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Resumo

Introducéo: o transplante renal & o tratamento de escolha para uma
significativa porcao dos pacientes com perda crénica terminal da funcéo renal.
A rejeicdo aguda é uma importante complicacdo pds-transplante e entre outras
disfuncdes agudas tem na biopsia do enxerto o padrdo ouro para 0 Sseu
diagnostico. No entanto as bidpsias apresentam uma seérie de limitacdes e
riscos sendo necessario que se desenvolva biomarcadores ndo invasivos
capazes de identificar disfuncdes do enxerto. Objetivos: analisar e quantificar
a expressao dos microRNAs miR-142-3p, miR-155 e miR-210 em amostras de
sangue periférico, urina e tecido renal coletadas de pacientes que submetidos a
transplante renal que desenvolveram disfuncdo do enxerto. Métodos: estudo
com delineamento transversal e executado no Laboratério de Biologia
Molecular aplicado a Nefrologia (LABMAN), do Centro de Pesquisa
Experimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. As amostras sao de
pacientes submetidos a transplante renal que necessitaram de bidpsia, por
critério clinico. A expressao dos miRNAs miR-142-3p, miR-155 e miR-210 nos
materiais biolégicos (tecido renal, sangue periférico e células do sedimento
urinério) foi avaliada através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase
guantitativo em tempo real. Resultados: foi encontrada, no sangue periférico
uma diminuicdo estatisticamente significativa na expressao do miR-142-3p no
grupo de pacientes com rejeicdo aguda (n=23) quando comparado ao grupo
com outras causas de disfungédo do enxerto (n=68) (P = 0,01). Nao houve
diferenca entre os grupos na expressao do miR-155 e do miR-210, tampouco
para 0 mMiR142-3p nos demais compartimentos. Conclusdo: miR-142-3p
mostra uma expressao diferenciada de rejeicdo aguda de enxertos renais, ha
um envolvimento deste marcador no grupo de biomarcadores molecular:

potencial para a disfuncdo do enxerto renal.

Palavras-chave: transplante de rim, expresséo génica, rejeicdo aguda,

micro-RNAS.



Abstract

Background: kidney transplantation is the treatment of choice for a
significant portion of patients with end-stage kidney disease. Acute rejection is a
major post-transplant complication among other acute disorders and has on
graft biopsy the gold standard for diagnosis. Biopsy, however it is an invasive
and potentially harmful procedure so it is desirable to develop new noninvasive
markers for diagnosing graft dysfunction. Objective: to analyze and quantify the
expression of microRNAs miR-142-3p, miR-155 and miR-210 in the peripheral
blood, urinary sediment and kidney tissue obtained from patients who
developed graft dysfunction after kidney transplantation. Methods: cross-
sectional study performed at the Laboratory of Molecular Biology applied to
Nephrology (Labman), Center of Experimental Research from Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. The samples are from kidney transplant patients who
undertook indication biopsies as a part of investigation of graft dysfunction.
Micro-RNAs expression was evaluated by quantitative real-time polymerase
chain reaction. Results: it was found that in peripheral blood, a significant
decrease in the expression of miR-142-3p occurred in patients with acute
rejection (n = 23) as compared to the group of patients with other causes of
graft dysfunction (n = 68), (P = 0.01). No other significant differences were
found in gene expression of miR-155 and miR-210, neither for miR142-3p in the
other urine or kidney tissue. Conclusion: miR-142-3p presents differential
expression in the peripheral blood of patients with rejecting kidney grafts. The
role of miRNAs as biomarkers for kidney graft dysfunction is worth be further
explored.

Keywords: Kidney transplantation, gene expression, acute rejection,

micro-RNAs
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1. Introducéao

Transplante renal é o tratamento de escolha para muitos pacientes com
disfuncéo renal cronica que leva a faléncia do 6rgéo. O transplante oferece um
significativo aumento na expectativa e na qualidade de vida destes pacientes
(1-3). No Brasil sobrevida do aloenxerto renal € de 87,6% no primeiro ano,
74,6% no quinto ano e 44,3 % no décimo ano (4).

Desde o inicio da pratica de transplantes entre individuos geneticamente
distintos, 6rgdos e tecidos perdem suas funcbes pelas reacdes do sistema
imunologico do hospedeiro a sua presenca, essas reac¢des sdo denominadas
rejeicdes (5). A rejeicdo aguda (RA) € um dos principais fatores deletérios do
enxerto renal, podendo levar a sua faléncia em qualguer momento do curso
pos-transplante e ocorrendo em torno de 10 a 15%% dos pacientes no decorrer
do primeiro ano. Ela envolve morbidade significativa pela perda de funcao do
enxerto e pela exposicdo a maior intensidade da imunossupresséo (3, 6).

Atualmente os tipos de rejeicdo estdo bem elucidados e na pratica
clinica suas consequéncias sao inicialmente evidenciadas pela disfuncéo
organica, sendo posteriormente classificadas pelo tipo de alteracao histolégica
na biodpsia do enxerto (7, 8). Sua evolucéo € de dificil predicdo e os achados
histologicos observados nos tecidos renais obtidos ainda séo considerados os
melhores preditores (3, 8-10).

A bibpsia estd associada a complicacbes além de ser onerosa e
apresentar problemas relacionados a representatividade e a variabilidade de
interpretacdo. Apesar disso, ela permanece sendo o padrdo-ouro para 0O
diagnéstico das disfungcbes dos enxertos renais visto que nao ha
biomarcadores néo invasivos acurados que possam afirmar com alta

sensibilidade e especificidade a situagao do aloenxerto.
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2. Revisao da literatura

2.1. Transplantes Renais

2.1.1. Histérico

Mathieu Jaboulay (1860-1913) foi o responsavel pelo primeiro
transplante renal com registro, em 1906. Sua tentativa incluiu como doadores
um porco e uma cabra. Os xenoenxertos foram transplantados no braco e na
coxa de um paciente com faléncia cronica renal e cada rim funcionou por uma
hora. As segunda e terceira tentativas foram realizadas por Ernst Unger (1875-
1938) também utilizando xenoenxertos e que nao obtiveram sucesso por
motivos ainda desconhecidos na época, porém os estudos postmortem desses
pacientes mostraram a viabilidade da anastomose vascular (11, 12).

Apds essas tentativas frustradas, o interesse nessa area foi diminuindo
significativamente, e apenas em meados da Segunda Guerra Mundial as bases
da imunologia do transplante voltaram a chamar atencdo. Em 1946 um rim
humano foi transplantado no braco de um paciente e o curto periodo de tempo
de funcionamento deste foi o0 suficiente para que o paciente se recuperasse de
uma insuficiéncia renal aguda. Em dezembro de 1954, em Boston foi realizado
com sucesso 0 primeiro transplante renal entre gémeos idénticos. Mas foi
apenas em 1961, com o reconhecimento das propriedades imunossupressoras
da azatioprina em combinacdo com corticosterdides que se tornou possivel a
realizacdo de transplantes envolvendo doadores e receptores néo-idénticos (2,
5, 11).

