvolveram alteracdo da
funcdo renal e foram submetidos a biépsia renal (Bx), tiveram os espécimes de

tecido avaliados para a expressao dos marcadores in situ.

4.2 Desenho do Estudo

Grupo Pacientes Novos GPN - 12

.

Coletas de Sangue

. 1

| T0 | T7 | T30 | T90 | T180 | 1365 |
Se disfuncdo renal em qualquer um Dosagem de sHLA-G e PDL-1 em
destes momentos de pds-operatério == todos os tempos.

bidpsia renal com marcacéo in situ de
HLA-G e PD-L1.




Legenda:

< TO: tempo antes do TR

R R S

Grupo Pacientes Antigos

T7: sétimo pds-operatorio

T30: trinta dias pés-transplante

T90: noventa dias pos-transplante

T180: cento e oitenta dias pds-transplante

T365: trezentos e sessenta e cinco dias pés-transplante

GPA - 114

Coleta de Sangue Unica

Amostra Unica

Dosagem de HLA-G
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4.3 Selecao dos Pacientes

Foram selecionados pacientes atendidos pela Equipe Nefrovita de
Transplante Renal da SCMG, no periodo de marco de 2016 a dezembro de 2017.
Os pacientes foram submetidos a coleta de sangue venoso periférico para a
avaliacao sorologica. Foram submetidos a biépsia renal os pacientes do GPN
gue apresentaram disfuncao do enxerto (rejeicdo) durante o acompanhamento,

e as biopsias foram inclusas na pesquisa.

4.4 Critérios de Inclusao

(i) Pacientes submetidos a TR (doador vivo ou doador falecido),
acompanhados pela equipe Nefrovita de Transplante Renal — Santa Casa de
Goiania; (ii) estivessem fazendo o primeiro transplante; (iii) mantivessem tempo

minimo de follow-up de 12 meses.

4.5 Critérios de Excluséao

(i) Pacientes que ndo eram acompanhados pela equipe Nefrovita de
Transplante Renal; (ii) perderam o follow-up de 12 meses; (iii) estivessem

fazendo retransplante e (iv) recusassem a participar do estudo.

4.6 Imuno-histoquimica (IHQ)

Foi realizada IHQ nas biépsias de pacientes submetidos ao TR que
desenvolveram disfuncdo do enxerto (rejeicdo). A avaliacdo da expressao da
molécula HLA-G (todas as isoformas) em bidpsias de pacientes transplantados
foi realizada por técnica de IHQ utilizando-se o sistema de detecc¢do universal
MACH4 Universal HRP Polymer + DAB kit (Biocare, Concord, CA, EUA),
segundo protocolo do fabricante, utilizando-se os anticorpos anti-HLA-G
(anticorpo monoclonal MEM-G2,Exbio, Praga, Republica Tcheca) e anti-PD-L1
( MyBioSource,S an Diego, Califérnia, EUA). Em cada reacéo de IHQ, foi incluida
uma lamina de controle positivo (trofoblasto) para os anticorpos HLA-G e PD-L1

e um controle negativo de uma amostra sem a adigdo do anticorpo primario. A
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interpretacéo foi feita de acordo com a auséncia ou presenca de coloracdo e sua
intensidade.

A expressdao das moléculas HLA-G foi analisada por dois médicos
patologistas experientes (duplo cego). Avaliou-se a expressao das moléculas em
células pro-inflamatérias de acordo com a presenca ou auséncia de coloracao e
sua intensidade. Considerando a seguinte escala: a auséncia de coloracao foi
considerada negativa, (O para intensidade); presenca de imunomarcacao suave
foi considerada 1/2++, presenca de imunomarcacdo moderada/forte foi
considerada 3/4++. Cada lamina foi avaliada em sua totalidade, utilizando-se um
microscopio com a objetiva no aumento de 200x e 400x (GONCALVES et al.,
2016).

4.7 ELISA

(I) Os niveis plasméticos da moléculas sHLA-G foram determinados por
meio do teste imunoenzimatico ELISA (do inglés, enzyme-linked immunosorbent
assay) realizado no Laboratério multiusuario de biologia molecular da
FMRP/USP-RP, coordenado pelo professor Dr. Eduardo Antdénio Donadi,
utilizando um protocolo validado (REBMANN et al., 2005).

Placas de poliestireno de 96 cavidades (Corning, Nova lorque, USA)
foram incubadas overnight com o anticorpo primario de captura MEM-G/9
(EXBIO, Vestec, Czechia), na diluicdo 1:100. Esse anticorpo reconhece as
isoformas mais abundantes da molécula no plasma: sHLA-G1, isoforma
originalmente de membrana, liberada por degradacéo proteolitica e sHLA-G5,
isoforma sollvel. Apos a etapa de bloqueio com diluente DAKO por duas horas,
50 uL de plasma de pacientes (pré e pos-tireoidectomia) e individuos controles
foram transferidas e incubadas por duas horas.

Os complexos sHLA-G/anticorpo anti-HLA-G imobilizados na placa foram
detectados por meio do anticorpo secundério de coelho anti-humano [2-
microglobulina (DAKO) na diluicdo 1:10.000. Ap6s uma hora de incubacgéo sob
agitacdo, adicionou-se um anticorpo anti-coelho conjugado com peroxidase
(DAKO ENVISION System HRP rabbit) por uma hora. Todas as etapas de

incubacéo foram realizadas em temperatura ambiente. Cada passo foi seguido
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de quatro etapas de lavagem com um tampdao especifico contendo agua, PBS
1X e 0,1% de Tween 20 (SIGMA, Saint Louis, Missouri, EUA).

Finalmente, o0s pocos foram incubados com o substrato
tetrametilbenzidina (3,3',5,5-Tetramethylbenzidine Liquid Substrate,
Supersensitive, for ELISA — SIGMA - Saint Louis, Missouri, EUA) em sala escura
por cerca de 20 minutos e a reacéo foi interrompida com adicéo de solucéo acida.
A absorbancia resultante da formacao de um produto amarelo foi mensurada por
espectofotometria a 450 nm. As concentra¢des da molécula HLA-G no plasma
foram determinadas utilizando-se uma curva de calibracdo padrdo de cinco
pontos (6.25-100 ng/mL) com quantidades conhecidas de HLA-G5. O HLA-G5,
utilizado para a construcao da curva de calibracdo, foi obtido de cultura celular
de linhagem de melanoma (M8) transfectada com pcDNA contendo o gene HLA-
G, de forma que a molécula HLA-GS5 € liberada no sobrenadante. Os testes foram
realizados em duplicata e os resultados expressos em ng/ml. Como controle
negativo, utilizou-se sobrenadante de células M8 transfectadas penas com o
vetor de pcDNA. Quando abaixo do limite detectavel, o resultado foi considerado
0 ng/mL.

(I) PD-L1: para deteccdo da molécula PD-L1 utilizamos o kit da empresa
MyBioSource (MyBioSource, San Diego, California, EUA) com faixa de deteccao
de 2,25-36 ng/L (valor minimo de deteccdo 0,1ng/L). Todas as amostras foram
analisadas em duplicata.

4.8 Andlise Estatistica

O estudo foi composto por dois bancos de dados, designados de “GPA”
e “GPN”. Ambos os bancos eram compostos por informagdes de pacientes que
fizeram TR, sendo que o primeiro tinha 33 variaveis que foram correlacionadas
com a dosagem de HLA-G, e o segundo banco com 36 variaveis,
correlacionadas com a dosagem de HLA-G e dosagem de PD-L1.

Na analise descritiva das variaveis categoricas foram utilizadas as
frequéncias relativas e absolutas, ao passo que na descricdo das variaveis
numeéricas foram utilizadas medidas de posicéo, tendéncia central e disperséo,

como por exemplo médias, desvios padréo e quartis, além do minimo e maximo.
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Para identificar as variaveis associadas a dosagem de HLA-G do banco
do GPA foi realizada a analise univariada, sendo que para variaveis categoricas
com mais de duas subcategorias foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis
(HOLLANDER; WOLFE, 1999), para as variaveis categéricas com duas
subcategorias foi utilizado o teste de Mann-Whitney (HOLLANDER; WOLFE,
1999), e para as variaveis numericas foi utilizada a correlacdo de Spearman
(HOLLANDER; WOLFE, 1999) para avaliar a correlacdo entre as variaveis de
interesse. A correlagdo de Spearman € uma medida limitada entre -1 e 1, sendo
que quanto mais préximo o coeficiente estiver de -1 maior a correlacao negativa
e quanto mais proximo o coeficiente estiver de 1 maior a correlacdo positiva.
Nessa analise foi considerado um nivel de significAncia menor ou igual a 25%
para a analise multivariada.

Para verificar os fatores associados a dosagem de HLA-G foi ajustado um
modelo de Regressao Log-Linear Gama (MCCULLAGH; NELDER, 1989), uma
vez que essa variavel era continua, estritamente positiva e de acordo com 0s
histogramas, observou-se uma tendéncia decrescente na variavel.

No banco de dados “GPN”, o método GEE (Generalized Equations
Estimating) (LIANG; ZEGER, 1986), foi utilizado para identificar as variaveis
associadas as dosagens de HLA-G e PD-L1, que € um caminho para contabilizar
a correlacao existente entre as medidas repetidas dos mesmos individuos, visto
que as preditoras HLA-G e PDL-1 foram medidas mais de uma vez em tempos
diferentes. O método GEE € conhecido como Modelos Marginais e pode ser
considerado uma extensao de Modelos Lineares Generalizados (MCCULLAGH;
NELDER, 1989) que diretamente incorporam a correlagéo entre as medidas da
mesma unidade amostral. O software utilizado nas analises foi 0 R (R: A
language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria, 2020. Versao 3.5.0). O valor de p utilizado foi de
< 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Grupo de Paciente Antigos — Resultados

O GPA foi composto de 114 pacientes transplantados renais, que se
encontravam em diferentes tempos do TR, a Tabela 1 (Apéndice A) apresenta
os dados gerais destes pacientes.

Os pacientes do sexo masculino representaram 59,65% da amostra;
30,70% dos pacientes na data da coleta ja tinham entre 72 e 120 meses de poés-
TR; 32,74% dos pacientes tiveram como diagnostico da doenca renal de base
causa indeterminada. A hemodialise (HD) representou 94,74% do tipo de TSR.
O tempo prévio de TSR foi de 1-4 anos em 47,62% dos pacientes. O DF
constituiu 57,02% dos transplantes renais do GPA.

O tempo de isquemia fria entre 15-24 horas esteve presente em 46,43%
dos transplantes; os esquemas de ISS inicial e final com CE+ICN+AP
representaram 71,93% e 61,40% dos casos, respectivamente. A taxa de rejeicdo
comprovada por Bx foi de 20,17% no GPA, sendo a rejei¢do aguda celular (RAC)
a com maior numero de casos (69,57%). Receberam 1-5 transfusfes de sangue
antes do TR 55,14% dos pacientes.

A tabela 2 (Apéndice B) apresenta a andlise descritiva das variaveis
numéricas do GPA. Ressalta-se que, a idade média dos pacientes foi de
51,12+11,02 anos, sendo que o paciente mais novo tinha 20 anos e o mais velho
78 anos; a média da creatinina (CR) na data da coleta foi de 1,34mg/dL. A média
da dosagem de HLA-G foi de 12,99ng/mL, sendo que a dosagem méxima
encontrada foi de 109,14ng/mL.

Para avaliar os fatores associados a dosagem de HLA-G no GPA foi feita
a andlise univariada (Tabela 3), sendo selecionados aqueles que apresentaram
o valor-p menor ou igual a 0,250 para a analise multivariada.

Foi observado que as variaveis sexo, tempo de TSR, tipo de TR, ISS
inicial, nUmero de sessdes de HD, infec¢do por citomegalovirus (CMV) e nUmero
de episddios de rejeicdo comprovada por Bx, a principio ndo apresentaram

indicios de associar-se a dosagem de HLA-G de acordo com o teste.
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Tabela 3 — Andlise univariada das variaveis categéricas com a dosagem de HLA-G no GPA

(n=114), Goiania-GO, 2020

Variaveis N Média E.P. Valor-p */**
Masculino 68 11,75 1,96

Sexo 0,152
Feminino 46 14,82 2,87
DM 8 6,72 3,02
DRPAD 10,23 3,81
GN 24 13,82 3,11

Doenca Renal de Base HAS 25 12,97 3,50 0,953
INDET 37 14,24 3,72
Outras 4 12,28 6,02
PNC 14,57 5,49
DP 7,93 2,93

Tipo de TSR prévia HD 108 12,85 1,62 0,849
TTO Conservador 4 19,34 18,60
<1 9 9,72 4,69

o 1-4 50 10,60 2,04

Tempo de TSR prévia (anos) 0,135
>4-10 40 14,83 3,20
>10 6 25,17 5,91
DF 65 15,49 2,31

Tipo de Transplante DVNR 6 12,68 9,48 0,089
DVR 43 9,25 2,23
<12 3 4,25 3,88
>12-15 2 4,82 4,82

TIF (horas) 0,768
>15-24 13 12,18 3,45
>24 10 9,19 3,59
Nao 57 11,97 2,55

FRE 0,327
Sim 57 14,01 2,09
<7 20 12,52 3,45

Tempo FRE (dias) 8-14 20 8,25 2,31 0,023
15-30 17 22,56 4,47
1-5 32 10,18 2,36

Numero sessdes HD 6-10 24 18,53 3,67 0,137
11-15 2 14,62 9,52
Nao 87 13,65 1,94

Indugéo ) 0,587
Sim 27 10,86 3,05
CE+AZA 1 0,00 NA
CE+ICN 1 2,24 NA

ISS inicial 0,197
CE+ICN+AP 82 14,42 1,98
CE+ICN+AZA 30 9,88 3,03
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Tabela 3 — Analise univariada das variaveis categoricas com a dosagem de HLA-G no GPA
(n=114), Goiania-GO, 2020.Concluséo

Variaveis N Media EP.  YoOIP
CE+AP 14,46 5,28
CE+ICN 8 4,42 2,87
CE+ICN+AP 70 13,13 2,17
CE+ICN+AZA 12 8,06 2,85

ISS da data da coleta 0,343
CE+MTOR 4 40,59 15,44
CE+MTOR+AP 4 12,56 5,03
CE+MTOR+ICN 5 11,82 7,69
OUTROS 2 14,09 10,78
1 20 14,32 4,51

Episodios de rejeicdo-Bx 2 3 0,00 0,00 0,115
Nenhum 91 13,13 1,80
Outros 3 2,39 1,48
RAC 16 12,76 3,84

Tipo de Rejeicédo 0,333
RC 2 37,55 37,55
RMA 2 0,00 0,00
N&ao 104 13,62 1,78

Infecgé@o por CMV 0,216
Sim 10 6,41 2,49
Nenhuma 34 11,41 3,02
lab 59 14,15 2,36

Tranfusdo pré-TR 0,297
6al0 11 9,69 5,31
>10 3 9,79 9,79
Nenhuma 17 20,49 6,50
1 9 10,54 2,84

Gestagéo 2 7 7,91 3,47 0,557
3 6 8,85 5,62
>4 6 17,58 8,52

GPA-grupo de pacientes antigos; EP-erro padréo ; DM-Diabetes mellitus; DRPAD-doencga renal policistica
autossOmica dominante; GN-glomerulonefrite; HAS-hipertensdo arterial sistémica; INDET-indeterminada;
PNC-pielonefrite cronica; DP-didlise peritoneal; HD-hemodialise; TTO-tratamento; DF-doador falecido;
DVR-doador vivo relacionado; DVNR-doador vivo nao relacionado; ISS-imunossupressao; CE-corticoide;
AZA-azatioprina; ICN-inibidor da calcineurina; MTOR-inibidor da M-TOR; AP-antiproliferativo; RAC-rejei¢céo
aguda celular; RC-rejeicdo crbnica; RMA-rejeicdo mediada por anticorpos;TSR-terapia de substituicdo
renal; TIF-tempo de isquemia fria; CMV-citomegalovirus; FRE-funcao retardada do enxerto ; Bx-biopsia

renal; TR-transplante renal. *Kruskal-Wallis/**Mann-Whitney.
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Houve diferenca significativa da dosagem de HLA-G entre os tempos de
FRE, sendo que no Post-Hoc aplicado o teste de Nemenyi, a FRE entre 8 e 14

dias apresentou menor dosagem de HLA-G do que a de tempo entre 15 e 30.