2.1.2. Fatores pré-transplante

A década de 60 foi um periodo de recomeco otimista na area do
transplante renal, com o sucesso inicial da imunossupresséao e possibilidade de
manter o paciente em condicbes saudaveis até o transplante através da

hemodialise, os grandes hospitais da época comecaram a colaborar, testes de
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viabilidade comecaram a ser ofertados e com o aumento da demanda, o
transporte de 6rgaos entre os hospitais se tornou necessario (11).

No processo pré-transplante de doadores falecidos, o rim a ser recebido
passa por um periodo sem circulacdo sanguinea até o momento de ser
implantado. Os processos de isquemia e reperfusdo do 6rgdo acionam uma
cascada inflamatdria caracterizada pela intensa infiltracdo linfocitaria seguida
por injuria ao parénquima tecidual, causando danos ao enxerto (13).

A hipoxia causada pela baixa disponibilidade de oxigénio diminui a
atividade da adenilato ciclase, dos niveis de Adenosina Monofosfato ciclico
(cAMP) intracelular e da adenosina trifosfato (ATP), ocorre desregulacdo do
calcio, ocorrendo concomitantemente o aumento da permeabilidade vascular.
Esse processo também leva a ativagdo dos programas de morte celular como
apoptose, autofagia e necrose, além de causar alteragbes significantes na
transcricdo génica visto que ocorre a inibicdo de enzimas que necessitam de
oxigénio como cofator. Ao iniciarem esse processo de apoptose celular, os
danos de isquemia e reperfusdo podem contribuir para o desenvolvimento de
RA ao tecido transplantado (14-16).

Apos a liberacdo das anastomoses a reperfusdo do 6rgdo pode levar a
chamada injaria de reperfuséo que facilita a ativacédo das vias imunes (figura 1),
incluindo reconhecimento por anticorpos de novos antigenos e ativagdo do
sistema do complemento. Processos importantes e inevitaveis que possuem
um grande potencial de afetar a integridade celular, acreditando-se ser um dos
principais responsaveis pela leséo inicial do enxerto e por mediar, em longo

prazo, mudancas estruturais incluindo a fibrose intersticial (17, 18).
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Figura 1: processo de isquemia e reperfuséo
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Processo biolégico envolvido no processo de isquemia e reperfusao (14).

2.1.3. Imunologia do transplante

A rejeicdo hiperaguda ocorre minutos ou horas apds a reperfusdo do
orgao transplantado. Ela é causada por anticorpos preexistentes no receptor e
atualmente é rara devido a disponibilidade dos testes realizados previamente
aos transplantes, como a prova cruzada e os testes de deteccédo de anticorpos.
Os testes incluem a avaliacdo da compatibilidade no sistema dos antigenos
leucocitarios humanos (HLA), que sdo as principais moléculas alvo das
respostas imunoldgicas que levam a rejeicdo do enxerto (19).

Sistema HLA é o nome em humanos das moléculas codificadas no
complexo principal de histocompatibilidade (MHC), presente na maioria dos
vertebrados, localizado no brago curto do cromossomo seis, formado por genes
com fungdes imunologicas. O sistema MHC divide-se em trés regides
codificadores de antigenos, chamadas classe |, classe Il e classe Ill, sendo os
antigenos das duas primeiras classes, proteinas expressas na superficie

celular e os da terceira classe, proteinas presentes no soro e em outros fluidos,
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nao tendo interesse para a area de transplante. O sistema HLA apresenta
grande polimorfismo genético, no transplante renal os loci das classes de
compatibilidade que apresentam maior relevancia pertencem a | e a Il, sendo
respectivamente HLA-A, HLA-B, HLA-DR e HLA-DQ os mais relevantes (20).

Como parte da resposta imune inata, neutréfilos e macréfagos migram
para 0 enxerto na tentativa de combater o “ndo préprio” (non-self) ao
organismo. Células dendriticas sdo responsaveis pela ativacdo das células T
através da apresentacédo direta de antigenos. Fragmentos capturados no tecido
afetado sdo transportados para os 6rgaos linféides secundarios por células
dendriticas que processam esses antigenos o 0s apresentam, sob a forma de
pequenos peptideos, na fenda do MHC de classe I, formando o complexo
alopeptideo-MHC, ao receptor da célula T CD3+ (20, 21).

Quando esse complexo se d4 com moléculas da classe Il do complexo
MHC séo ativadas as células T helper CD4+ (auxiliares) do receptor. Essas
células entram em expanséao clonal e migram para o enxerto onde irdo exercer
sua funcdo efetora. Quando se da com moléculas MHC classe |, esse
complexo € identificado por células T CD8+ (citotoxicas), que sdo 0s principais
efetores no reconhecimento e ataque de células alvo, ativando na fase
inflamatoria uma variedade de mecanismos citoliticos através da liberacdo de
Fator de Necrose Tumoral a, Perforina, Granzima B e espécies reativas de
oxigénio. Sob ataque, a célula alvo pode morrer por necrose (caracterizada por
ruptura da membrana plasmatica e destruicdo das organelas) ou apoptose
(caracterizada por condensacao da cromatina, fragmentacdo do DNA e bolhas

de membrana com citoplasma condensado) (19, 21). Figura 2.
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Figura 2: Interagdo entre um linfécito T e célula apresentadora de antigeno dendritica
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As células T auxiliares reconhecem antigenos associados ao MHC de classe Il. As
células T citotéxicas reconhecem antigenos associados ao MHC de classe I. ICAM = molécula
de adesdo intercelular (intercellular adhesion molecule); LFA = antigeno associado a fungdo

leucocitaria (leukocyte function—associated antigen) (22).

2.1.4. RejeicOes e Bidpsia Renal

A RA é uma séria complicacdo com risco para a perda do enxerto renal
podendo ocorrer a qualquer momento da evolucéo do transplante (7, 19, 23). E
uma condi¢cdo heterogénea com o envolvimento de diversas estruturas cujo
processo se inicia pelo reconhecimento dos antigenos de histocompatibilidade
(aloantigenos) do doador pelos linfocitos T do receptor, passando a envolver
estruturas renais e do sistema imune gerando alteracdes clinicas. Os principais
alvos do sistema imune nessas condi¢des sao as células epiteliais tubulares e
suas estruturas adjacentes, capilares glomerulares e vasos do aloenxerto (24,
25).