A tabela 4 apresenta a Correlacdo de Spearman das variaveis numeéricas
do estudo que apresentaram o valor de p menor ou igual a 0,250, e nenhuma se

correlacionou com a dosagem do HLA-G.

Tabela 4 - Correlagdo entre as variaveis numéricas e a dosagem de HLA-G no GPA (n=114),
Goiania-GO, 2020.

HLA-G

Variaveis r* p

Idade (anos) 0,09 0,337
CR da alta (mg/dL) 0,04 0,654
CR-1ano (mg/dL) -0,07 0,432
CR-COL (mg/dL) -0,09 0,343
TFG-1 (mL/min) -0,02 0,833
TFG-COL (mL/min) -0,01 0,892

ID-idade; COL-coleta; CR-creatinina; TFG-taxa de filtragdo glomerular; 1-com um ano de TR. *Dados
avaliados através da correlagao de Spearman.

A Tabela 5 apresenta o modelo multivariado inicial e final das variaveis
qgue influenciaram de forma significativa a dosagem de HLA-G.

Observou-se que quando comparados a pacientes que fizeram de 1 a 5
sessfes de HD, pacientes que fizeram de 6 a 10 sessbes apresentaram um
aumento de 105,4% na dosagem de HLA-G (p=0,02).

Pacientes em uso ISS inicial com CE+ICN+AZA apresentaram uma
dosagem de HLA-G 87,9% (p<0,001) menor que pacientes em uso do esquema
CE+ICN+AP, portanto o esquema CE+ICN+AZA associou-se a uma menor
dosagem de HLA-G neste grupo de pacientes. Os pacientes que tiveram 1 ou 2
episodios de rejeicdo comprovada por Bx, quando comparados a pacientes sem
nenhum episodio, apresentaram a dosagem de HLA-G 97,8% e 80,1% menores
(p<0,001), respectivamente. Pacientes infectados por CMV tiveram uma
dosagem de HLA-G 84,1% menor que os pacientes que ndo foram infectados
pelo CMV (p=0,006).
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Tabela 5 — Analise multivariada das variaveis em relacédo a dosagem de HLA-G no GPA (n=114),

Goiania-GO, 2020

Modelo Inicial *

Modelo Final *

Variaveis
Exp{B} E.P.(B) 1.C.95% Valor-p | Exp{B} E.P.(B) I.C.95%  Valor-p
Sexo -- Masculino 1,000 - - -
Feminino 1,041 0,24 [0,65;1,66] 0,869
Tempo TSR prévio (anos) < 1 1,000 - - -
>1-4 0,423 0,61 [0,13:1,40] 0,165
> 4-10 0,741 0,65 [0,21:2,65] 0,65
> 10 0,625 0,83 [0,12:3,18] 0,572
Tipo de TR -- DF 1,000 - - -
DVNR 1,051 0,88 [0,19:5,90] 0,951
DVR 0,357 0,97 [0,05:2,39] 0,293
Tempo FRE (dias) -- <=7 1,000 - - -
8-14 0,763 048 [0,30;1,96] 0,571
15-30 1,768 0,65 [0,49:6,32] 0,389
Ndmero sessdes HD -- 1-5 1,000 - - - 1,000 - - -
6-10 1,537 0,52 [0,55;4,26] 0,416 | 2,054 0,3 [1,14: 3,70] 0,02
11-15 0,375 0,97 [0,06:2,51] 0,317 | 0,726 0,81 [0,15: 3,55] 0,693
ISS inicial -- CE+ICN+AP 1,000 - - - 1,000 - - -
CE+ICN+AZA 0,106 0,62 [0,03:0,36] 0,001 | 0,121 0,51 [0,04:0,33] <0,001
Episddio rejeicdo-Bx - Nenhum 1,000 - - - 1,000 - - -
1 0,061 0,75 [0,01;0,26] 0,001 | 0,022 0,54 [0,01;0,06] <0,001
2 0,435 048 [0,17;1,12] 0,093 | 0,199 0,43 [0,09;0,46] <0,001
Infec¢cdo CMV ---------- Nao 1,000 - - - 1,000 - - -
Sim 0,141 0,66 [0,04:0,51] 0,005 | 0,159 0,64 [0,05:0,56] 0,006

GPA-grupo de pacientes antigos; Exp(B)-exponencial beta; EP (B)-erro padréo beta; IC-intervalo de confianca; TSR-
terapia substituicdo renal; TR-transplante renal; DF-doador falecido; DVR-doador vivo relacionado; DVNR-doador
vivo néo relacionado; FRE-fungéo retardada do enxerto; HD-hemodidlise; ISS-imunossupresséo; CE-corticoide; ICN-
inibidor da calcineurina; AZA-azatioprina; AP-antiproliferativo; CMV-citomegalovirus. *Regressao Log-Linear Gama.

5.2 Grupo de Pacientes Novos — Resultados

O GPN foi composto inicialmente por 12 pacientes que foram seguidos de

acordo com protocolo do estudo do periodo pré-TR (antes de iniciar a

imunossupressao) até os 365 dias de p6s-TR. Ao longo do estudo houve perda

de dois enxertos (uma perda por trombose de artéria renal, ocorrida nas
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primeiras horas p6s-TR e uma perda por infarto renal, no T30 do estudo). Desta
forma, a fase de andlise final do estudo contabilizou 10 pacientes sob
seguimento de um ano. A Tabela 6 (Apéndice C) apresenta as variaveis
categoricas do GPN.

A maioria dos pacientes era do sexo masculino (83,33%); a média de
idade foi 40,83+£11,69 anos; a GN foi o diagndstico de doenca renal de base mais
prevalente, presente em 41,67% dos pacientes. O DF foi o tipo de TR mais
realizado (83,33%).

O TIF entre >15-24 horas esteve presente em 60% dos casos; 9 pacientes
apresentaram FRE (75%). A taxa de rejeicdo comprovada por Bx foi de 25% na
amostra e a RAC foi constatada em 66,67% dos casos de rejeicdo. Ocorreram
duas perdas de enxerto renal (16,67%) ambas devido a causas vasculares. A
porcentagem de pacientes que receberam entre 1-5 transfusées sanguineas foi
de 41,67%.

A Tabela 7 (Apéndice D) apresenta as variaveis numeéricas estratificadas
pelo tempo de coleta. Observou-se que, a CR apresentou niveis menores com o
passar do tempo, sendo que em TO, seu valor médio foi de 8,17mg/dL e em T365
de 1,75mg/dL. A taxa de filtracdo glomerular (TFG) apresentou aumento ao longo
do tempo, sendo que a média foi de 51,15ml/min em T365. A molécula HLA-G
apresentou diminuicdo da dosagem média de TO até T30, entre T30 e T90 houve
um aumento, e jA em T365 a dosagem média foi menor que em TO. A média da
dosagem de PD-L1 em T365 foi de 5,17ng/L.

A Tabela 8 apresenta a analise univariada dos possiveis fatores
relacionados a dosagem de HLA-G. Houve associacéo significativa do sexo sob
a dosagem de HLA-G, sendo que paciente do sexo feminino apresentou a
dosagem de HLA-G 42,9% menor quando comparado ao sexo masculino.

O paciente que recebeu rim de DVR, teve a dosagem de HLA-G 146,5%
maior do que aquele que recebeu rim de DF. Houve influéncia significativa do
namero de episodios de rejeicdo comprovada por Bx na dosagem de HLA-G,
sendo que 0s pacientes que passaram por 2 episodios de rejeicdo tiveram uma
diminuicao de 52,4% na dosagem de HLA-G. Quando comparado a um paciente
que apresentou RAC, um paciente que apresentou rejeicdo mediada por

anticorpos (RMA), teve a dosagem de HLA-G 41,2% menor. Pacientes que
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tiveram perda do enxerto apresentaram a dosagem de HLA-G 47,9% maior
guando comparados aqueles sem a perda rim transplantado.

Quando comparado a um paciente que nao fez nenhuma transfuséo preée-
TR, um paciente que fez entre 6 a 10 transfusbes apresentou um aumento na
dosagem de HLA-G de 90,9%. Houve associacdo do tempo em relacdo a
dosagem de HLA-G, observou-se que com o0 passar do tempo a dosagem

diminuiu de forma significativa, quando comparado ao tempo TO.

Tabela 8 — Andlise univariada dos fatores que influenciaram a dosagem de HLA-G no GPN
(n=10), Goiania-GO, 2020

Variaveis Exp{B} E.P.(B) I.C. 95% Valor-p
Sexo -- Masculino 1,000 - - -
Feminino 0,571 0,21 [0,38:0,86] 0,009
Tempo de TSR prévia (anos) - 1 a 4 1,000 - - -
>4-10 1,209 0,32 [0,65:2,26] 0,547
Tipo de transplante -- DF 1,000 - - -
DVR 2,465 0,18 [1,73:3,51] <0,001
TIF (horas) -- >15-24 1,000 - - -
>24 1,120 0,26 [0,67:1,86] 0,659
Episddios de rejeicdo-Bx -- Nenhum 1,000 - - -
1 0,811 0,26 [0,49: 1,35] 0,411
2 0,476 0,18 [0,33:0,68] <0,001
Tipo de Rejeigéo -- RAC 1,000 - - -
RMA 0,588 0,18 [0,41:0,84] 0,003
Perda do Enxerto -- Ndo 1,000 - - -
Sim 1,479 0,20 [1,00:2,19] 0,045
Transfusdo pré-TR -- Nenhuma 1,000 - - -
1-5 1,196 0,32 [0,64: 2,24] 0,572
6-10 1,909 0,11 [1,54:2,37] <0,001
Creatinina (mg/dL) 1,064 0,03 [1,00:1,13] 0,064
Taxa de Filtracdo Glomerular (mL/min) 0,998 0,00 [1,00: 1,00] 0,62
Tempo -- TO 1,000 - - -
T7 0,869 0,34 [0,45:1,69] 0,682
T30 0,370 0,21 [0,25:0,56] <0,001
T90 0,490 0,25 [0,30: 0,80] 0,004
T180 0,313 0,20 [0,21:0,46] <0,001
T365 0,331 0,24 [0,21: 0,53] <0,001

GPN-grupo de pacientes novos; EP-erro padrao; IC-intervalo de confianga; Exp(B)-exponencial beta; TSR-
terapia substituicdo renal; DF-doador falecido; DVR-doador vivo relacionado; TIF-tempo de isquemia fria;
FRE-funcao retardada do enxerto; Bx-bidpsia renal; RAC-rejeicao aguda celular; RMA-rejeicdo mediada
por anticorpos; TR-transplante renal.
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Para a andlise multivariada dos dados, foi ajustado um Modelo Linear
Marginal multivariado, utilizando-se das variaveis selecionadas na analise
univariada com p menor ou igual a 0,250. A Tabela 9 apresenta o modelo
multivariado inicial e final, no qual se verificou as variaveis que se associaram de
forma significativa a dosagem de HLA-G. Observou-se associacao significativa
do sexo em relacdo a dosagem de HLA-G, sendo que pacientes do sexo feminino
apresentaram uma dosagem de HLA-G 81,4% (p=0,001) maior que pacientes do

sexo masculino.

Tabela 9 — Analise multivariada das variaveis sob a dosagem de HLA-G no GPN (n=10), Goiania-
GO, 2020

Variaveis Modelo Inicial* Modelo Final*
Exp{B} E.P.(B) I.C.95% Valor-p |Exp{B} E.P.(B) 1.C.95% Valor-p
Sexo -- Masculino 1,000 - - 1,000 - -
Feminino 2,155 0,21 [1,26: 2,60] <0,001 1,814 0,18 [1,18;1,97] 0,001
Tipo de transplante -- DF 1,000 - - - 1,000 - - -
DVR 3,004 0,00 [3,00:3,00] <0001 | 2435 0014 [1,84:3,22] <0,001
Episodios de rejeicdo-Bx-Nenhum 1,000 - - - 1,000 - - -
1 0,343 0,14 [0,26:0,45] <0,001 0,349 0,09 [0,29:0,42] <0,001
2 0,281 0,20 [0,19:0,42] <0,001 0,304 0,09 [0,25:0,36] <0,001
Perda do Enxerto -- N&o 1,000 - - -
Sim 1,086 0,18 [0,77:1,54] 0,640
Transfuséo pré-TR -- Nenhuma 1,000 - - -
1-5 1,064 0,21 [0,71:1,59] 0,763
6-10 2,143 0,19 [1,47:3,13] <0,001
Tempo -- TO 1,000 - - - 1,000 - - -
T7 0,644 0,26 [0,39:1,07] 0,087 0,637 0,24 [0,40:1,03] 0,064
T30 0,330 0,12 [0,26:0,42] <0,001 0,326 0,11 [0,26:0,41] <O0,001
T90 0,468 0,29 [0,27:0,82] 0,008 0,44 0,27 [0,26:0,75] 0,002
T180 0,292 0,28 [0,17:0,50] <0,001 0,288 0,25 [0,18:0,47] <0,001
T365 0,281 0,30 [0,16:0,51] <0,001 0,295 0,29 [0,17:0,52] <0,001

GPN-grupo de pacientes novos; EP-erro padréo; IC-intervalo de confianca; Exp(B)-exponencial beta; DF-
ddoador falecido; DVR-doador vivo relacionado; Bx-bidpsia renal; TR-transplante renal. *Modelo Linear

Multivariado

O paciente que recebeu um enxerto de DVR teve um aumento na
dosagem de HLA-G de 143,5% (p<0,001) em comparacdo ao paciente que
recebeu rim de DF. Houve associacao significativa do numero de episodios de
rejeicdo comprovados por Bx sob a dosagem de HLA-G, sendo que paciente que
passou por um episodio teve diminuicdo da dosagem de HLA-G em 65,1%

(p<0,001), e um paciente que passou por 2 episodios de rejeicdo reduziu a
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dosagem de HLA-G em 69,6% (p<0,001), quando comparados a um paciente
gue néo teve nenhum episédio

A variavel Tempo apresentou associacdo com a dosagem de HLA-G, com
0 passar do tempo houve diminuigdo da dosagem, quando comparado ao tempo
TO. Mediante isto, no tempo T30 um paciente apresentou uma diminuicado de
67,4% da dosagem de HLA-G (Figura 6).

Dosagem média de HLA-G por tempo

Média HLA-G

Tempo

Figura 6 - Evolucao da dosagem de HLA-G em relacgdo variavel Tempo — GPN (n=10)

A Tabela 10 apresenta a analise univariada das variaveis independentes
guanto a variavel dosagem de PD-L1. A doenca renal de base apresentada pelo
paciente associou-se a dosagem de PD-L1, sendo que, quando comparado a um
paciente com doenca renal de base HAS, pacientes que tinham as patologias:
DM, GN e DRPAD evidenciaram, respectivamente, um aumento de 578,8%
e uma diminuicdo de 41,7% e 55,5% na dosagem de PD-L1. O TIF associou-
se significativamente a dosagem de PD-L1, paciente que apresentou um TIF
superior a 24 horas evidenciou uma diminuicdo de 72,7% na dosagem da
molécula, quando comparados aos pacientes com TIF entre >15-24 horas.

O paciente que apresentou um episodio de rejei¢cdo teve um aumento de
302,1% na dosagem de PD-L1 tendo como base aquele que n&o apresentou

nenhum episadio de rejeicao. O tipo de rejeicdo apresentada pelo paciente foi
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Tabela 10 - Analise univariada das variaveis em relacao a dosagem de PD-L1 no GPN (n=10),
Goiania-GO, 2020

Variaveis Exp (B) E.P.(B) I.C. 95% Valor-P
Sexo -- Masculino 1,000 - - -
Feminino 2,916 0,73 [0,70: 12,19] 0,142
Doenc¢a Renal de Base -- HAS 1,000 - - -
DM 6,788 <0,01 [6,66: 6,92] <0,001
GN 0,583 0,19 [0,40: 0,85] 0,005
DRPAD 0,445 0,07 [0,39: 0,51] <0,001
INDET 2,939 0,58 [0,94: 9,16] 0,062
Tempo de TSR prévia (anos) -- 1 a 4 1,000 - - -
>4-10 0,997 0,82 [0,20: 4,97] 0,997
TIF (horas) -- >15-24 1,000 - - -
>24 0,273 0,49 [0,10: 0,71] 0,008
FRE -- N&do 1,000 - - -
Sim 2,236 0,54 [0,78: 6,44] 0,138
Episddios de rejeicdo-Bx -- Nenhum 1,000 - - -
1 4,021 0,61 [1,22: 13,29] 0,023
2 0,855 0,55 [0,29: 2,51] 0,777
Tipo de Rejeicdo -- RAC 1,000 - - -
RMA 0,213 0,26 [0,13:0,35] <0,001
Perda do enxerto -- N&o 1,000 - - -
Sim 0,615 0,49 [0,24: 1,61] 0,326
ISS final -- CE+ICN+AP 1,000 - - -
CE+MTOR+ICN 9,385 0,16 [6,86: 12,84] <0,001
CE+MTOR+AP 0,602 0,17 [0,43: 0,84] 0,003
Transfusdo pré-TR -- Nenhuma 1,000 - - -
1-5 0,170 0,45 [0,07: 0,41] <0,001
6-10 0,137 0,39 [0,06: 0,29] <0,001
Gestagédo -- Nenhuma 1,000 - - -
>4 5,843 <0,01 [5,73: 5,96] <0,001
Creatinina (mg/dL) 0,920 0,07 [0,80: 1,06] 0,228
Taxa de Filtragdo Glomerular (mL/min) 0,986 0,01 [0,97:1,01] 0,064
Tempo -- TO 1,000 - - -
T7 0,713 0,23 [0,45: 1,12] 0,135
T30 4,650 0,8 [0,97: 22,31] 0,054
T90 1,034 0,33 [0,54: 1,97] 0,918
T180 0,644 0,21 [0,43:0,97] 0,032
T365 6,204 0,84 [1,20: 32,19] 0,029

GPN-grupo pacientes novos; EP-erro padrao; IC-intervalo de confianga; Exp(B)-exponencial beta; HAS-
hipertensao arterial sistémica; DM-diabetes mellitus; GN-glomerulonefrite; DRPAD-doenca renal policistica
dominante, INDET-indeterminada; TSR-terapia substituicao renal;TIF-tempo de isquemia fria; FRE-fungdo
retardada do enxerto; Bx-bidpsia renal; RAC-rejei¢cdo aguda celular; RMA-rejeicdo mediada por anticorpos;
CE-corticoide; ICN-inibidor de calcineurina; AP-anti-proliferativo; M-TOR-inibidor da M-TOR; TR-transplante
renal.
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associado a variavel desfecho PD-L1, sendo que, quando comparado a um
individuo com RAC, um paciente com RMA teve uma diminuicdo de 78,7% na
dosagem de PD-L1.

A variavel ISS final associou-se significativamente a dosagem de PD-L1,
sendo que, quando comparado a um paciente que recebeu ISS final com
CE+ICN+AP, individuos que receberam ISS final com CE+MTOR+ICN ou a
CE+MTOR+AP apresentaram, respectivamente, um aumento de 838,5% e uma
diminuicao de 39,8% na dosagem de PD-L1. Os pacientes que receberam de 1
a 5 ou de 6 a 10 transfusdes no pré-TR evidenciaram, respectivamente,
diminuicdes de 83% e 86,3% na dosagem de PD-L1 quando comparados a néo
receber transfusao.

Para a analise multivariada dos dados relacionados ao PD-L1 (Tabela 11),
foi ajustado um Modelo Linear Marginal multivariado, utilizando-se as variaveis

selecionadas na andlise univariada.

Tabela 11 — Analise multivariada das variaveis sob a dosagem de PD-L1 no GPN (n=10),
Goiania-GO, 2020

Variaveis Modelo Inicial Modelo Final
Exp(B) E.P. 1.C.95% Valor-p | Exp(B) E.P. I1.C.95% Valor-p
Sexo -- Masculino 1,000 - - - 1,000 - - -
Feminino 2,925 0,19 [2,02:4,24] <0,001 4,572 0,00 [4,57:4,57] <0,001
Episodios de rejeigdo-Bx -- Nenhum 1,000 - - - 1,000 - - -
1 1,268 0,18 [0,89:1,80] 0,178 0,537 0,59 [0,17:1,71] 0,294
2 0,596 0,30 [0,33:1,07] 0,080 0,546 0,11 [0,44:0,68] <0,001
Transfusdo pré-TR  ------ Nenhuma 1,000 - - - 1,000 - - -
1-5 0,365 0,26 [0,22:0,61] <0,001 | 0,169 0,60 [0,05:0,55] 0,003
6-10 0,543 0,29 [0,31:0,96] 0,033 0,176 0,59 [0,06:0,56] 0,003
Tempo -- TO 1,000 - - -
T7 0,909 0,15 [0,68:1,22] 0,534
T30 1,589 0,48 [0,62:4,07] 0,335
T90 0,859 0,28 [0,50:1,49] 0,584
T180 0,757 0,19 [0,52:1,10] 0,150
65 4519 0,79 5’,92%] 0,056

GPN-grupo de pacientes novos; EP-erro padréo; IC-intervalo de confianga; Exp(B)-exponencial beta Bx-bidpsia
renal; TR-transplante renal. *Modelo Linear Multivariado

Observou-se uma associagcéo significativa da dosagem de PD-L1 em
pacientes do sexo feminino (aumento de 357,2% com de p<0,001) quando

comparado a pacientes do sexo masculino. Os episodios de rejeicdo
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comprovados por Bx influenciaram significativamente na dosagem de PD-L1,
sendo que, quando comparado a um individuo que ndo apresentou nenhum
episodio, um individuo que teve 2 episédios de rejeicdo apresentou uma
diminuicao de 45,4% na dosagem de PD-L1(p<0,001).

Ao analisar a transfus@o de sangue, os individuos que receberam de 1-5
ou 6-10 transfusfes na fase pré-TR apresentaram, respectivamente, diminui¢cdes
de 83,1% e 82,4% na dosagem PDL-1(p=0,003).

A expressdo de HLA-G e PD-L1 nas bidpsias realizadas para os pacientes
do GPN gue apresentaram disfuncéo do enxerto renal durante o seguimento de
um ano, estdo apresentadas na Figura 7. Foi observada imunomarcacao
heterogénea granular para HLA-G em todas as laminas avaliadas, havendo
variacdo no grau de intensidade, entre 1 e 4+. A marcacao foi observada foi,
principalmente, em citoplasma de tubulos renais. A parede vascular e o
intersticio ndo marcaram. Em relacéo a reacdo para a deteccdo de PD-L1, ndo

foi observada marcacdo em nenhuma das amostras avaliadas.

Figura 7 — Imuno-histoquimica da marcacao de PD-L1 (marcagdo negativa - painel A) e para
HLA-G (painel B) nas biépsias dos pacientes do GPN (n=9)

As tabelas 12 e 13 apresentam a distribuicdo da marcacéo da expressao
de HLA-G nas Bx na IHQ. Observou-se uma forte intensidade de HLA-G no

tecido renal, sendo que 77,78% das Bx estavam nesta categoria descritiva. A
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porcentagem de células marcadas moderadamente foi de 44.44% nas amostras

avaliadas. As médias de células e HLA-G no tecido renal para andlise foram de

62,78% e 68,72%, respectivamente.

Tabela 12 — Andlise descritiva das variaveis categoricas das Bx do GPN (n=9), Goiania-GO, 2020

Variaveis Intensidade N %
Extensdo Cruzes- Quantidade de HLA-G Forte 7 77,78%
no tecido renal Moderada 2 22,22%
Forte 2 22,22%
Porcentagem de células marcadas Moderada 4 44,44%
Fraca 3 33,33%

GPN- grupo de pacientes novos; Bx-biopsia renal.

Tabela 13 — Analise descritiva das variaveis numéricas das Bx do GPN (n=9), Goiania-GO, 2020.

Variaveis N validos MédiazDP Min. Max.
% células 9 62,78+£19,54 30 90
HLA-G 9 68,72+14,83 46,43 88,83

GPN- grupo de pacientes novos; Bx-biopsia renal; DP-desvio padrao; Min-minimo; Max-maximo.
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6 DISCUSSAO

A presente pesquisa é a primeira em Goias que se propds a avaliar as
moléculas HLA-G e PD-L1 em pacientes transplantados renais. O HLA-G e PD-
L1 sdo moléculas com importante acdo tolerogénica, o que no contexto do
transplante é um objetivo desejado e relevante, pois 0s enxertos teriam um
tempo funcional mais longo e auséncia dos eventos adversos causados pela
Imunossupressao.

Neste estudo avaliou-se HLA-G e PD-L1 no TR, buscando encontrar
fatores associados ao aumento e diminuicdo destas moléculas no sangue dos
pacientes transplantados, o que poderia talvez estar relacionado a um melhor ou
pior progndstico, respectivamente. Desta maneira, trabalhou-se com dois grupos
de individuos - GPA e GPN, o motivo da abordagem de tais grupos foi verificar
como a dosagem de HLA-G comporta-se com a evolucédo do transplante ao longo
dos anos (GPA) e em transplantes recentes (GPN). Ja em relacdo ao PD-L1 foi
verificar o comportamento da dosagem da molécula nos pacientes de transplante
recente, durante um follow-up de 12 meses, tendo em vista que n&do houve
condicbes de acompanhar sua dosagem no grupo de pacientes previamente
transplantados.

O perfil demografico dos 114 individuos que compuseram o GPA,
apresentou pacientes com média de idade 51,12+11,02 anos, sendo a maioria
do sexo masculino (59,65%) e as duas principais causas de doenca renal de
base foram a indeterminada (32,74%) seguida por GN (21,24%). No estudo de
Qiu et al. (2006) foi investigada a presenca de sHLA-G em amostras séricas de
65 individuos de TR, o grupo de pacientes apresentou uma media de idade de
44,3+12,2anos e 69,23% deles eram do sexo masculino. No presente estudo
talvez a média de idade tenha sido um pouco mais elevada, pois muitos dos
individuos da pesquisa ja haviam sido transplantados entre 10-15 anos
(29,82%), o que pode ter elevado a média de idade do grupo, quando
comparados a faixa dos pacientes do estudo de Qiu. Ja em relacdo ao sexo nao
houve diferenca tdo acentuada entre as duas séries.

Em pesquisa de grupo brasileiro sobre a expresséo qualitativa de HLA-G

em enxertos renais, as causas indeterminada (42,10%) e HAS (26,03%) foram
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as doencas de base mais prevalentes, e nesta série o DF representou 71,23%
dos TR (CRISPIM et al., 2008). No estudo em questéo, a causa indeterminada
também foi a mais prevalente, o que mostra a limitacdo de se fazer diagndstico
da doenca renal de base quando os individuos chegam para o tratamento
nefrolégico, pois os pacientes chegam tardiamente aos servi¢os de saude, o que
impossibilita 0 adequado diagnostico. No GPA o transplante renal com DF foi
responsavel por 57,02% dos casos, talvez a razdo para esta caracteristica possa
estar relacionada ao inicio mais tardio do transplante renal com DF em Goias,
cujo primeiro caso ocorreu em 1998 (informacédo da prépria autora).

A terapia de substituicdo renal mais utilizada pelos pacientes deste grupo
foi a HD (94,74%), em 46,43% dos TR o TIF esteve entre >15-24horas. Em
relacdo a utilizagcdo de HD como TSR, Piancatelli et al.(2020a) encontram que
81% dos pacientes de sua série utilizaram esta terapia como tratamento da
DRCT e o TIF foi de 11,45+3.31 horas. Uma possivel explicacdo para HD ter
sido a terapia dialitica mais utilizada em Goiania, provavelmente ocorreu pela
preferéncia pessoal dos pacientes, pois a realizacdo da terapia em si, nao
depende deles e sim das unidades de dialise. Outro fator de possivel
contribuicdo seja, a rede de clinicas de hemodialise da regido, que oferecem
acessivel numero de vagas e boas estrutura e assisténcia. Okushi et al. (2017)
observaram um TIF médio de 15 horas em seu estudo, uma possivel explicacao
para a diferenca encontrada em relacéo ao longo TIF no presente estudo, seja a
estrutura funcional do sistema de TR no estado de Goias, que possui etapas
protocolares muito demoradas do ponto de vista de execucao.

O esquema de imunossupressao com CE+ICN+AP, foi o0 mais frequente
tanto como ISS inicial quanto final (na data da coleta de sangue para o estudo),
com 71,93% e 61,40%, respectivamente. Piancatelli et al.(2020a), em estudo
realizado na Italia identificaram que 84% dos pacientes utilizaram CE+ICN+AP
como esquema de ISS. Na presente pesquisa este foi 0 esquema mais utilizado,
pelo fato de ser um dos mais efetivos para o controle dos episodios de rejeicao,
de acordo com a experiéncia do servigo de TR onde o estudo foi realizado.