Seu diagnéstico e evolucao baseados apenas em evidéncias clinicas

séo de dificil predigdo e os achados histolégicos observados nos tecidos renais
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obtidos através de bidpsia ainda sdo considerados os melhores parametros
diagnoésticos. Porém, nesse estagio, o dano no 6rgédo ja esta estabelecido e por
consequéncia o tratamento anti-rejeicdo comeca relativamente tarde (3, 7, 26).

A rejeicdo celular se manifesta de forma aguda, geralmente apds a
primeira semana do transplante sendo caracterizada principalmente pela
infiltracdo de linfocitos T, podendo também apresentar linfécitos B, macréfagos
e granulécitos. A rejeicdo mediada por anticorpos ocorre com ativacdo de
linfécitos B que se diferenciam em plasmdcitos, via estimulagdo por
mediadores soluveis (interleucinas) produzidos por linfécitos T CD4+. Os
anticorpos reconhecem sequéncias especificas de aminoacidos presentes em
antigenos HLA expressos na superficie das células endoteliais do enxerto,
ativam a cascata do complemento levando ao dano da microcirculagédo do
enxerto, podendo se manifestar de forma aguda ou cronica (24, 27). Quando se
manifesta de forma crénica, ndo apenas mecanismos do sistema imune estao
envolvidos, mas também nédo imunes e ambos levam a um processo de fibrose
do enxerto renal (28).

A classificacdo do dano histopatolégico é feito através da padronizacao
por um consenso internacional de nomenclaturas e critérios especificos para a
caracterizacdo histolégica de rejeicdo do oOrgdo, denominado classificacédo
Banff, no qual a rejeicdo mediada por células T ou a rejeicdo mediada por
anticorpos é diagnosticada com base em regras empiricas e as lesdes sao
graduadas de maneira semi-quantitativa. Os diagnosticos segundo essa
classificacdo podem ser agrupados como rejeicdo borderline, rejeicdes
celulares agudas, tubulointersticial ou vascular, de diferentes severidades ou
como rejeicdo aguda mediada por anticorpos, caracterizada pelos achados
histoldgicos, presenca de anticorpos anti-HLA do doador e pela marcacao de
C4d nos capilares peritubulares (29).

C4d consiste em um dos produtos gerados pela ativagao do sistema do
complemento, através da ativacdo da proteina C4, a qual, no fim do processo
de ativacéo, gera dois produtos, um fragmento maior ndo funcional, o C4c e um

fragmento menor, (com peso molecular de aproximadamente 42 kDa) que
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possui um grupo tioéster reativo que rapidamente se liga as estruturas do alvo,
ocasionando o depdsito dessas moléculas nos capilares(30).

Apesar de ser considerado o padrdo-ouro para diagnostico de
disfuncdes renais, essa metodologia € baseada na remocdo de fragmentos
corticais de natureza focal intra-enxerto, sendo um método invasivo, esta
associado a complicagbes como, sangramento, formacdo de fistulas
arteriovenosas, perda do enxerto e Obito. Aléem de onerosa, tem problemas
relacionados a representatividade e variabilidade de interpretagéo (3, 7, 8, 10).
Uma vez que sua acuracia nunca pode ser validada devido ao fato de néo
haver outra metodologia independente para a avaliagdo da existéncia de

rejeicao (31).

2.2. microRNAs

2.2.1. Histérico

Uma importante descoberta da biologia molecular nas ultimas décadas
sdo os micro-RNAs (miRNAs), que consistem em pequenos fragmentos
conservados e nédo codificadores de RNA com aproximadamente 22
nucleotideos. O primeiro miRNA, o lin-4, foi identificado em 1993 por Lee e
colaboradores, através de um estudo genético em nematddeos Caenorhabditis
elegans, onde foi observada a capacidade de um miRNA alterar a expresséo
de determinado gene (lin-14) através da sua ligacdo na posicdo 3'UTR (32, 33).
Quase uma década depois, no ano 2000, um segundo miRNA (let-7) foi
descoberto em nematddeos da mesma espécie e encontrado também em
humanos, assim outra caracteristica relevante dos miRNAs foi descoberta, a
conservacdo deles através das espécies (34). A ligagdo desses micros
fragmentos de RNA com o RNA mensageiro (mMRNA) e sua conservagao
através das espécies atraiu a atencao de pesquisadores, iniciando a pesquisa
nesta area (33, 35).

Centenas ja foram clonados e previstos pela bioinformatica, a
organizacdo gendmica dos mIRNAS ¢é consideravelmente variada,

representando de 1 a 4% do genoma humano, estimando-se que contenha em
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torno de 800-1000 miRNAs, sendo parte comum aos primatas e que em torno

de 50% do mRNA expresso seja controlado por miRNAs (35, 36).

2.2.2. Fisiologia

Os microRNAs sdo codificados por genes especificos expressos no
ndcleo. Sao transcritos pela RNA polimerase Il e chamados de transcritos
primarios, ou pri-miRNAS que sdo longas estruturas que possuem estrutura
capb’, ligagdo 5'-5’ trifosfato entre a molécula percursora e um nucleotideo para
protecdo contra ribonucleases e cauda poli(A), que permite a ligagdo com
proteinas e garante a estabilidade da molécula, organizados em uma regido
central stem, em que dois seguimentos de RNA com bases complementares
(pelo pareamento de Watson-Crick) sdo pareados. Esta sequéncia €
flanqueada de um lado por outras bases ndo pareadas e de outro lado pela
regido loop onde os pares de base ndo sdo complementares formando alcas
circulares, assumindo um formato de “grampo de cabelo” (hairpin). Dentro do
ndcleo as regibes nao pareadas sdo clivadas pela RNase Il Drosha e
Parsha/DGCR8 (DiGeroge syndrome critical region gene 8) permanecendo as
regides stem e loop de aproximadamente 70 nucleotideos, denominados pre-
mMiRNAs. Os pre-miRNAs séo transportados para o citoplasma via Exportina-5
e clivados pelo complexo enziméatico RNase Il Dicer/Argonauta que remove a
alca terminal (estrutura loop) formando uma dupla de miRNAs com
aproximadamente 22 nucleotideos. Uma das fitas do miRNA é degradada por
uma RNA helicase ATP-dependente e a outra fita, funcional € incorporada ao
complexo silenciador RNA-induzido (RISC) compostos por diversas proteinas
gue guiam a maquinaria silenciadora para o RNA mensageiro alvo, inibindo a

transcricdo ou promovendo a degradacéo deste (35, 37-39). Figura 3.
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Figura 3: Esquematizagdo da biogénese dos miRNAs

RNA Pol Il

|

Pri-miRNA
% % E Translation mRMNA
TmGpppG AAAAAA Inhibition Degradation
Drosha l \//F _‘H“‘“\ — “x\
DGCR8 %