Quando os episodios de rejeicdo foram analisados no GPA, foi encontrada
uma taxa de rejeicdo de 20,17%, sendo o tipo de rejeicdo mais frequente nas

bidpsias a RAC (69,57%). Em estudo realizado com 69 pacientes de TR na
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Eslovaquia, os pesquisadores encontraram as seguintes taxas, RMA 28,98%,
RAC 15,94 e forma mista 8,69% (DURMANOVA et al., 2019), ja na pesquisa de
Ajith et al. (2019), a taxa de RCA encontrada em 130 pacientes foi de 30,77%. E
importante salientar que no servico onde o presente estudo foi realizado, em
algumas situagfes a realizacao da Bx € um problema complexo e dificil, devido
ao fato de depender da estrutura funcional do hospital, o0 que por inUmeras vezes
limitou o diagndstico rapido e correto, o que pode ter superestimado a taxa real
de episodios de rejeicao.

A média do nivel de sHLA-G na pesquisa foi de 12,99+17,57ng/mL. No
estudo de NAJI et al.(2007), os pesquisadores trabalharam com a dosagem de
SHLA-G em diferentes tempos de TR, TH e THR, e demonstraram que 0s
pacientes de TR com menos de um ano apresentavam nivel médio de sHLA-G
de 1,4+2,1ng/mL, pacientes entre um e cinco anos 5,5+7ng/mL e os pacientes
acima de cinco anos apresentaram 14,4+12,8ng/mL, concluindo que os niveis
de sHLA-G avaliados aumentavam ao longo do tempo. Apesar da diferenca
metodoldgica, a média de HLA-G no presente estudo esteve mais proxima do
grupo de individuos com mais de cinco anos de TR do estudo francés, o que
talvez seja explicado pela maior concentracdo de pacientes da série aqui
apresentada, dentro das faixas igual e maior que cinco anos de transplante
(>80%).

Durante a andlise univariada das variaveis categoricas do estudo, muitas
se mostraram promissoras em relacdo a associar-se a dosagem de HLA-G, mas
ao serem avaliadas pelo modelo de regressao linear s6 permaneceram como
significantes: ter realizado entre 6 a 10 sessdes de HD no pos-TR(p=0,02), o uso
do esquema inicial de ISS com CE+ICN+AZA (p<0,001), ter apresentado um ou
dois episodios de rejeicdo comprovados por Bx (p<0,001) e ter tido infec¢éo pelo
CMV (p<0,006). As variaveis numéricas ndo apresentaram associacdo com a
dosagem de HLA-G quando levadas a analise multivariada.

No presente estudo os pacientes que realizaram entre 6 a 10 sess0es
apresentavam um aumento de 105,4% nos niveis de HLA-G quando
comparados aqueles que realizaram 1 a 5 sessdes (p=0,02). Na literatura
cientifica pesquisada, tal variavel ndo esteve presente nos estudos. Talvez uma

hipotética explicacédo para este dado, possa estar relacionada com a ativagédo do
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sistema complemento pelo contato sangue-materiais do circuito de HD
(materiais heterdlogos) e as interrelacdes com outras células do sistema imune
(principalmente a linhagem citotdéxica- LTC), o que poderia fazer com estas
células expressassem uma maior quantidade de HLA-G para proteger o
organismo da acgéo das proteinas dos complemento, ativacdo esta gerada pela
exposi¢cao maior aos produtos da HD.

Os pacientes que utilizaram o esquema de ISS com CE+ICN+AZA
apresentaram associa¢cdo com reducdo nos niveis de HLA-G (87,9%, p<0,001)
quando comparados ao esquema mais utilizado CE+ICN+AP. Em um estudo
americano de 2006, testou-se a relacdo dos niveis de sHLA-G em pacientes de
TR com funcéo renal estavel e com rejeicdo ao enxerto, os esquema de ISS
usados continham a combinagédo de CsA, TAC e outras drogas, e ndo houve
nivel de significAncia entre os niveis de SHLA-G e 0s regimes imunossupressores
utilizados (QIU et al., 2006). No trabalho de Crispim et al.(2008) o tratamento
com TAC, mas ndo com CsA, esteve associado ao aumento da expressao de
HLA-G e a auséncia de rejeicdo, apesar de ambas as drogas serem ICN. Ao
estudar a relacéo dos niveis de HLA-G e necrose tubular aguda em TR, um grupo
da Tailandia utilizou como protocolo padrao ICN (TAC ou CsA), AP (micofenolato
mofetil [MMF] ou AZA) e CE (prednisolona), sendo que tal regime de
imunossupressao ndo apresentou ser significativo para a dosagem de sHLA-G
(p=0,068) (KRONGVORAKUL et al., 2015). Farid et al.(2015) ao avaliarem os
niveis de sHLA-G em diferentes grupos de TR, encontraram que o uso de TAC,
e ndo CsA ou rapamicina, teve um efeito positivo nos niveis de sHLAG.

Na literatura muitos estudos nao separam a AZA do MMF/micofenolato de
soédio (MFS) cujo produto final € acido micofendlico, colocando todos no rol dos
AP, o que pode tornar restrita uma analise comparativa. No presente estudo, a
separacdo dos esquemas ocorreu, pois atualmente o centro transplantador
utiliza o esquema que tem como base o MMF/MFS (61,40%), dada a
superioridade destas drogas quando comparadas a AZA na imunossupressao
no TR (WAGNER et al., 2015), o que talvez possa ser uma explicagéo para o
dado encontrado na pesquisa em questéao.

Ao ser avaliada a relacdo dos episodios de rejeicdo comprovados por BX,

constatou-se que 0s pacientes que durante sua evolucéo tiveram um ou dois
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episédios de rejeicdo, apresentaram a dosagem de sHLA-G reduzida em 97,8%
e 80,1% (p<0,001), respectivamente, quando comparados aqueles que né&o
apresentaram nenhum episodio. No estudo de Qiu et al. (2006), os autores ao
analisarem 330 soros de 65 pacientes TR para determinagédo da expressao de
SHLA-G, demonstraram que destes, 50% dos 26 pacientes do grupo com enxerto
estavel apresentaram expresséo consistente de sHLA-G, em comparacao com
20,5% entre 39 pacientes que apresentaram rejeicdo nos enxertos (p=0,013),
desta forma, o sHLA-G foi associado a TR funcionais. Em estudo realizado na
China, os pesquisadores avaliaram a utilidade clinica de cinco biomarcadores,
entre eles o HLA-G5 no soro de 84 pacientes de TR, para detectar RA. Os dados
demonstraram que os individuos com RA reduziram o nivel de HLA-G5 nos soros
em comparacgdo com individuos com funcéo estavel do enxerto (ZHENG et al.,
2012).

Em pesquisa realizada na Eslovaquia, os pesquisadores analisaram a
expressdo de HLA-G em soro e bidpsias de enxerto de pacientes de TR, para
descobrir alguma relacdo entre sHLA-G e aceitacdo de enxerto renal. Os
pacientes transplantados foram divididos em dois grupos: com e sem RA, eles
demonstraram que os valores séricos de sHLA-G foram significativamente
maiores em pacientes sem rejeicdo do enxerto do que com rejei¢cao (p=0,0058),
apoiando a suposicdo de que o aumento do sHLA-G sérico pode contribuir para
a aceitacdo do aloenxerto (POLAKOVA et al., 2015).

Nos estudos citados, ndo ocorreu separacdo pelo numero de episédios
de rejeicdo como na presente pesquisa, o que pode comprometer um adequado
paralelo comparativo, mas mediante os resultados encontrados, pode-se dizer
que o nivel reduzido de sHLA-G esteve relacionado com rejei¢do no aloenxerto
renal na presente série, estando os dados aqui relatados de acordo com a
literatura médica mundial.

Na analise multivariada do GPA, a infeccéo pelo CMV esteve associada
com a reducéo de 84,1% dos niveis de HLA-G (p=0,006), quando comparada a
auséncia da infeccdo pelo referido virus. O CMV estimula a inducdo de
expressdo do HLA-G provavelmente através de seu homélogo da IL-10. Este
homdlogo regula positivamente a expressdao do HLA-G, podendo portanto,

contribuir para a evasédo imunoldgica durante a infec¢ao pelo virus (SPENCER
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et al., 2002). Yan et al.(2009) ao avaliarem individuos infectados pelo CMV,
guantificaram a expressao de HLA-G nos mondcitos e no plasma, e concluiram
qgue o nivel de sHLA-G aumentou durante a infeccéo ativa por CMV em pacientes
ndo transplantados. Xiao et al. (2011) relataram que os niveis de mRNA de HLA-
G e sHLA-G no sangue periférico de receptores de TR aumentaram no grupo
positivo para CMV quando comparado ao grupo negativo para o virus.

Outros estudos da literatura médica se contrapdem aos relatados
anteriormente, como o estudo de Farid et al. (2015) sobre relagdo do sHLA-G
em TR em renais com e sem RA e a aceitacao dos enxertos renais, neste estudo
0s pesquisadores também avaliaram a relagcdo do sHLA-G com as infeccdes,
dentre elas o CMV, e concluiram que esta infeccdo ndo afetou o nivel de sHLA-
G. Como se pode observar, os dados da presente pesquisa, encontraram uma
dosagem de sHLA-G nos pacientes infectados pelo CMV reduzida (p=0,006) em
relacdo aos pacientes nao infectados, resultado este que néo foi encontrado em
nenhum dos estudos citados anteriormente.

Possiveis explicacdes para esta divergéncia de resultados podem estar
relacionadas ao: desenho do estudo, metodologia de diagnéstico CMV, método
de dosagem sHLA-G, numero de pacientes selecionados, e a propria relacéo do
virus com a expressao do HLA-G, que pode ndo estar somente associada com
aumento da expressao da molécula, mas que através de mecanismos outros,
possa também alternar periodos de reducao nos niveis de HLA-G ao longo do
processo infeccioso. Deve-se levar em consideragdo, a possibilidade de que o
resultado aqui demonstrado foi relevante e verdadeiro, ao ponto de sugerir a
realizagéo de mais estudos para verificar melhor a relagdo CMV e dosagem de
HLA-G.

A segunda parte da discusséo da presente pesquisa, diz respeito ao GPN,
grupo este que contou inicialmente com 12 pacientes. Durante o periodo de
acompanhamento, houve duas perdas de enxertos, sendo as analises realizadas
com 10 pacientes transplantados, que foram seguidos do pré-transplante até 365
pos-procedimento. Neste grupo de pacientes foram avaliadas as dosagens de
HLA-G, PD-L1 e feitas as leituras das bidpsias que receberam a marcacédo de

ambas as moléculas.
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No GPN, o sexo masculino foi maioria (83,33%), a média de idade do
grupo foi de 40,83+11,69 anos. No estudo de Bardi et al. (2011) ao avaliarem um
grupo de 42 pacientes transplantados renais, 0S mesmos observaram que 0 Sexo
masculino foi mais frequente (71,43%) e a média de idade do grupo foi 30+8,7
anos, pacientes estes mais jovens do que na atual série estudada. No grupo de
Bardi, as principais causas de doenca renal de base foram GN (42,86%) e
indeterminada (33,33%), dados semelhantes ao deste estudo, onde GN
respondeu por 41,67% dos pacientes e indeterminada 25%.

O tipo de TR mais prevalente foi o DF, que representou 83,33% dos casos.
O TIF entre >15-24 horas foi 0 mais frequente (60%) entre os pacientes, a taxa
de FRE foi elevada (75%), dado este que pode ser explicado pela alta taxa de
TR-DF e TIF prolongado. A taxa de rejeicao foi de 25% sendo a RAC responsavel
por 66,67% das rejeicdes. Durmanova et al. (2019), encontraram em seus dados
94,20% de TR-DF, TIF de 17 horas em média, a taxa de rejeicdo global foi de
53,61% e a de RAC 15,94%. Como observado pela descricdo dos dados,
existem pontos de concordéancia entre os estudos, e talvez as diferengas possam
estar relacionadas a alguns fatores, tais como: protocolo seriado de Bx, 0 que
eleva o diagndstico dos episodios de rejeicao, estrutura de funcionamento do
TR-DF dentro das instituicbes e do proprio sistema de transplante de cada
regiao.

As transfus@es sanguineas pré-TR ocorreram em 41,7% dos pacientes do
GPN. Em estudo realizado na india, a taxa de transfus&o pré-transplante foi de
40,2%, num grupo de 122 transplantados renais (GUPTA et al., 2019). E
importante ressaltar que, tal resultado na presente série possa estar relacionado
ao acesso a medicacéo para tratamento da anemia na DRCT, uso irregular da
medicacéao estimuladora da eritropoiese e a falta de resposta ao tratamento com
eritropoetina.

No estudo de Durmanova et al. (2019) a taxa do esquema CE+ICN+AP
foi da ordem de 34,78%. Ja no estudo de Piancatelli et al. (2020b) ao avaliarem
0s niveis plasmaticos de sHLA-G em 103 receptores de TR, verificaram que 86%
dos mesmos fizeram uso de CE+ICN+AP como esquema de ISS. No estudo
atual, o esquema de ISS mais utilizado tanto ao nivel inicial quanto ao final do

seguimento foi CE+ICN+AP, com 100% e 63,64% respectivamente. Tal
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esquema imunossupressor primario vem sendo utilizado no centro ha alguns
anos, dada sua poténcia imunossupressora, sendo alterado quando de
intercorréncias clinicas e/ou imunologicas com os pacientes.

A avaliacéo das variaveis numeéricas do estudo, que foram estratificadas
pelo tempo de coleta dos dados, foi relevante a constatagcéo da diminui¢cdo da
dosagem de sHLA-G ocorrida de TO para T30, um aumento de T30 para T90, e
ao final do seguimento a dosagem era inferior ao TO. Em estudo italiano, 103
pacientes TR tiveram seus niveis de sHLA-G aferidos no pré-TR e um ano apos,
sendo significativamente mais baixos os niveis detectados apds o transplante
em comparacdo com 0S niveis pré-transplante (pré-transplante:
216,93+75,08U/mL; ap6s:173,01+69,21U/mL; p <0,019) (PIANCATELLI et al.,
2020b). Situacao também encontrada na presente pesquisa.

A analise multivariada do GPN, demonstrou como preditores da dosagem
de HLA-G — sexo feminino (p=0,001), TR-DVR (p<0,001), 1 e 2 episodios de
rejeicdo comprovados por Bx (p<0,001) e os tempos T30 (p<0,001), T9O
(p=0,002), T180 (p<0,001) e T365 (p<0,001) pdbs-TR. Nos estudos de Bardi et
al. (2011), Durmanova et al (2016) e Okushi et al.(2017) n&o foi encontrada
significAncia estatistica em relacdo ao sexo e HLA-G. No presente estudo,
guando comparado ao sexo masculino, o sexo feminino esteve associado a uma
dosagem elevada de sHLA-G (p=0,001). Uma possivel explicacdo para tal
resultado, poderia ser, a agdo de hormonios femininos (progesterona) na
dinamica da expressdo de HLA-G (POLAKOVA; BANDZUCHOVA; RUSS, 2011;
ZILINSKA et al., 2015).

Os pacientes que receberam TR-DVR apresentaram uma dosagem mais
elevada de HLA-G (p<0,001), em diferentes séries que avaliaram os niveis de
HLA-G e sua relagdo com diferentes varidveis, o TR-DVR n&o mostrou
significancia (CILIAO ALVES et al., 2012; CRISPIM et al., 2008; KANEKU, 2006).
Na investigacdo de Farid et al. (2015) nenhuma diferenga significativa foi
encontrada (p=0,384) na concentracdo de sHLAG de acordo com o tipo de
doador, seja DVNR ou DVR, nos receptores de transplante avaliados.

Possiveis explicacdes para este resultado podem estar relacionadas, ao
fato que no TR com DV (seja relacionado ou nao) o TIF é minimo (minutos) o

gue ndo impde ao rim de forma intensa a injuria do processo de isquemia-
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reperfuséo; e no DVR o nivel de compatibilidade entre doador-receptor por estar
presente na grande maioria dos transplantes, provavelmente contribua em
diminuir a ocorréncia de episodios de RA (CLARK; UNSWORTH, 2010; FROHN
et al., 2001), obviamente existem outros fatores que estéo implicados na génese
da rejeicéo nos transplantes.

Nos estudos de Crispim et al. (2008) e Jin et al. (2012), pacientes que
apresentaram episodios de rejeicdo tiveram niveis reduzidos de sHLA-G. Na
presente pesquisa, 0s pacientes que apresentaram um ou dois episodios de
rejeicdo confirmada por Bx, tiveram o nivel de sHLA-G reduzido em comparacao
aos individuos sem rejeicdo. Em outro estudo de Xiao et al. (2010b), avaliaram
a viabilidade do sHLA-G5 como biomarcador progndstico pés-transplante em
uma coorte de 215 transplantados renais, e concluiram que o nivel de sHLA-G5
pode prever RA com alta sensibilidade (63,6%) e especificidade (82,1%).

Como ja discutido previamente para o GPA, os episddios de rejeicao
estiveram associados a uma menor dosagem de sHLA-G nos pacientes TR, 0
mesmo ocorreu no GPN, reafirmando o resultado de que o nivel reduzido de
SHLA-G esteve relacionado com rejeicdo no enxerto renal na presente série,
estando os dados aqui relatados, em concordancia com a literatura mundial.

Acerca da variavel Tempo, a mesma influenciou significativamente a
dosagem de HLA-G. Ao longo dos periodos de tempo avaliados — T30 (p<0,001),
T90 (p=0,002), T180 (p<0,001) e T365 (p<0,001), os mesmos foram preditores
da queda dos niveis de sHLA-G no grupo de pacientes de TR estudados nesta
série (Figura 6). Ao estudarem uma coorte de 76 pacientes de TR, Krongvorakul
et al. (2015), avaliaram a associacdo do nivel de sHLA-G no periodo pos-
transplante precoce e a rejeicdo do aloenxerto e NTA nestes pacientes. Os soros
obtidos antes do transplante e em série nos dias 3 e 7 apds o procedimento
foram analisados quanto ao nivel de sHLA-G. Os niveis de sHLA-G dos trés
soros seriais, nao diferiram entre pacientes com RA e pacientes sem rejei¢ao.
No presente estudo o T7 ndo apresentou relagdo com o nivel de HLA-G,
resultado semelhante ao do estudo de Krongvorakul et al.(2015) , apesar do
tempo T3 nao ter sido avaliado.

No estudo de Polakova et al.(2015), foi analisada a expressao de HLA-G

em soro e Bx de enxertos de pacientes transplantados renais para descobrir se
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havia alguma relagdo entre HLA-G e aceitagdo de enxerto renal. Os soros dos
pacientes foram coletados 1 dia antes e no pés-transplante (1-2 semanas, 1 a
12 meses e acima de 12 meses). Ao longo do tempo, descobriram que em todos
0s pacientes (com e sem rejei¢cao), o nivel pré-transplante de sHLA-G diminuiu
no periodo pos-transplante precoce (1-2 semanas) em todos 0s pacientes (com
e sem RA). No periodo de 1-12 meses pos-transplante, um aumento substancial
de sHLA-G foi detectado em pacientes sem rejeicdo, enquanto nenhuma
mudanca ou declinio adicional foi observado em receptores com rejeicdo de
enxerto. Nos soros coletados acima de um ano pés-TR, os niveis de sHLA-G
aumentaram em ambos 0s grupos de pacientes (com ou sem rejeicdo do
enxerto). Os dados do atual estudo divergem dos resultados acima, pois houve
uma queda expressiva dos niveis de HLA-G a partir do T30, que se mantiveram
até T365, com um valor de p relevante.

Em pesquisa realizada na China, os investigadores avaliaram 0s niveis
de sHLA-G e sCD30, em um grupo de 11 receptores de TR em diferentes
momentos do transplante (pré-TR, 1 semana, 1, 3, 6 e 12 meses p6s-TR), bem
como a relacao entre os niveis séricos das referidas moléculas e o tempo ap6s
o TR. Os pesquisadores nao encontraram diferenca significativa entre os valores
pré-transplante, 1 semana e 1 més apos o procedimento. O nivel sérico de sHLA-
G dos receptores de TR aos 3 meses apoés o transplante foi superior ao 1 més
apos o transplante. Nao houve alteracao significativa no nivel sérico de sHLA-G
entre 3, 6 e 12 meses apos o transplante (JIN et al., 2017). Apesar do presente
estudo e a pesquisa chinesa apresentarem um desenho parecido, talvez uma
possivel explicacdo para as diferencas encontradas entre ambos, esteja
relacionada ao perfil clinico da populacdo estudada e ao limitado nimero de
pacientes do estudo.

A andlise univariada de PD-L1 selecionou algumas variaveis sugestivas
de influenciar a dosagem de PD-L1, e que foram levadas para avaliacdo no
modelo multivariado. Destas, permaneceram como significativas — sexo feminino
(p<0,001), 2 episddios de rejeicdo comprovada por Bx (p<0,001) e transfuséo
pré-TR (1 a5 e 6 a 10) (p=0,003).

Dentro dos estudos publicados sobre PD-L1 em TR, nado foram

encontrados até a presente data, relatos da relacdo com sexo. Mas em estudos
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sobre PD-L1 e cancer foi possivel encontrar referéncia sobre esta varidvel. Em
trabalho realizado na Alemanha, para avaliar a associacéo da expresséo de PD-
L1 no carcinoma de células renais (CCR) com parametros clinicos, agressividade
tumoral e sobrevivéncia, as amostras de tumor foram analisadas quanto a
expressdo de PD-L1 por IHQ, a positividade para PD-L1 foi associada ao sexo
feminino (p=0,001), metastase linfonodal (p=0,004), metastase distante
(p=0,002) e doenca avancada (p<0,001) (ABBAS et al., 2016). Talvez, a relacéo
com os hormonios femininos possa explicar tal comportamento em relacéo ao
sexo feminino, havendo para isto a necessidade de pesquisas que envolvam PD-
L1 e sua relagdo com os horménios femininos, principalmente em pacientes
transplantados.

Quando comparado a paciente que ndo apresentou episodio de rejeicao,
o individuo que teve dois episddios de rejeicdo comprovados por Bx, teve uma
menor dosagem de PD-L1 (p<0,001). Ao nivel de abordagem clinica como o da
presente pesquisa, 0s estudos sobre PD-L1 e TR séo escassos, existem estudos
ao nivel ciéncias béasicas, o que dificulta a avaliagdo comparativa entre os
mesmos.

Em investigac&o conduzida por grupo de pesquisadores americanos, que
avaliaram o papel e os mecanismos da via PD-1: PD-L1 na tolerancia adquirida
ao transplante, utilizando um modelo murino de TC, demonstraram o papel critico
de PD-L1 na inducdo e manutencéo da tolerancia ao transplante periférico por
sua capacidade de alterar o equilibrio entre CT patogénicas e reguladoras
(TANAKA et al., 2007).

Tendo como base o estudo experimental de Tanaka et al. (2007) e
tentando extrapolar o raciocinio para seres humanos, o processo de rejeicéo
romperia o equilibrio entre LT patogénicos e reguladores, gerado por PD-L1,
levando a maior expressao dos LT patogénicos e lesdo do enxerto (rejeicdo) e
reducado no nivel desta molécula no sangue. Comprometendo assim, o papel de
tolerancia gerado por PD-L1, o que geraria mais comprometimento pelos LT.

O presente estudo mostrou que quanto maior o numero de transfusao pré-
TR (1 a5 e 6 a 10, p=0,003) menor a dosagem de PD-L1. O resultado desta
pesquisa até o momento apresenta-se como dado novo em relagédo ao PD-L1,

pois na literatura levantada sobre PD-L1 e TR, néo foram obtidos estudos com
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avaliacdo desta relagcdo. Hipoteticamente, talvez quanto maior o namero de
transfusdes sanguineas, maior a chance de sensibilizacdo - geracdo de
anticorpos de diferentes classes de HLA - que poderia comprometer o equilibrio
entre CT, CD, mondcitos etc, levando a diminuicdo nos niveis de PD-L1, que
por sua vez compromete a inibicdo da proliferacdo de LT, ampliando a resposta
imune e diminuindo ainda mais o nivel da molécula no sangue.

Em relacdo aos dados das biopsias, devido ao numero reduzido das
mesmas, houve impossibilidade da realizagdo de uma analise multivariada dos
resultados, tendo sido possivel somente a avaliacdo descritiva. Observou-se
que, a quantidade de HLA-G expressa no tecido renal foi forte em uma proporc¢éo
maior que 50% das Bx, e a média de HLA-G presente nas Bx também esteve
acima de 50%. Sem abordar carater comparativo, no estudo de Crispim et al.
(2008) o0 HLA-G foi detectado em 54.8% dos espécimes das Bx. J& na série de
Okushi et al.(2017) o HLA-G foi detectado pela técnica de imunofluorescéncia
em 34,37% das Bx. Como observado pelos resultados dos estudos descritos
acima, a marcacao nas biépsias da molécula de HLA-G do presente estudo,
mostrou-se relevante. Infelizmente por raz6es metodologicas a analise
comparativa ndo pbde ser feita. As biopsias avaliadas ndo apresentaram

marcacao para PD-L1 (Figura 7).
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7 RELEVANCIA DO ESTUDO

O presente trabalho representa o primeiro estudo realizado no estado de
Goiés sobre o papel das moléculas HLA-G e PD-L1 no ambito do transplante
renal, além do fato de que parte da avaliacdo foi prospectiva (Grupo de pacientes
novos), tipo de estudo ainda inédito na regido. O mesmo trouxe através de seus
resultados, dados até entdo desconhecidos e relevantes destas moléculas nos
pacientes transplantados e suas relagdes com outros aspectos exclusivos da
populacao de transplantados renais.

A pesquisa gerou discussfes sobre a possibilidade futura de se tentar
utilizar o biomarcador HLA-G, como mais um dos exames de avaliacdo
imunolégica aos quais todo transplantado renal € submetido, buscando desta
maneira estabelecer com antecedéncia (sempre que possivel) algum dado
progndstico sobre a evolucdo do aloenxerto.

O estudo permitiu através do levantamento realizado, tracar um perfil dos
pacientes de transplante renal da Equipe Nefrovita da SCMG. O conhecimento
detalhado desta populacdo permitird que medidas de manuseio clinico sejam
adotadas de maneira mais individualizada, gerando assim um impacto positivo
sobre a evolucdo dos pacientes e seus enxertos.

Outra caracteristica positiva do estudo foi integrar varios segmentos
académicos e cientificos — Santa Casa de Goiania, Universidade Federal de
Goias-Faculdades de Medicina e Odontologia, Universidade Estadual de Goias,
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo. Esta
cooperacao em prol de evolucdo cientifica traz beneficios e crescimento para

todos os envolvidos.
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8 CONCLUSOES

<~ Considerando o Grupo de Pacientes Novos, concluiu-se que a ocorréncia
de episddios de rejeicdo foi associada a baixa expressédo de HLA-G e PD-L1.
Sendo que a realizacdo de transfus6es também foi associada a baixos niveis de
PD-L1 e a variavel tempo pdés-transplante renal associou-se a baixo nivel de
HLA-G. Niveis aumentados de ambas moléculas foram observados em
pacientes do sexo feminino, e de HLA-G naqueles que receberam rim de doador

vivo relacionado.

<~ Considerando o Grupo de Pacientes Antigos, concluiu-se que 0 uso do
esquema corticoide+ inibidor de calcineurina+azatioprina como esquema de
imunossupressao inicial, o fato de ter apresentado um ou dois episodios de
rejeicdo comprovada por biopsia e infeccdo por CMV se correlacionaram com
baixa dosagem de HLA-G. Enquanto, ter realizado de 6 a 10 sessfes de
hemodialise no pés-transplante renal associou-se a uma elevada dosagem de
HLA-G.

<~ Foi observada expressado da molécula HLA-G em amostras de tecido renal
de pacientes que apresentaram rejeicdo do enxerto durante o follow-up de 12
meses. No entanto, o numero limitado de amostras ndo permitiu a avaliacdo
quanto a associacfes. A molécula PD-L1 ndo foi detectada nas amostras
avaliadas.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

Varios estudos sobre o HLA-G e sua relacdo com o transplante renal estdo
disponiveis na literatura cientifica, mas no estado de Goiés até entdo ndo havia
dados sobre os mesmos, apresentar estes resultados foi uma atividade
importante, relevante e inédita que a pesquisa trouxe para contexto cientifico do
estado.

O presente estudo, encontrou resultados diferentes dos apresentados na
literatura cientifica mundial, assim como trouxe dados novos no contexto das
moléculas de HLA-G e PD-L1. Tais resultados incentivam a busca por novas
pesquisas e desencadeam perspectivas para a ampliacdo das mesmas, dentro
dos centros transplantadores do estado de Goiés, centros estes que possuem
um grande numero de pacientes sob seguimento, 0 que permitiria intensas
investigacdes e robustez de resultados.