Pre-miRNA &/ ARAARAA

RISC Complex

_.)-‘ Target mRNA
o ‘__,', Expurtin-i wlILIL Recruit
Dicer miRNA duplex

Guide miRNA

— —_—
Loaded to RISC RISC Complex

Genes que codificam miRNA sao transcritos em pri-miRNAS pela RNA polimerase Il e
processados por uma endonuclease (Drosha e Parsha/DGCRS8) em fragmentos com estrutura
de haste e algca de aproximadamente 70 nucleotideos, denominados pré-miRNAs. Estes sdo
transportados para o citoplasma via exportina-5 e processados em formas maduras duplas pela
enzima Dicer, uma RNase lll. A fita complementar é degradada e a funcional é incorporada ao
RISC, iniciando a regulacdo do RNA. (Adaptacdo de Huang, 2010) (40)

Levando em consideracdo a pequena estrutura do miRNA, estudos
indicam que a porcdo 5’ deste, que equivale aos nucleotideos 2 a 8 é
essencial para manter a estabilidade e transporte da molécula ao RISC, essa
porcdo € de grande interesse para ferramentas de bioinformética e estudos
resultantes do uso dessa ferramenta mostram que os MIRNAs possuem
multiplos alvos, sendo que um Unico miRNA pode regular negativamente
centenas de mMRNAs com func¢des distintas e a expressdo de um unico mRNA
pode ser regulada por varios miRNAs distintos que atuam em conjunto (38, 41,
42). Os miRNAs regulam seus genes alvos através de dois mecanismos, por

repressdo translacional ou por degradacdo de RNA mensageiro, porém
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persiste uma lacuna no conhecimento dos mecanismos que fazem um miRNA
escolher entre uma forma e outra (36).

Esses pequenos fragmentos de RNA demonstram ter controle de
processos como desenvolvimento, proliferacdo celular, diferenciacéo,
apoptose, metabolismo e oncogénese. Apesar de se saber pouco sobre o
processo de regulacdo dos miRNAs, sabe-se que a desregulacédo desses pode
levar a perturbacdo e supressdo de genes que operam na sinalizacdo de
cascatas intracelulares, levando a condi¢cdes de doenca ou de sua progresséo
(38, 41-43).

Diferentes estudos sugerem que os miRNAs participam ativamente na
regulacdo e no desenvolvimento de células imunes (38, 41, 42). Ja foram
identificados miRNAs especificos que apresentam significativo impacto na
diferenciacdo de células B e T e no processo celular necessario para a
imunidade inata e adaptativa, incluindo inflamacéo, sinalizacdo via receptores
de células T e receptores de células “toll-like” (TLR), producéo de citocinas, da
funcdo celular das células Treg e apresentacdo de antigenos (38, 39).

Um uUnico miRNA é capaz de regular a expressdo de centenas de
MRNAs e proteinas, eles demonstram ter controle de processos como o
desenvolvimento, a diferenciacdo e proliferacdo celular, e portanto tém
habilidades como modular ambas respostas imunes, a inata e a adaptativa. A
desregulacéo dos miRNA pode levar a perturbagcao e supressédo de genes que
operam na sinalizacdo de cascatas intracelulares, levando a condi¢cdes de
doenca ou de sua progressdo. Diversas doencas ja foram relacionadas a

distarbios desta sinalizacao (37, 41-44).

2.2.3. miR-142-3p

Este miRNA foi descrito com um marcador restritos as células
mononucleares do sangue periférico (41, 45). Entre outras caracteristicas, esta
diretamente relacionado com func¢des supressoras do sistema imune,
especialmente na diferenciacdo e supressdo das células Treg CD4+CD25+
reduzindo a expressao do membro nove da familia da adenilato ciclase, uma

das isoformas do cAMP (45, 46). Danger e colaboradores compararam a
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expressao de diversos miRNAs em células do sangue periférico de pacientes
que desenvolveram tolerancia operacional e pacientes estaveis tratados com
imunossupressao convencional. Eles identificaram que o miR-142-3p esta
diretamente envolvido com o processo de tolerancia, estimulando alguns
genes, entre eles fator de transformacao do crescimento (TGF-) envolvido na

diferenciacéo e proliferacao celular (47).

2.2.4. miR-155

Esse miRNAs se tornou importante ao ser detectado que a proteina
Foxp3 (Forkhead box P3) se liga ao promotor do seu gene, Bic (B-cell
integration cluster) localizado no brago longo do cromossomo 21 (38, 48). Em
humanos esse miRNA esta relacionado com linfocitos B e T maduros, incluindo
centro germinal de células B (locais de maturacdo anticorpos e geragcdo de
células B de memodria em respostas a anticorpos células T dependentes),
producdo de imunoglobulinas, com a estimulacdo de macrofagos e dos TLR de
células dendriticas (43, 48, 49). Sendo expresso em macréfagos este miRNA é
alvo de um grande numero de mediadores inflamatérios sendo regulado
também em resposta a estimulacdo de células imunes por endotoxinas (37).
Nas células dendriticas 0 miR155 também faz parte do ciclo de feedback
negativo direcionado a interacdo TLR/Interleucina-1. Assim, o0 miR-155 possui

um papel importante na homeostase do sistema imune (38, 50).

2.2.5. miR-210

O miR-210 esta localizado em um intron de um RNA n&o codificante
transcrito a partir do AK123483 no brago curto do cromossomo 11 (11p15.5).
Uma das funcdes desse miRNA que atrai a atencdo na area de transplantes é
seu envolvimento na regulacdo de situagOes de baixa oxigenag&do, pois dos
sensores fisioldgico de hipoxia chamados Fator Indutor da Hipdxia (HIFs), o
HIF1a se liga diretamente na parte proximal do promotor do miR-210 e a
Efrina-A3 € um de seus alvos mais relevantes. Esse marcador também esté

relacionado com a parada do crescimento celular, regula o metabolismo
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mitocondrial, auxilia no reparo de DNA e na diferenciacdo celular (40, 51).
Estudos prévios mostram que ele esta diminuido em amostras de urina de
pacientes com RA e se correlaciona com a taxa de filtragdo glomerular um ano
apos o transplante. Lorenzen et al realizou um estudo especifico para este
marcador na urina e, afirmou que apenas o miR-210 diferencia pacientes com
RA de pacientes transplantados estaveis com infeccdo do trato urinario e
também que seus niveis no sangue periférico estdo aumentados em doencas

agudas isquémicas tais como a injuria renal aguda (44).

2.3. A reacdo em cadeia da polimerase e 0s microRNAs

Um dos maiores avancos na area das ciéncias biologicas se deu com o
desenvolvimento de uma técnica denominada Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) desenvolvida por Kary Mullis em 1983 vindo a Ihe render o
prémio Nobel da Quimica em 1993. Essa técnica se tornou possivel com o
isolamento da enzima DNA Polimerase de uma bactéria termofilica encontrada
nos lagos quentes do Parque Nacional de Yellowstone (Estados Unidos da
América) cuja temperatura 6tima é elevada, em torno dos 72-80°C e passou a
ser denominada TagDNA Polimerase (52).