A investigacdo realizada pelo presente estudo, permitiu que a
pesquisadora pudesse tracar um perfil clinico-epidemioldgico dos pacientes
transplantados acompanhados pela Equipe Nefrovita, e consequentemente abriu
novos horizontes e ideias para ampliar ainda mais a pesquisa clinica no centro

de origem do presente estudo.
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Tabela 1 - Dados clinicos e demogréficos do GPA (n=114), Goiania-GO, 2020

Variaveis N %
Sexo Masculino 68 59,65%
Feminino 46 40,35%
DM 8 7,08%
DRPAD 6,19%
GN 24 21,24%
Doenca Renal de Base HAS 25 22,12%
INDET 37 32,74%
Outras 3,54%
PNC 7,08%
DP 1,75%
Tipo de TSR prévia HD 108 94,74%
TTO Conservador 4 3,51%
<1 9 8,57%
Tempo de TSR prévia 1-4 50 47,62%
(anos) >4-10 40 38,10%
>10 6 5,71%
DF 65 57,02%
Tipo de Transplante DVNR 6 5,26%
DVR 43 37,72%
<12 3 10,71%
TIF (horas) >12-15 7,14%
>15-24 13 46,43%
>24 10 35,71%
ERE N&o 57 50,00%
Sim 57 50,00%
<7 20 35,09%
Tempo FRE (dias) 8-14 20 35,09%
15-30 17 29,82%
1-5 32 55,17%
Ndmero de sessdes HD 6-10 2 3,45%
11-15 24 41,38%
Indugao Néo 87 76,32%
Sim 27 23,68%
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Tabela 1 - Dados clinicos e demograficos do GPA (n=114), Goiania-GO, 2020. Conclusao

Variaveis N %
CE+AZA 1 0,88%
L CE+ICN 1 0,88%
ISS inicial
CE+ICN+AP 82 71,93%
CE+ICN+AZA 30 26,32%
CE+AP 9 7,89%
CE+ICN 8 7,02%
CE+ICN+AP 70 61,40%
CE+ICN+AZA 12 10,53%
ISS da data da Coleta CE+MTOR 4 3.51%
CE+MTOR+AP 4 3,51%
CE+MTOR+ICN 5 4,39%
OUTROS 2 1,75%
1 20 17,54%
Episodios de rejeicdo-Bx 2 3 2,63%
Nenhum 91 79,82%
Outros 3 13,04%
. s RAC 16 69,57%
Tipo de Rejeicédo RC 5 8.70%
RMA 2 8,70%
N N&o 104 91,23%
Infec¢é@o por CMV Sim 10 8.77%
>10 3 2,80%
N 3 1-5 59 55,14%
Transfuséo pré-TR
6-10 11 10,28%
Nenhuma 34 31,78%
1 9 20,00%
2 15,56%
Gestacao 3 6 13,33%
24 6 13,33%
Nenhuma 17 37,78%

GPA-grupo pacientes antigos; DM-Diabetes mellitus; DRPAD-doenga renal policistica autossémica
dominante; GN-glomerulonefrite; HAS-hipertensdo arterial sistémica; INDET-indeterminada; PNC-
pielonefrite crénica; DP-didlise peritoneal; HD-hemodialise; TTO-tratamento; DF-doador falecido; DVR-
doador vivo relacionado; DVNR-doador vivo néo relacionado; ISS-imunossupresséo; CE-corticoide; AZA-
azatioprina; ICN-inibidor da calcineurina; M-TOR-inibidor da M-TOR; AP-antiproliferativo; RAC-rejeic&do
aguda celular; RC-rejeicdo cronica; RMA-rejeicdo mediada por anticorpos; TSR-terapia de substituicdo
renal; TIF-tempo de isquemia fria; CMV-citomegalovirus; FRE-fungdo retardada do enxerto ; Bx-biopsia
renal ;TR-transplante renal.
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APENDICE B

Tabela 2 - Andlise descritiva das variaveis numéricas do GPA (n=114), Goiania-GO, 2020

Variaveis Média+DP Min — Méx
Idade 51,12+11,02 20-78
CR- Alta (mg/dL) 2,36+1,22 0,7-5,9
CR-1ano (mg/dL) 1,27+0,45 0,6-3,5
CR-COL (mg/dL) 1,34+0,48 0,7-3,55
TFG-1(mL/min/) 71,79+24,01 26,5-177
TFG-COL (mL/min) 65,31+21,30 14,9-151,3
HLA-G (ng/mL) 12,99+17,57 0-109,14

GPA-grupo de pacientes antigos; DP-desvio padrdo; Min-minimo; Max-maximo; COL-coleta;
CR-creatinina; TFG-taxa de filtragdo glomerular; 1-com um ano de TR
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Tabela 6 — Dados clinicos e demograficos do GPN (n=12), Goiania-GO, 2020

Variaveis N %
Sexo Masculino 10 83,33%
Feminino 2 16,67%
DM 1 8,33%
DRPAD 2 16,67%
Doenca Renal de Base GN 5 41,67%
HAS 1 8,33%
INDET 3 25,00%
. DF 10 83,33%
Tipo de Transplante
DVR 2 16,67%
>15-24 6 60,00%
TIF (h
(horas) >24 4 40,00%
Nao 3 25,00%
FRE .
Sim 9 75,00%
N N&o 9 75,00%
Indugéo .
Sim 3 25,00%
ISS inicial CE+ICN+AP 12 100,00%
1 2 16,67%
Episddios de rejeicdo-Bx 2 1 8,33%
Nenhum 9 75,00%
RAC 2 66,67%
Ti Rejeica
ipo de Rejeigédo RMA 1 33.33%
Nao 10 83,33%
Perda do Enxerto )
Sim 2 16,67%
CE+ICN+AP 7 63,64%
ISS em T365 CE+MTOR+AP 2 18,18%
CE+MTOR+ICN 2 18,18%
1-5 5 41,67%
Transfusado pré-TR 6-10 1 8,33%
Nenhuma 6 50,00%
24 1 50,00%
Gestacgdo
Nenhuma 1 50,00%

GPN-grupo de pacientes novos; DM-Diabetes mellitus; DRPAD-doencga renal policistica autossdmica

dominante; GN-glomerulonefrite;

HAS-hipertensdo arterial

INDET-indeterminada; PNC-

pielonefrite crénica; DF-doador falecido; DVR-doador vivo relacionado; TIF-tempo de isquemia fria ; FRE-
funcdo retardada do enxerto; 1SS-imunossupresséo; CE-corticoide; AZA-azatioprina; ICN-inibidor da
calcineurina; MTOR-inibidor da M-TOR; AP-antiproliferativo; RAC-rejeicdo aguda celular; RMA-rejeicdo
mediada por anticorpos; TR-transplante renal.
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APENDICE D

Tabela 7 — Analise da creatinina, TFG, HLA-G e PD-L1 ao longo do tempo em 10 pacientes de
pos - transplante, Goiania-GO, 2020

o Tempo
Variaveis
TO* T7* T30* T90* T180* T365*
8,17(¥2,37)  6,79(x2,79)  3,44(+2,76)  2,09(x0,91)  1,87(x0,68)  1,75(0,52)
CR
(mg/dL) 5,9-13,60 1,4-10,40 0,90-8,70 1,0-4,10 1,0-3,20 1,2-2,70
8,35(+2,22) 15,64(+17,37) 38,7(x29,21) 47,43(x29,23) 51,36(+28,42) 51,15(+21,57)
TFG

(ml/min) 5,2-12,40 4,80-62,5 5,3-103,10 12,5-104,70 16,8-93,80 20,4-84,90

89,02(+36,46) 77,33(+98,37) 32,91(x25,95) 43,64(+29,86) 27,82(17,11) 29,42(+26,46)

HLA-G
(ng/mL) 46,43-175,89 11,27-362,38 11,84-101.03 4,4-87,24 3,71-55,35 5,41-87,78

D 0,75(x0,55) 0,51(x0,46) 3,85(x10,71) 0,78(x1,12) 0,45(+0,4) 5,17(x13,5)
L1(ng/L)
0,18-1,71 0,00-1,32 0,00-34,31 0,00-2,83 0,00-1,17 0,00-43,49

T-tempo de coleta; CR-creatinina; TFG-taxa de filtragdo glomerular. *Dados apresentados com média (+DP)
e valor minimo — valor maximo.
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APENDICE E

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Nome da pesquisa: Avaliacdo do potencial prognostico das moléculas HLA-G e
PD-L1 no transplante renal.
Pesquisadora responsavel: Silvia Marcal Botelho
Contato pesquisador responsavel: (62) 32544042

O(a) Sr.(a) esta sendo convidado(a) para participar de estudo que
envolvera pacientes que fizeram transplante de rim. E importante que vocé leia
e compreenda totalmente as informacdes fornecidas. Caso vocé ndo entenda
alguma parte deste consentimento, pergunte ao seu médico antes de assina-lo.

Apesar dos avancos da medicina, a necessidade de 6rgaos para doacéo

ainda é muito grande. Sendo assim, os médicos precisam entender como
prolongar a vida util do rim transplantado. Dessa forma, nosso objetivo, nesse
estudo, serd avaliar o sangue dos pacientes para descobrir moléculas que
ajudem a evitar a rejeicao.
Como voceé sabe, vocé fez ou fard um transplante renal. Para a realizacdo desta
pesquisa, caso concorde em participar, precisamos colher seu sangue (10 mL
ou duas colheres de chd). Neste procedimento, os riscos sdo considerados
minimos, havendo o desconforto da picada da agulha durante a colheita de
sangue.

Caso, durante seu tratamento, seu médico indique que existe a
necessidade de fazer uma biépsia no rim transplantado, gostariamos de solicitar
a sua autorizacao para também utilizar um pedago do material colhido na biopsia.

Os seguintes aspectos Ihe séo esclarecidos para que vocé decida sobre
sua participagéo voluntaria:

a) Esta pesquisa nao lhe trara quaisquer custos. Visando |he proporcionar maior
conforto e comodidade, a coleta sera realizada uma Unica vez;

b) Nao havera nenhuma forma de reembolso em dinheiro, uma vez que sua
participacdo na pesquisa ndo proporcionara nenhum gasto;

c) Vocé tera a garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou

esclarecimento a qualquer davida acerca dos procedimentos, riscos, beneficios
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e outros relacionados com a pesquisa. Isso podera ser feito a qualquer momento.
Nés temos o compromisso de proporcionar informacdes atualizadas durante o
estudo, ainda que esta possa influenciar a sua vontade de continuar autorizando
a sua participacéo;

d) Vocé tera a liberdade de retirar o seu consentimento (ou seja, se recusar a
participar do estudo) a qualquer momento sem que isso Ihe traga prejuizo algum
ou qualquer tipo de constrangimento;

e) Vocé terd garantida a seguranca de que nado serda identificado e que sera
mantida a sua privacidade e o carater confidencial das informacg6es concedidas;
f) O sangue sera colhido com total responsabilidade e custo dos pesquisadores.
Como ja dito, a coleta de seu sangue sera Unica e feita com material descartavel,
sendo necessario apenas um pequeno furo com agulha em veia do seu braco,
por ocasido da colheita de seus exames de rotina;

g) O seu sangue doado para esta pesquisa podera:

[] Ser utilizado na realizacdo de pesquisas de outra natureza sem sua
autorizacao;

[ Ser utilizado na realizacéio de pesquisas de outra natureza somente com a

sua autorizacao;

h) Os resultados da pesquisa serdo apresentados em reunides cientificas
(simpdsios e congressos) e serdo publicados em revistas cientificas
especializadas, no entanto, seu nome sera rigorosamente mantido em sigilo.

i) Vocé teréd direito a indenizagédo conforme as leis vigentes no pais, caso ocorra
dano decorrente de participacdo na pesquisa,

j) Uma via deste documento, devidamente assinada sera entregue ao senhor (a).
Abaixo também seguem os dados de contato do pesquisador responsavel, caso
o(a) senhor(a) tenha alguma davida posteriormente. Para esclarecimentos de
guestdes éticas, o(a) senhor(a) também pode entrar em contato com o Comité

de Etica em Pesquisa da Sant Casa de Goiania pelo telefone (62) 3254321.
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Dados do pesquisador responsavel:

Nome legivel:

Assinatura:

Data:

Dados do participante (Paciente):

Nome legivel:

Assinatura:

Data:

Dados do responsavel legal pelo participante ou testemunha (caso aplicavel):

Nome legivel:

Assinatura:
Data:
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AVALIACAO DO POTENCIAL PROGNOSTICO DAS MOLECULAS HLA-G E
PD-L1 NO TRANSPLANTE RENAL - FICHA DE COLETA DE DADOS (GPA):

CODIGO DO PACIENTE

COD PCT

DATA DA COLETA

DT COLETA

DATA DE NASCIMENTO

DT NASC

IDADE NO DIA DA COLETA

ID COLETA

SEXO
MASCULINO (0)
FEMININO (1)

SEXO

ESTADO DE NASCIMENTO
GOIAS (0) OUTROS

(1)

EST NASC

ESTADO CIVIL
SOLTEIRO (0)
CASADO (1)
OUTROS (2)

EST CIVIL

DATA DO TRANSPLANTE

DT TX

TEMPO DE TRANSPLANTE NO DIA DA
COLETA (meses)

>12-36= (0) >36-
72=(1)

>72-120= (2) >120-
180= (3) >180 (4)

TP TX

10

DOENCA RENAL DE BASE
HAS (0) DM (1)

GN (2)
DRPA (3) PNC (4)
INDET (5) OUTRAS (6)

DX BASE

11

TIPO DE TRS PREVIA
HD (0) DP (1) TTO
CONSERVADOR(2)

TRS PREV

12

TEMPO DE TRS PREVIO
<lano (0)

1-4anos completos (1)
>4-10 anos completos (2)

TP TRS PREV
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>10anos (3)

13

TIPO DE TRANSPLANTE
DF (0)

DVR (1)

DVNR (2)

TIP TX

14

GRAU PARENTESCO DOADOR VIVO
PAIS (0) IRMAOS/AS (1)
TIOS/AS (2)
PRIMOS/AS (3)
OUTROS (5)

ESPOSO/A (4)

PARENT DV

15

IDADE DO DOADOR (anos)

<=18 (0) >18-25 (1) 26-
40 (2)
41-50 (3)
(4)

51-55 (3) >55

ID DOA

SEXO DOA:

16

COMPATIBILIDADE
6MM(0) 5MM(1) AMM(2)

3MM(2) 2MM(4) 1IMM(5)
OMM(6)

IDENTICO(7)
DISTINTO(9)

HAPLO(8)

COMPAT

16

TEMPO DE ISQUEMIA FRIA (horas)
<=12(0) >12-15= (1)

>15-24= (2) >24 (3)

TIF

17

TEVE FUNCAO RETARDADA DO
ENXERTO

NAO (0)

SIM (1)

FRE

18

TEMPO DE FUNCAO RETARDO DO
ENXERTO (dias)
<=7 (0) 8-14= (1)

15-30= (2) >30 (3)

TP FRE

19

QUANTAS SESSOES HD:

1-5 (0) 6-10
(1)

11-15 (2) >15
3)

NUM HD

20

INDUCAO:
NAO (0) SIM (1)

IND

21

DROGA DA INDUCAO
TIMOGLOBULINA (0)
BASILIXIMAB (1)

DG IND

22

IMUNOSSUPRESSAO INICIAL

ISS INIC
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CORT+AZA 0)
CORT+ICN+AZA (1)

CORT+ICN (2) CORT+ICN+AP
3)

CORT+AP (4)

CORT+MTOR+ICN (5)
CORT+MTOR+AP (6)  CORT+MTOR
(7)

OUTROS (8)

23

IMUNOSSUPRESSAO DO DIA DA
COLETA

CORT+AZA (0)
CORT+ICN+AZA (1)

CORT+ICN (2)
CORT+ICN+AP (3)

CORT+AP (4)
CORT+MTOR+ICN (5)
CORT+MTOR+AP (6)
CORT+MTOR (7)

OUTROS (8)

ISS COL

24

CREATININA DA ALTA (mg/dl)

CRALTA

25

CREATININA COM 1 ANO (mg/dl)

CR1

26

CREATININA NA COLETA (mg/dI)

CR COL

27

TFG COM 1 ANO (ml/min)

TFG 1

28

TFG NA DATA DA COLETA (ml/min)