A técnica convencional proporcionava resultados qualitativos, exceto na
modalidade denominada PCR competitivo, trabalhosa, artesanal e de dificil
reprodutibilidade. Com o avancgo tecnoldgico esta técnica foi inovada para uma
determinada PCR em tempo real (RT-PCR) que é altamente sensivel e permite
a quantificacdo de transcritos de pequenas variagcdes na expressao génica
(53).

Para analise de expressdo génica por RT-PCR é necesséria a extracao
do material genético (RNA) do material de interesse. O RNA por ser uma fita
simples € instavel e necessita que seja sintetizado uma molécula
complementar (cDNA) através da acdo de uma trascriptase reversa para entao
a técnica poder ser aplicada (54). Esta técnica se baseia na adigdo da Taq
Polimerase, desoxinucleotideos, ions e primers, sequéncias de DNA
iniciadoras especificas do gene de interesse que sinalizardo a partir de qual

ponto a enzima comecara a sequéncia (52).
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Uma das metodologias empregadas para RT-PCR é a TagMan (Perkin
Elmer Applied Biosystems) que consiste na atividade exonucleasica 5-3’ da
TagMAN® DNA Polimerase. Essa enzima digere uma sonda marcada que
anela especificamente na parte interna do seguimento a ser amplificado entre
dois primers. A sonda TagMan possui na extremidade 5 uma molécula
fluorescente chamada “reporter" e na outra extremidade, 3’, uma molécula
chamada “quencher” cuja funcéo € inibir a fluorescéncia natural emitida pela
“reporter”. Em determinada temperatura do ciclo essa sonda anela entre os
primers sendo posteriormente clivada pela enzima quando esta sintetiza a fita
complementar. Ao ser clivada, as sondas se afastam e a “reporter’” passa a
emitir sua fluorescéncia (figura 4). Esse processo passa a acontecer
seriadamente, através da variacdo de temperatura, os ciclos consistem na
quebra das pontes de hidrogénio da fita dupla, do anelamento dos primers e da
sonda e a sintetizacdo de uma nova fita pela a enzima que cliva a sonda que
passa a emitir fluorescéncia, ao término de um ciclo, retorna-se ao passo inicial
(53, 55).
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Figura 4: Sinal fluorescente
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Esquematizacdo do anelamento e do sinal fluorescente gerado com a clivagem pela da

sonda pela TagMan (56).

Com o passar dos ciclos o sinal fluorescente aumenta
proporcionalmente e esses sinais sdo detectados pela maquina, que une um
termociclador e um leitor de fluorescéncia. A medida que os ciclos se
completam os sinais produzidos séo detectados por um sistema o&ptico,
processados por um software que expressa graficamente a intensidade de
fluorescéncia por numero de ciclos (figura 5) (57). A quantificagdo do produto
pode ser absoluta quando esse € comparado com uma curva padrao ou
relativa quando se relaciona o produto de interesse com um calibrador, amostra
2—AACT

utilizada como comparativa. A partir desses dados é aplicado o método
descrita por Livak e colaboradores em 2001 (58).
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Figura 5: Grafico de fluorescéncia por nimero de ciclos

Delta Rn vs Cycle
1.0e+001

AN
)

1.0e+000

i
S

1.0e-001

1.08-002 f( /—WB‘ ”l‘__\ /

1.0e-003 \

1.0e-004

1 2 3 4 5 6 7 8 91011121314 1516 17 18 1920 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 36 40
Foto de fonte propria.

2.3.1 A amplificagcdo de miRNAs por RT-PCR

A deteccao de miRNAs por RT-PCR é desafiador, visto que o alvo inteiro
possui aproximadamente 22 pares de base, e este € o tamanho de um primer
convencional, dos métodos mais descritos para a utilizacao da técnica, os mais
utilizados sdo, o método determinado Poli(A), é considerado menos especifico,
consiste na poliadenilagdo dos miRNAs por uma poli(A) polimerase que
antecede a sintese do cDNA por primers universais, seguido pela utilizacdo de
um “primer forward” especifico para o alvo em estudo e um “reverse” universal
na reacdo do RT-PCR. E o0 método denominado “stem-loop” que utiliza primers
com estrutura “stem-loop” especifico para cada miRNA a ser estudado durante
a etapa de sintese de cDNA e um segundo primer especifico para a etapa de
RT-PCR, utilizando sondas TagMan, (figura 6) possuindo uma maior
especificidade, porém cada alvo a ser estudado requer um cDNA especifico,
tornando onerando a técnica (59-61).



Figura 6: RT-PCR utilizando o método TagMan.
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Primeiro passo: primers especificos “stem- loop” se ligam ao alvo. Segundo passo:

deteccao por RT-PCR utilizando sondas TagMan, incluindo um primer “forward” especifico (62).



27

3. Objetivos

3.1 Geral

Avaliar a transcricdo e expressao génica de miRNAs em tecido renal,
sangue periférico e em células do sedimento urinario de pacientes
transplantados renais com diferentes causas de disfuncdo do enxerto para a

avaliacao diagnostica ndo-invasiva da rejeicdo aguda de rins transplantados.

3.2 Especificos

Avaliar os parametros diagnosticos resultantes da avaliacdo da
expressao genética dos miRNA-155, miRNA-210, miR-142-3p em tecido renal,
células mononucleares sanguineas e células do sedimento urinario de rins

transplantados com diferentes causas de disfuncdo do enxerto renal.
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Abstract

Acute rejection is a major complication of the post-transplant period, and
the gold-standard method for its diagnosis is graft biopsy, a procedure fraught
with limitations and hazards. There are no known noninvasive biomarkers
capable of accurately identifying graft dysfunction. MicroRNAs are small
molecules of non-coding RNA that act as post-transcriptional regulators of the
expression of several genes, including those involved in immune response. In
the present study, the microRNAs miR-142-3p, miR-155, and miR-210 were
analyzed in peripheral blood, urine, and renal tissue samples collected from
transplant recipients who developed graft dysfunction and from a group of
stable patients. Analyses were carried out by real-time polymerase chain
reaction (RT-PCR). In peripheral blood samples, we found a statistically
significant reduction in miR-142-3p expression in the acute rejection group
(n=23) versus patients with other causes of graft dysfunction (n=68) (P = 0.01).
There were no between-group differences in miR-155 and miR-210 expression,
nor in miR142-3p expression in samples from other sources. We conclude that
miR-142-3p expression has a distinct pattern in the setting of acute renal graft

rejection, and may have potential as a biomarker for renal graft dysfunction.
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Introduction

Renal transplantation is still the treatment of choice for many patients
with chronic kidney disease, and provides a significant increase in life
expectancy and quality of life in this population (1-3). Despite advances in the
field, acute rejection (AR) remains one of the main causes of renal graft
damage, and can lead to graft failure (4-6). With current immunosuppressant
therapy practices, AR occurs in 10 to 15% of patients in the first year after
transplantation, and is a cause of significant morbidity due to loss of graft
function and the need for exposure to greater immunosuppression (3, 7, 8). The
main targets of cellular rejection are the tubular epithelial cells and their
adjacent structures, the glomerular capillaries and vessels in the allograft (9,
10). It is largely characterizes by T-cell infiltration, and may also involve B cells,
macrophages, and granulocytes. Antibody-mediated rejection involves
activation of B cells, which differentiate into plasma cells via stimulation by
soluble mediators (interleukins) produced by CD4+ T cells (9, 11).