TFG COL

29

EPISODIOS DE REJEICAO
COMPROVADA POR BX

Nenhum (0)

lep (1)

2ep (2)

3 ou +ep (3)

EP REJ BX

30

TIPO DE REJEICAO

RAC (0) RMA
(1)

RC (2) OUTROS
3)

TIP REJ

31

TRATAMENTO DA REJEICAO

MP (0)
TIMOGLOBULINA (1)

g (2) RITUXIMABE (3)
OUTROS (4)

TTO REJ

32

INFECCCAO POR CMV
NAO (0) SIM (1)

INF CMV
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33

TRANSFUSAO PRE TRANSPLANTE
RENAL

Nenhuma (0)

1-5 (1)

6-10 (2)

>10 (3)

TFPRETX

34

GESTACAO
Nenhuma (0)
1(1)

2(2)

3(3)

>=4 (4)

GEST
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AVALIACAO DO POTENCIAL PROGNOSTICO DAS MOLECULAS HLA-G E
PD-L1 NO TRANSPLANTE RENAL - FICHA DE COLETA DE DADOS (GPN):

CODIGO DO PACIENTE

COD PCT

DATA DA COLETA:

DT COLETA

DATA DE NASCIMENTO:

DT NASC

IDADE NO DIA DA COLETA:

ID COLETA

SEXO
MASCULINO (0)
FEMININO (1)

SEXO

ESTADO DE NASCIMENTO
GOIAS (0)
OUTROS (1)

EST NASC

ESTADO CIVIL
SOLTEIRO (0)
CASADO (1) OUTROS (2)

EST CIVIL

DATA DO TRANSPLANTE

DT TX

DOENCA RENAL DE BASE
HAS (0) DM (1)
GN (2)

DRPA (3) PNC (4)
INDET (5) OUTRAS
(6)

DX BASE

10

TIPO DE TRS PREVIA
HD (0)

DP (1)

TTO CONSERVADOR (2)

TRS PREV

11

TEMPO DE TRS PREVIO
<lano (0)

1-4anos completos (1)
>4-10 anos completos (2)
>10anos (3)

TP TRS PREV

12

TIPO DE TRANSPLANTE
DF (0)

DVR (1)

DVNR (2)

TP TX

13

GRAU PARENTESCO DOADOR VIVO
PAIS (0) IRMAOS/AS
(1)

TIOS/AS (2) PRIMOSI/AS (3)
ESPOSO/A (4) OUTROS (5)

PARENT DV
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14

IDADE DO DOADOR (anos)

<=18 (0) >18-25 (1) 26-
40 (2)
41-50 (3)
(4)

51-55 (3) >55

ID DOA SEXO DOA

15

COMPATIBILIDADE
6MM(0) 5MM(1)

AMM(2) 3MM(2)
2MM(4) IMM(5)
IDENTICO (7)  OMM (6)
HAPLO(8) DISTINTO (9)

COMPAT

16

TEMPO DE ISQUEMIA FRIA (horas)
<=12(0) >12-15= (1)
>15-24= (2) >24 (3)

TIF

17

TEVE FUNGCAO RETARDADA DO
ENXERTO

NAO (0)

SIM (1)

FRE

18

TEMPO DE FUNCAO RETARDADA
DO ENXERTO (dias)

<=7 (0) 8-14=
(1)

15-30= (2) >30 (3)

TP FRE

19

QUANTAS SESSOES HD:

1-5 (0) 6-
10 (1)

11-15 (2) >15
3)

NUM HD

20

INDUCAO:
NAO (0)
SIM (1)

IND

21

DROGA DA INDUCAO
TIMOGLOBULINA (0)
BASILIXIMAB (1)

DG IND

22

IMUNOSSUPRESSAO INICIAL
CORT+AZA (0)
CORT+ICN+AZA (1)

CORT+ICN )
CORT+ICN+AP (3)

CORT+AP 4)
CORT+MTOR+ICN (5)
CORT+MTOR+AP (6)
CORT+MTOR (7)

OUTROS (8)

ISS INIC

23

EPISODIOS DE
COMPROVADA POR BX
Nenhum (0)

lep (1) 2 ou +episédios (2)

REJEICAO

EP REJ BX

24

TIPO DE REJEICAO

RAC (0) RMA
(1)

RC (2) OUTROS
3)

TIP REJ
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25

TRATAMENTO DA REJEICAO
MP (0)

TIMOGLOBULINA (1)
IMUNOGLOBULINA (2)
RITUXIMABE (3)

OUTROS (4)

TTO REJ

26

INFECCCAO POR CMV
NAO (0)
SIM (1)

INFEC CMV

27

PERDA DO ENXERTO
NAO (0)
SIM (1)

PER TX

28

CAUSA DA PERDA:
REJEICAO (0)
VASCULAR (1)
INFECCIOSA (2)
OUTRAS (3)

CAUSA PER

29

CREATININA TO (mg/dl):

CRTO

30

CREATININA - T7 (mg/dI):

CRT7

31

CREATININA - T30 (mg/dl):

CR T30

32

CREATININA T90 (mg/dl):

CR T90

33

CREATININA - T180 (mg/d):

CR T180

34

CREATININA - 7365 (mg/d):

CR 365

35

TFG TO (ml/min):

TFGTO

36

TFG — T7 (ml/min):

TFGT7

37

TFG — T30 (ml/min):

TFG T30

38

TFG — T90 (ml/min):

TFG T90

39

TFG — T180 (ml/min):

TFG T180

40

TFG — T365 (ml/min):

TFG 365

41

IMUNOSSUPRESSAO EM T365
CORT+AZA

CORT+ICN+AZA (1)
CORT+ICN

CORT+ICN+AP (3)

CORT+AP

CORT+MTOR+ICN (5)
CORT+MTOR+AP
CORT+MTOR (7)

OUTROS (8)

©)
(2)
(4)
(6)

ISS FINAL

42

COMPLICACOES INFECCIOSAS
ITU (0)

PNM (1)

INFECCAO PAREDE (2)
OUTRAS (3)

COMPL INFEC
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43

COMPLICACOES
CARDIOVASCULARES
ICC (0)

ARRITMIA (1)

ICO (2)

TEP (3)

OUTROS (4)

COMPL CV

44

PRA PRE TRANSPLANTE
Zero (0)

1-49% (1)

50-79% (2)

>=80% (3)

PRA PRE TX

45

TRANSFUSAO PRE TRANSPLANTE
Nenhuma (0)

1-5 (1)

6-10 (2)

>10 (3)

TRANSF PRE TX

46

PRA POS TRANSPLANTE
Zero (0)

1-49% (1)

50-79% (2)

>=80% (3)

PRA POS TX

47

GESTACAO
Nenhuma (0)
1(1)

2(2)

3(3)

>=4 (4)

GEST
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APENDICE H

AVALIACAO DO POTENCIAL PROGNOSTICO DAS MOLECULAS HLA-G E
PD-L1 NO TRANSPLANTE RENAL - MAPA DE CONTROLE DE COLETA -
GPN

NO PCTE DATA N°AMOSTRA | TO T7 T30 T90 T180 | T365 | OBSERVACAO
CODIGO X

1
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AVALIACAO DO POTENCIAL PROGNOSTICO DAS MOLECULAS HLA-G E

PD-L1 NO TRANSPLANTE RENAL - MAPA DE COLETA (GPA)

NO

PACIENTE
CODIGO

DATA
DO TX

NO
AMOSTRA

TEMPO-TX NA
DATA DA COLETA

OBSERVACAO
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APENDICE J

AVALIACAO DO POTENCIAL PROGNOSTICO DAS MOLECULAS HLA-G E
PD-L1 NO TRANSPLANTE RENAL — FICHA DE BIOPSIA RENAL

1 | CODIGO DO PACIENTE:

2 | DATA DO TXRENAL:

3 | DATA DA COLETA DA BIOPSIA:

4 | IDADE NO DIA DA COLETA:

5 | INDICACAO DA BIOPSIA:

LAUDO DO LABORATORIO DE
REFERENCIA:

LAUDO DO ESTUDO:

OBSERVACAO:
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The HLA-G has an important tolerogenic action in the transplant. Also,
cytomegalovirus has been associated with an increase of acute rejection and chronic
allograft dysfunction risks. The study aim was to evaluate the HLA-G expression in
transplanted kidney patients presenting or not CMV. A group of 114 patients were
studied. Plasma levels of HLA-G were determined using ELISA. The study variables
were subjected to univariate and multivariate analysis. The HLA-G level was 84.1%
lower in patients infected with CMV when compared to non-infected ones. Low levels

of HLA-G observed in these patients could be considered a risk factor for rejection.

KEYWORDS: expression, cytomegalovirus, tolerance, transplantation

Introduction

The human leukocyte antigen G (HLA-G) is a non-classical major
histocompatibility complex (MHC) class Ib molecule, physiologically expressed in
cytotrophoblast cells and has been known to be involved in maternal-fetal immune
tolerance. Despite being similar to the Classical-l MHC proteins in terms of structure,
it presents unique characteristics such as limited polymorphism, restricted tissue
expression and it has seven isoforms (HLA-G1 to G7). In addition, it exerts an overall
negative immune function inhibiting the activity of immune cells.?

Notably, the HLA-G molecule expression can be observed ectopically under
non-physiological conditions, like transplants. HLA-G expression in transplants is

capable to protect graft tissues from natural killer (NK) cells and cytotoxic T



121
lymphocytes. Thus, HLA-G expression becomes an important mechanism in
transplant tolerance. On the other hand, HLA-G can be expressed in infections that
may be associated with an increase of acute rejection and chronic allograft dysfunction
risks, such as infections caused by cytomegalovirus (CMV).?

CMV is one of most frequent infectious complications after renal
transplantation. This infection is associated with allograft rejection but the mechanisms
behind are poorly defined yet. After infection, CMV establishes a latent and persistent
infection in immature myeloid progenitors and peripheral blood monocytes. The
completion of the CMV life cycle is possible after the maturation of monocytes in tissue
macrophages  and under  permissive  circumstances, for  example,
immunosuppression. The cellular and immunological effects of CMV (“indirect effects”)
may be as important in transplantation as invasive viral infections.® The mechanisms
for these effects are complex and it is related to viral evasion strategies to antiviral
responses. The bidirectional linkage between CMV infection and graft injury has been
observed in multiple clinical trials of cardiac, lung, liver, and kidney transplantation.*
The induction of HLA-G molecules could be an additional mechanism that helps CMV
to subvert host defenses.

In this context, our aim was to evaluate the HLA-G expression in transplanted

kidney patients presenting or not CMV infection.

Results

In the group with 114 patients studied, male patients represented 59.65% of the
sample and 75.22% individuals were born in the state of Goias. The number with

30.70% patients, on the day of collection, were between 72 and 120 months after
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kidney transplant (KT) and 32.74% patients were diagnosed with underlying kidney
disease as an undetermined cause. Hemodialysis represented 94.74% from the renal
replacement therapy (RRT). Previous RRT time was 1-4 years in 47.62% patients.
The deceased donor (DD) was responsible for 57.02% in KT; at the compatibility level,
3 mismatch were present in 19.59% of the DD and the haploidentical living donor (LD)
was 29.90% in KT. The cold ischemia time (TIF) between 15-24 hours was present in
46.43% transplants. The initial and final immunosuppression schemes (ISS) with
corticosteroids, calcinerin inhibitor and antiproliferative were present in 71.93%. The
rejection rate confirmed by biopsies was 20.17%, with acute cellular rejection (RAC)
being the one with the highest number of cases (69.57%). A number of 55.14%
patients received 1-5 blood transfusions before KT. Nine percent of patients presented
CMV infection.

Table 1 — Multivariate variable related to HLA-G dosage, Goiania-GO, 2020.

Initial Model Final Model
Variable

Exp{B} E.P.(B) 1.C.95% pvalue |Exp{B} E.P.(B) I.C.95% pvalu
Female 1 - - -
Male 0,942 0,34 [0,48:1,83] 0,869
Type of KT -- DD 1 - - -
Type of KT -- NLDR 1,051 0,88 [0,19:5,90] 0,951
Type of KT -- LDR 0,357 0,97 [0,05:2,39] 0,293
DGF Time -- <=7 days 1 - - -
DGF Time -- 5-30 days 1,768 0,65 [0,49:6,32] 0,389
DGF Time -- 8-14 days 0,763 0,48 [0,30:1,96] 0,571
Initial ISS -- CE+ICN+AP 1 - - - 1 - - -
Initial ISS -- CE+ICN+AZA 0,106 0,62 [0,03:0,36] 0,001 | 0,221 0,51 [0,04:0,33] <0,00:
Bx Ep. rejection --1 1 - - - 1 - - -
Bx Ep. rejection -- 2 0,05 1,03 [0,01:0,38] 0,006 | 0,009 0,82 [0,00:0,05] <O0,00:
Bx Ep. rejection -- none 2,612 0,44 [1,10:6,19] 0,037 | 2,075 0,41 [0,93:4,63] 0,079
CMV infection -- No 1 - - - 1 - - -
Bx Ep. rejection -- yes 0,141 0,66 [0,04:0,51] 0,005 | 0,159 0,64 [0,05:0,56] 0,006

KT-Kidney transplant; DD- deceased donor; LDR-related living donor; NLDR- non-related living donor; DGF- graft
delayed function ; CE-corticosteroid; ICN- calcinerin inhibitor; AZA-azathioprine; AP-antiproliferative; CMV-

cytomegalovirus; ISS- immunosuppression schemes; EP=episode: Bx- proven by renal biopsy.
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The rejection rate episodes were 20% in both group of patients presenting CMV
or non-infected ones. The multivariate analysis showed that CMV infection as a risk
factor for the reduction of HLA-G levels when compared to the absence of infection by

the virus, with 84.1% reduction HLA-G expression in infected patients (p = 0.006).

Discussion:

HLA-G has an important tolerogenic action in the transplant context. It is desired
for the grafts to have a longer functional time.® Also, this molecule seems to play an
important role in CMV infection.” In our study, we observed an HLA-G expression level
84.1% lower in patients infected with CMV when compared to non-infected ones.

Some studies have showed the association between HLA-G and CMV
infection. Spencer, et al (2002)8 have suggested that CMV stimulates the induction in
HLA-G expression, probably through its IL-10 counterpart, which positively regulates
HLA-G, which may contribute to immune evasion during virus infection. Xiao et al.
(2011)° also reported increasing levels in mRNA HLA-G and sHLA-G in the peripheral
blood KT receptors who presented CMV, when compared to the negative group.
However, Farid, et al (2015)*° have not observed relationship between HLA-G levels
and CMV infection. Farid's study evaluated the relationship of SHLA-G in KT patients
with and without AR and the acceptance in renal grafts. In the same study, the
researchers also evaluated the relationship of SHLA-G with infections, including CMV,
concluding that CMV infection did not affect the level of SHLA-G.