Graft dysfunction is usually first detected by changes in kidney function
tests or markers of damage and then classified by histological appearance. Its
natural history is difficult to predict, and the histological findings observed in
renal biopsy specimens are considered the best predictors of progression (3, 5,
12-14), even though renal biopsy is costly, carries a high potential for
complications, and is subject to representativeness and interpretation bias.

Histopathological evidence of damage is assessed using the so-called Banff 07
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Classification of Renal Allograft Pathology, developed in a consensus meeting
of pathologists (15).

Discovered in the last two decades, microRNAs (miRNAs) are small
fragments of non-coding DNA that are highly conserved across species (16). A
single miRNA may negatively regulate hundreds of mRNAs with distinct roles; in
turn, the expression of one mRNA may be regulated by a series of distinct
mMiRNAs acting in tandem. These small RNA fragments control such processes
as cell development, proliferation, and differentiation; apoptosis; metabolism;
and oncogenesis. Their deregulation may lead to derangement and suppression
of genes that play a role in intracellular cascade signaling, and thus lead to
disease onset or progression (17-20).

Studies suggest that miRNAs are actively involved in the regulation and
development of immune cells (17-19). Research has identified specific miRNAs
having a significant impact on B- and T-cell differentiation and on a variety of
cell processes related to innate and adaptive immunity, including inflammation,
T-cell receptor and toll-like receptor (TLR) signaling, cytokine production,
regulatory T-cell (Treg) function, and antigen presentation (17, 21).

The present study will analyze three specific targets. The first is miR-
142-3p, a marker restricted to peripheral blood mononuclear cells that is directly
involved in immune system suppression functions, particularly the differentiation
and suppression of CD4+CD25+ Tregs (18, 22, 23), and plays a role in the
tolerance process, stimulating certain genes — such as transforming growth
factor-B (24) — and acting as a CAMP regulator (23, 24). The second is miR-155,

a target of protein Foxp3 (Forkhead box P3), which binds to the promoter of its
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gene, Bic (B-cell integration cluster). It is related to mature B and T cells,
immunoglobulin production, and stimulation of macrophage and dendritic cell
TLRs (17, 20, 25, 26). Finally, the third is miR-210, which is involved in the
regulation of low-oxygenation states and is related to cell growth arrest,
regulation of mitochondrial metabolism, DNA repair, and cellular differentiation

(27, 28).

Materials and methods

Patients

The study sample comprised 91 renal biopsy specimens obtained from
69 renal transplant recipients with graft dysfunction. These biopsies had been
performed for clinical indications or for monitoring purposes. Seven biopsies
obtained per clinical protocol in seven patients with stable graft function on
month 3 post-transplantation were used as a control group for gene expression.
The study was conducted at the Renal Transplantation Unit of the Department
of Nephrology, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brazil, from March 2012 to
July 2013. All patients provided written informed consent for their participation in
the study.

All patients were on immunosuppression consisting of a combination of
corticosteroids, mycophenolic acid derivatives, and calcineurin inhibitors.
Basiliximab or rabbit anti-thymocyte globulin induction therapy was used in all
deceased-donor graft recipients and all living-donor graft recipients considered

at increased risk of rejection.
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The ethical and methodological aspects of this study were approved by
the Hospital de Clinicas de Porto Alegre Research Ethics Committee with
judgment number 120011 and accredited by the National Research Council of

the Brazilian Ministry of Health.

Samples

Biopsies were performed percutaneously, under real-time ultrasound
guidance, using a semi-automatic biopsy gun with a 16G needle. At the time of
biopsy, all patients had well-controlled blood pressure and all parameters of a
coagulation panel (obtained no more than 24 hours before) within normal limits.
Before renal biopsy, a comprehensive workup was performed to rule out
obstructive or vascular issues, urinary fistula, infection, or drug toxicity as
causes of graft dysfunction. Among the patients with graft dysfunction, 51
underwent one biopsy, 14 underwent two biopsies, and four underwent three
biopsies. Of the seven patients who underwent per-protocol biopsies, three had
already undergone renal biopsy for clinical indications or monitoring purposes at

an earlier time after transplantation.

Specimen collection and preparation

Two renal cortex fragments were collected during each biopsy
procedure. One-third of one of these fragments was placed in a microtube,
flash-frozen by submerging in liquid nitrogen, and stored at -80°C. Peripheral
blood samples (5 mL collected into EDTA-containing tubes) and urine samples

(50 mL collected into sterile vials) were obtained immediately before renal
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biopsy. For cell separation, both sample types were rinsed and processed so as
to concentrate the cells of interest (blood) or obtain sediment (urine). In the
case of blood samples, 2-mL aliquots were transferred to sterile, 12-mL Falcon
tubes to which 10 mL of erythrocyte-lysing Buffer EL (Qiagen Inc., Chatsworth,
CA, USA) were added, followed by 21 minutes of incubation on ice with
intermittent vortexing every 7 minutes. After this step, the samples were
centrifuged at 1800 rpm for 10 minutes, leaving a pellet that contains the cells of
interest at the bottom of the tube. The pellet was preserved and the supernatant
discarded. The pellet was then resuspended in 1.5 mL of Buffer EL, transferred
to microtubes, further centrifuged for 10 minutes at 10000 rpm, the supernatant
discarded, and the resulting cell concentrate frozen at -80°C. For urine samples,
the entire volume was distributed across sterile 12-mL Falcon tubes, which
were then centrifuged at 1800 rpm for 10 minutes to concentrate the sediment
at the bottom of the tubes. The supernatant was discarded and the sediment of
one of the tubes resuspended in 750 pL of phosphate-buffered saline. The
resulting homogenate was transferred to the remaining tubes and stirred with a
pipette so as to resuspend all sediment, which was then concentrated into a
single microtube. This tube was then centrifuged for 10 minutes at 10000 rpm,

the supernatant discarded, and the sediment frozen at -80°C.

MiRNA processing
The miRNAs were extracted from samples using the mirVana™ PARIS™
commercial kit (Ambion®, Life Technologies Corporation). Briefly, cell

concentrate/ sediment was dissolved or tissue fragmented with 500 pL of buffer
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in a dispersing machine (ULTRA-TURRAX T 10 basic — IKA, Campinas, SP,
Brazil) and eluted in 60 pL of water for injection preheated to 95°C, in
accordance with manufacturer instructions.

Samples were resuspended in 500 uL of ice-cold Cell Disruption Buffer
and homogenized with a pipette. The lysate was transferred to 2-mL microtubes
to which 500 pyL of denaturing solution preheated to 37°C was added,
homogenized again, and incubated in ice for 5 minutes. After incubation, 1 mL
of the lower phase of the acid-phenol: chloroform provided in the kit was added,
the lysate vigorously vortexed for 1 minute, and then centrifuged at 13000 rpm
for 5 minutes for organic phase separation. The phase of interest (the upper
phase) was then collected, measured (maximum volume 600 pL), and
transferred to a fresh microtube, to which was added 100% ethanol at room
temperature corresponding to one-third of the obtained volume. The resulting
solution was homogenized and 700 pL transferred to the filtering apparatus
provided in the kit. This apparatus was then centrifuged at 10000 rpm for 30
seconds. The resulting filtrate contains the desired miRNAs. Ethanol (466 pL)
was added to this fluid, which was passed through a second filter, and the
washing process begun. This process consists of the addition of 700 uL of
Wash Solution 1, centrifuging for 15 seconds at 10000 rpm, addition of 500 pL
of Wash Solution 2/3, and repeating the two preceding steps. After discarding
the flow-through, the apparatus is centrifuged for 1 minute to remove any
residual reagent, the column is transferred into a fresh collection tube, and the

mMiRNAs contained in the filter are collected by eluting with 60 pL of water for
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injection heated to 95°C. The eluate is then centrifuged at 10000 rpm for 50
seconds and stored at -80°C until the next stage.

To remove any residual DNA that may have contaminated the sample
during the extraction stage, we used the DNA-free™ kit (Applied Biosystems®,
Life Technologies Corporation, Foster City, CA, USA) for purification of 50 pL of
each sample in accordance with manufacturer instructions. Briefly, a 50-uL
aliquot of sample was transferred to a 0.5-mL microtube to which 5 pL of 10X
DNase | Buffer and 1 pyL of rDNase | enzyme was added. This material was
homogenized and incubated at 37°C for 30 minutes to enable rDNase | activity.
The enzyme was then inactivated by adding 5 yL of DNAse Inactivation
Reagent and incubating at room temperature for 2 minutes. Finally, to remove
any remaining reagents, the samples were centrifuged at 10000 rpm for 90
seconds, the supernatant transferred to a fresh microtube, and the purified
samples stored at -80°C until the next stage.

The concentration of extracted miRNA was quantified in a full-spectrum
spectrophotometer (220-750nm) with sample retention technology (Nanodrop
1000, Thermo Fischer Scientific, Wilmington, DE, USA). The nucleic acid
concentration is expressed in ng/puL based on optical density at 260 nm, and
purity is calculated on the basis of the A260/280 and A260/230 ratios. A ratio of
approximately 2.0 is generally accepted as “pure” RNA. Samples were
considered viable if they had a concentration of at least 2 ng/uL. All samples
with a higher concentration were diluted to this concentration in a 50 pyL volume

of nuclease-free water.
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Amplification and detection

The following specific TagMan primers (Applied Biosystems®) were used
for real-time reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR): miR
142-3p 4427975/000464; miR-155 4427975/002623; miR-210 4427975/000512;
and Cel-miR-39 4427975/000200. The endogenous control used for sample
normalization was synthetic exogenous control Cel-miR-39 from C. elegans
(Qiagen, catalog number MSY0000010), which was spiked into samples before
the reverse transcription stage in a 0.5 yL volume at a 50 pM concentration.

The complementary DNA (cDNA) formation stage was carried out with
the TagMan MicroRNA RT kit (Applied Biosystems®) as per manufacturer
instructions, using 10 pL of reaction mix: 0.15 pyL of 100mM dNTPs, 1.0 pL of
MultiScribe™ reverse transcriptase (50 U/uL), 1.5 pL of enzyme buffer, 0.19 pL
of RNase inhibitor (20 U/uL), 4.16 pL of nuclease-free water, and 3.0 uL of
target-specific primer, to which 5 pL of miRNA were added. For synthesis, the
samples were incubated at 16°C for 30 minutes, at 42°C for 30 minutes, and at
85°C for 5 minutes, then stored at -20°C until the time of RT-PCR, which
consisted of the amplification of 2 uyL cDNA using 5 pL of TagMan Universal
PCR Master Mix (Applied Biosystems®), 0.5 uL of specific primers, and 2.5 uL
of nuclease-free water, in a final reaction volume of 10 yL. The reaction was run
on an ABI Prism 7000 system (Applied Biosystems®). Samples were incubated
for 10 minutes at 95°C, followed by 40 cycles at 95°C for 15 seconds and 60°C

for 1 minute.



45

The cycle threshold (Ct) was calculated automatically using software.
miRNAs expression was normalized using the 2! method described by Livak

and Schmittgen (29).

Statistical analyses

Asymmetrically distributed variables were expressed as medians and
interquartile ranges, whereas symmetrically distributed variables were
expressed as means + standard deviations. The Kruskal-Wallis and Mann—
Whitney U tests were used for paired-samples analysis of variance and for
between-group analysis. Qualitative data were expressed as absolute and
relative counts, and the chi-square or Fisher's exact tests were used for
between-group analyses. All tests were two-tailed, and a P-value <0.05 was
defined as statistically significant. All analyses were carried out in PASW

Statistics 18 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Results

A total of 91 biopsy specimens obtained from patients with renal allograft
dysfunction and seven per-protocol biopsies obtained from patients with stable
allograft function were assessed. The gold-standard for diagnostic classification
of dysfunction was the combination of clinical assessment and biopsy findings,
as interpreted per the Banff 07 Classification (29), and response to specific
therapy. Patients were divided between two groups in accordance with the

established diagnosis. One group included all cases of acute rejection (group
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AR), with 23 biopsies, whereas the other group included all other causes of
graft dysfunction (group OD, other dysfunction), with 68 biopsies. Diagnoses in
the OD group included borderline changes (BL, n=18), acute tubular necrosis
(ATN, n=18), ATN+BL (n=11), chronic rejection (CR, n=7), calcineurin inhibitor
nephropathy (n=7), polyomavirus-associated nephropathy (n=2), and one case
each of the following: interstitial fibrosis and tubular atrophy (IF/TA), focal
segmental glomerulosclerosis, acute tubulointerstitial nephritis, malignant
nephrosclerosis, and unspecified chronic kidney disease. Demographic data are
shown in Table 1. There was a significant age difference between the two
groups, with a lower mean age in the AR group (P<0.05). Time from

transplantation to biopsy was also shorter in this group (P<0.05).