These discrepant results could be associated with HLA-G gene polymorphism.
Jin et al. (2012)'! have studied the HLA-G 14pb insertion / deletion (-14bp/+14bp)

polymorphism in KT patients. They related the polymorphism with acute rejection,
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absence of rejection and CMV infection. They found an important correlation between
the higher levels of sHLA-G in patients with HLA-G -14 / -14bp and CMV infection.
This aspect was also confirmed by the study, which has showed the expression of
HLA-G in monocytes and high sHLA-G levels in plasma during active CMV infection
in non-transplant patients (YAN et al., 2009).1? In other study, carried out in Germany,
the authors analyzed the influence of a single nucleotide polymorphism (SNP) +3142
C> G HLA-G, located in the 3'UTR region, in occurrence of CMV infection. In this
study, 178 recipients in KT and its 178 corresponding donors were evaluated. The
SHLA-G levels were quantified before and after transplantation. The presence of the
HLA-G +3142 CC genotype in recipients, together with elevated levels of sHLA-G (=
6.1 ng / mL), were associated with greater susceptibility to CMV infection after
transplantation.!?

The CMV infection might be associated with life-threatening complications in
organ transplant recipients.'# Interestingly, it is widely acknowledged that, in addition
to its direct pathogenic effects, CMV infection in organ transplant recipients is
associated with more frequent acute and chronic rejection. Although several
possibilities have been proposed for those indirect negative effects, the mechanisms
behind are poorly understood so far and direct proofs are missing. In our study, we
observed a significant HLA-G expression reduction in patients infected by CMV, when
comparing to non-infected patients. The HLA-G protection role in transplant has been
well described and HLA-G low levels observed in these patients could be considered
a risk factor for rejection 1516, More research with a larger number of patients is needed
to effectively establish the relationship between HLA-G and CMV infection and the

consequences in KT.
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To sum up, this study has demonstrated a lower HLA-G expression in KT patients
presenting CMV infection. Low levels of HLA-G observed in these patients could be
considered a risk factor for rejection. Further investigations would provide deeper
insights into the relationship between HLA-G expression and CMV infection in the

context of KT.

Material and Methods

A group with 114 patients were studied. Blood collection and data collection
took place from March / 2016 to December / 2017. The study was carried out at the
Kidney Transplantation Unit of Santa Casa de Misericérdia de Goiania (SCMG). The
study was authorized by the Medical Ethics Committee of SCMG, under the number
1,123,667 and CAE 44025015.0.0000.5081. The CMV diagnosis was obtained by
clinical and serological evaluation and by polymerase chain reaction. Plasma levels of
soluble HLA-G (sHLA-G) molecules were determined using a validated ELISA
protocol.®> The anti-HLA-G MEM-G9 (Exbio, Prague Czech Republic) was used in
ELISA. Plasma concentrations of SHLA-G were determined using a standard five-point
calibration curve (6.25-100 ng/mL) with known amounts of HLA-G5. HLAG5 was
obtained from the M8-HLA-G5 transfected melanoma cell line (M8), which express the
HLA-G5 molecules into the supernatant. The negative control was supernatant from
M8-pcDNA cells transfected with the empty vector. The variables study was subjected
to univariate and multivariate analysis to determine risk and protection factors

associated with HLA-G (GPA / GPN). The statistical analyses were performed using
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R Core Team. R: A language and environment for statistical computing. R Foundation

for Statistical Computing, Vienna, Austria, 2020.
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1) CATEGORIA DE DIAGNOSTICO DE BANFF A PARTIR DO CORPO DA
CLASSIFICA(;AO DE BANFF DA PATOLOGIA DOS ENXERTOS RENAIS
(Cortesia do Dr. Stanley de Almeida Araujo, médico patologista, especialista

em Nefropatologia, da Universidade Federal de Minas Gerais e Santa Casa

de Misericérdia de Belo Horizontes-MG)

a. Categoria 1: Biopsia normal ou com alteracbes ndo especificas
i. Requer exclusdo de qualquer diagnéstico das categorias de

Banff

b. Categoria 2: Alteragbes mediadas por anticorpos
i. Usar os critérios de diagndsticos para associar aos diagnosticos
finais (abaixo)
1. Diagndstico

a.

C4d com coloracdo positiva sem evidéncia de
rejeicdo: Escore de lesdo de Banff C4d>1
(imunoflourescencia em tecido congelado) OU
C4d >0 (IHQ no tecido na parafina) E escore de
Lesdo de Banff t0, vO, sem fibrose intimal arterial
sem infiltrado inflamatério mononuclear na fibrose
e formacao de neointima, sem critérios para grupo
1 (rejeicdo humoral em atividade), sem critérios
para o grupo 4 (alteracdes histoldgicas de rejeicao
humoral cronica), sem aumento da expressao
genica validados na biopsia de tecido fortemente
associada a rejeicao humoral.

2. Grupos de Critérios Diagnosticos:

a.

Grupo 1 de Critérios para Rejeicdo Humoral em
atividade:

- Escore de leséo de Banff g > 0 na auséncia de
glomerulonefrite e/ou escore de lesao de Banff ptc
> 0 na auséncia de rejeicdo celular ou Borderline.
- Escore de leséo de Banffv>0

- Microangiopatia Trombdtica na auséncia de
qualquer outra causa

- Necrose Tubular Aguda na auséncia de qualquer

outra causa aparente.
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1. Diagnéstico:

a. Rejeicdo Humoral Aguda: Sem critérios para
rejeicdo humoral cronica (Grupo de Critérios
Diagnosticos 4) E pelo menos um critério do
Grupo de Critérios 1 (Rejeicdo humoral em
atividade) E pelo menos um critério do Grupo de
Critérios 2 (Interagdo de anti-corpos com o tecido)
E pelo menos um critério do Grupo de Critérios 3
(DSA ou equivalentes)

2. Grupo de Critérios Diagnosticos:

a. Grupo de Critérios 2 interacdo anticorpos com o
tecido:

- Escore de lesdo de Banff C4d>1
(imunoflourescencia em tecido congelado) OU
C4d >0 (IHQ no tecido na parafina)
- Pelo menos moderada inflamacéo microvascular
(MVI) (g + ptc > 1) na auséncia de uma
glomerulonefrite em recorréncia ou de novo;
Borderline (Categoria de Diagnéstico 3) ou
rejeicdo celular aguda (Critério de Diagndstico 4).
Se Borderline, rejeicdo celular aguda ou infeccéo
estiverem presentes esse escore nao é suficiente,
necessitando de um escore g > 1.
- Aumento da expressdo de genes de
transcricdo/classificadores validados em biopsia
de tecido fortemente associados a rejeicao
humoral.

1. Diagnostico:

a. Rejeicdo Humoral Crbnica em Atividade: Pelo
menos uma caracteristica da rejeicdo humoral
cronica (Grupo de Critério 4) E pelo menos um
critério de interacdo de anticorpo com o tecido
(Grupo de Critério 2) E pelo menos um critério de
DSA ou equivalentes (Grupo de Critério 3)

2. Grupo de Critérios Diagndsticos:
a. Grupo de Critérios 3 DSA ou Equivalentes:

- DSA (anti-HLA ou outros especificos)

- Escore de Lesdao de Banff C4d > 1
(imunoflourescencia em tecido congelado) OU
C4d >0 (IHQ no tecido na parafina)

- Aumento da expressdo de genes de
transcrigao/classificadores validados em biopsia
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de tecido fortemente associados a rejeicao
humoral.
1. Diagnéstico

a. Rejeicdo Humoral Cronica: o Banff de 2017
permite usar esse termo para as biopsias que
apresentem duplicacdo de membrana basal
glomerular na auséncia de algum critério de
presente/recorrente interacdo de anticorpos
com o endotélio (Grupo de Critério 2), mas
com um diagnostico prévio e documentado de
rejeicdo humoral crénica ou aguda, ou uma
evidencia prévia de DSA.

2. Grupo de Critérios de Diagndésticos

a. Grupo de Critérios 4 AlteracBes histologicas

de Rejeicdo Humoral Cronica:

- Escore de Lesdo de Baff cg > 0 (pela
microscopia eletrénica, se disponivel, ou pela
microscopia Optica), excluindo bidpsias prévias de
microangiopatia trombdética prévias.

- Sete ou mais camadas em um capilar peritubular
cortical e cinco ou mais em dois capilares
adicionais. Evitando porcbes de cortes
longitudinais pela microscopia eletronica, sem
disponivel.

- Novo quadro de fibrose intimal arterial, excluindo
outras causas; presenca de leucdcitos na intima
vascular esclerosada favorecendo rejeicédo
humoral crbnica, se ndo houver biépsias previas
que evidenciem rejeicao celular, porém ndo sao
totalmente necessarias.

c. Categoria 3: Suspeito (Borderline) para rejeicéo celular aguda
a. Focodet>0 E i menor ou igual a1 OU Foco de t1 E i maior ou
igual a 2.

d. Categoria 4: Rejeicdo Celular
a. Rejeicao Celular Aguda IA:i=2 E t2
b. Rejei¢do Celular Aguda IB:i= 2 E t3
c. Rejeicao Celular Aguda IlA: v1, independente do i ou t
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d. Rejeicao Celular Aguda IIB: v2, independente do i ou t

e. Rejeicao Celular Aguda IIC: v3, independente do i ou t

f. Rejeicdo Celular Crénica em Atividade Grau IA: ti= 2 E i-IFTA = 2
(excluindo outras causas, com opielonefrite, poliomavirus, etc) E t2

g. Rejeicado Celular Cronica em Atividade Grau IB: ti=22 E i-IFTA =2
(excluindo outras causas) E t3

h. Rejeicdo Celular Crénica em Atividade Grau Il: Fibrose intimal
arterial com infiltrado celular de mononucleares na area de fibrose
e formacéao de neointima.

e. Categoria 5: IFTA
a. Graul (Leve): cil OU ctl
b. Grau Il (Moderado): ci2 OU ct2
c. Grau lll (Grave): ci3 OU ct3

f. Categoria 6: Outras caracteristicas ndo causadas por rejeicao agudam
ou cronica:

Nefropatia por BK-Virus

Transtorno Linfoproliferativo pos-transplante

Toxicidade por inibidores de calcineurina

Necrose Tubular Aguda

Recorréncia de doencas

Glomerulopatia de novo

Pielonefrites

Nefrite Intersticial induzida por Drogas

S@~oo0 T
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ANEXO B

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

SANTA CASA DE my ﬂm’«m
MISERICORDIA DE GOIANIA {QQ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Avaliagao do potencial prognéstico das moléculas HIA-G e PD-L1 no transplante renal

Pesquisador: SILVIA MARCAL BOTELHO

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 44025015.0.0000.5081

Instituicdo Proponente: SANTA CASA DE MISERICORDIA DE GOIANIA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.123.667
Data da Relatoria: 29/06/2015

Apresentacéo do Projeto:

Apresentou todos os elementos essenciais do projeto de pesquisa.
Objetivo da Pesquisa:

Apresentados no projeto.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Apresentados no projeto.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Tamanho da amostra: 80.

Selegdo de Pacientes: Serdo selecionados pacientes atendidos pela equipe Nefrovita de Transplante renal
da Santa Casa de Misericordia de Goiania, no periodo de agosto de 2015 a dezembro de 2016, submetidos
a primeiro transplante de rim, que evoluirem com sinais de rejeigdo e que portanto, ja tem por isso
necessidade de biopsia renal e avaliagao sorolégica de rotina, e concordarem com os termos e assinatura
do TCLE.

Estes terdo confeccionadas laminas da biépsia obtida para o acompanhamento e para a reagdo de imuno-
histoquimica.

A avaliagio da expressdo da molécula HLA-G e PD-L1 em bidpsias de

pacientes transplantados sera realizada por técnica de imuno-histoquimica utilizando-se o
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SANTA CASA DE ¢ s Qlabaforme
MISERICORDIA DE GOIANIA % {jt
Continuagio do Parccor 1123 667

sistema de detecgdo universal MACH4 Universal HRP Polymer + DAB kit (Biocare, Concord, CA EUA),
segundo protocolo do fabricante, utilizando-se 08 anticorpos anti-HLA-G (anticorpo monoclonal
MEMG2 Exbio. Praga, Republica Tcheca) e anti-PD-L1 ( MyBioSource,S an Diego, California, EUA).D.
ELISA: (1) HLA-G soluvel: Avaliaremos a expressdo de HLA-G nas formas sollveis presentes no soro dos
pacientes utilizando o kit de ELISA para detecgdo de HLA-G da Exbio (Praga, Republica Tcheca). (I1) PD-L1:
para detecgdo da molécula PD-L1 utilizaremos o kit da empresa My BioSource( My BioSource,S an
Diego California, EUA). Todas as amostras serao analisadas em duplicata. E PCR quantitativo: Avaliaremos
a expressao de transcritos do gene HLA-G e PDL-1 utilizando ensaio TaqMan (Life Technology) E.

Analise Estatistica: Serdo realizados testes nao-parametricos, tais como o teste de Mann-Whitney, o teste
exato de Fisher em tabelas de contingéncia 2X2. Todos esses serao feitos utilizando-se o software

GraphPad Prism Versao 5.01. Todos os dados obtidos serdo correlacionados 4s varidveis clinicas e
histolégicas.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatoria:
Foram citados no projeto adequadamente

Recomendagées:
Nenhuma

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
Nenhuma

Situagédo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:
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SANTA CASA DE “*y Plaboforma
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Conlinuagao do Parecer: 1.123.667

GOIANIA, 25 ﬁ Junho de 2015

A~ ‘ ‘%"
—PA t
Assinﬂao por: g
DEBORA RODRIGUES @«0 ’
(Coordenador)
&
Enderego: Rua Campinas N.° 1135
Bairro:  Setor Americano do Brasil CEP: 74530-240
UF: GO Municipio: GOIANIA
Telefone: (52)3254-4161 Fax: (62)3261-7424 E-mall: cep@santacasago.org.br
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ANEXO C
AUTORIZACAO DO CONSELHO DIRETOR DA FM — UFG

MINISTERIO DA EDUCAGAO i “g
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS *®
FACULDADE DE MEDICINA UFG

CONSELHODIRETOR

CERTIDAODE ATA

Certifico que o Conselho Diretor da Faculdade de Medicina da UFG, em Reunido
Ordindria realizada no dia 12/09/2018, aprovou por unanimidade o Parecer do Relator Prof. Dr.
Marcelo Fouad Rabahi, para cadastramento junto ao Sistema Integrado de Gestdo de Atividades
Académicas — SIGAA e esta Certidiio ndo substitui 3 aprovacio no Comité de Etica_em
Pesquisa, quanto ao Projeto de Pesquisa intitulado “AVALIACAO DO POTENCIAL

PROGNOSTICO DAS MOLECULAS HLA-G E PD-LI NO TRANSPLANTE RENAL”
executado pela doutoranda Silvia Margal Botelho, sob a orientagdo do Prof. Emérito Dr. Nilzio

Anténio da Silva.
Coordenagdo Administrativa da Faculdade de Medicina da Universidade Federal

de Goias, em Goiania, aos doze dias do més de setembro de dois mil e dezoito.

"

)

Izildinha Alves ; orge
Coordenadora Administrativa da FM/UFG

Visto: /)

Prof- Dr. Wa r Naves
Drretor da Faculdade ina da UFG, em exercicio

End.: 1° Avenida, S/N - St. Universitario - Goiania - Goias - CEP 74605-020 - FONE: (062) 3209-6146