Table 1

Seven patients who underwent per-protocol biopsy on month 3 after
transplantation and agreed to take part in this study were used as controls for
calculation of 22CT. The levels of three miRNAs with potential for involvement
in renal allograft dysfunction (miR-142-3p, miR-155, and miR-210) were
measured in renal tissue, peripheral blood, and urine (Table 2 and Figure 1). In
patients, expression of the miRNAs 142-3p and 210 was greater than in
controls in all tested compartments, but the difference was not statistically
significant. There was, however, a significant difference in miR142-3p
expression in blood, which was higher in group OD (median target expression =

2.39) than in group AR (median expression = 1.30) (P<0.05). Although
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expression in the AR group was 22% higher than in controls, the difference was
not statistically significant (median [IQR], 1.31 [0.48-1.84] in AR vs. 1.08 [0.35—

2.40] in controls; P=0.666).

Table 2

Figure 1

Receiver operating characteristic (ROC) curves were plotted for
assessment of diagnostic parameters of miRNA gene expression. The area
under the curve (AUC) for miR142-3p was 0.68 (95%CI 0.56-0.80). Using a
cutoff point of 1.57 on the ROC curve, i.e., a 57% increase in gene expression
relative to controls, we obtained the following parameters: sensitivity, 64.9%;
specificity, 60.9%; positive predictive value, 84%; and negative predictive value,

41% (P=0.037, Pearson’s chi-square test) (Figure 2).

Figure 2

No correlations were found between expression levels of different

mMiRNAs in different compartments. Likewise, no correlations were found among

the expression levels of the same miRNA in different compartments.
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Discussion

A critical issue in renal transplantation is the mechanical basis for the key
changes in gene expression that occur during an episode of rejection. Within
this context, in addition to their direct influence in homeostasis settings, miRNAs
are tissue-specific, stable in a variety of bodily fluids, and less susceptible to
degradation by endogenous RNases. These characteristics have prompted
researchers to search for miRNA-based biomarker profiles of graft dysfunction
(30). The search for noninvasive biomarkers that reflect events occurring within
the graft opens important new avenues for diagnosis and, particularly,
prognostication. The present study assessed three miRNAs that, according to
the literature, have potential as diagnostic markers of AR after renal
transplantation.

miR-210 is directly involved in situations featuring tissue hypoxia, a
phenomenon that may occur during episodes of tissue inflammation, such as in
acute rejection of transplanted organs (18, 28, 31). In the present study, there
was no significant difference in expression of this miRNA in any of the three
compartments assessed. These findings are consistent with those reported by
Sui et al.,, who performed miRNA microarray screening and compared three
biopsy specimens from patients with AR vs. biopsy specimens of normal kidney
tissue. The study identified 71 miRNAs, of which 20 were expressed differently
in AR (12 increased and eight reduced) than in the setting of normal renal
function (32). Of the miRNAs identified, only miR-210 exhibited increased

expression in the tissues of patients with AR, but the magnitude of this increase,
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which was similar to that observed in the present study, did not reach statistical
significance. Lorenzen et al. analyzed miR-210 as a potential urinary biomarker
of T cell-mediated AR, finding that levels of this miRNA were significantly lower
in patients with AR as compared with stable patients and returned to baseline
levels after treatment of rejection (33). The authors speculated that hypoxia
during AR could lead to retention of mIRNA in tissues, with increased
expression and, consequently, decreased clearance into urine. This hypothesis
is consistent with the behavior observed in the present study (a trend toward
increased expression in tissue and decreased recovery from urine in the AR
group than in patients with other causes of dysfunction).

Furthermore, the differences between the compartments tested in this
study bear stressing. Research has shown that miRNAs can exit cells through
exosomes and be transported in body fluids to other compartments, where they
may act as local regulators (34, 35). In the Lorenzen et al. study (33), it is
unclear whether miR-210 levels were measured after extraction from urine or in
urinary sediment. This might explain why the present study reached similar but
statistically nonsignificant results.

miRNA 155 is involved in the differentiation of T cells into the Thl and
Th2 phenotype subpopulations and, consequently, in the production of
interferon-y and IL-2; a decrease in miR-155 expression correlates with a
reduction in IL-2 production (36, 37) The present study found increased
transcription of this miRNA in the renal tissue of patients in the AR group, and a
decrease in its expression in noninvasive compartments. Anglicheau et al.

investigated the association between AR and changes in miRNA expression in
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renal graft samples and evaluated whether patterns of intra-graft miRNA
expression were sufficient to diagnose AR and predict renal function. The
authors reported that, of 365 miRNAs initially screened, 17 exhibited significant
differences between the AR and normal groups, including the miRNAs miR-142-
3p and miR-155 (18). Furthermore, Wilflingseder et al. investigated miR-155 in
patients with AR and found that its expression distinguishes patients with
antibody-mediated AR from those with early graft dysfunction (38). These
findings differ from those of the present study. The reasons for this discrepancy
are not entirely clear; however, concomitant occurrence of cell-mediated and
antibody-mediated rejection in the AR group of the present study may have
influenced outcomes, as a previous study demonstrated that no differential
expression of this miRNA is observed in antibody-mediated rejection. Another
possibility is that different immunosuppressant therapy schemes may interfere
with the molecular expression of this miRNA. This is an essential aspect of
validation of any biomarker in organ transplant recipients. Another potential
confounder was the use of medications for blood pressure control. As miR-155
plays a regulatory role in expression of the angiotensin Il receptor type 1, the
use of antihypertensive medications that act on the angiotensin pathway may
influence expression of this marker (39).

miR-142-3p exhibits substantial specificity for the hematopoietic cell
lineages whose components infiltrate graft tissue both during rejection and in
regulatory processes. Therefore, an increase in local expression of this miRNA
is to be expected (40). The transcription factor FoxP3 has been established as

one of the mediators of transcriptional repression of miR-142-3p, and increases
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in the expression of this gene are associated with AR, potentially leading to
decreased expression of miR142-3p (3, 32, 41). In the present study,
expression of this miRNA in peripheral blood was significantly reduced among
AR patients as compared with the OD group. miR142-3p has been assessed in
other studies of renal transplant recipients. Danger et al. assessed the miRNA
expression profile in peripheral blood mononuclear cells in patients with
antibody-mediated chronic rejection, and found that expression of 142-5p (the 5’
arm of miR-142) was significantly increased in the chronic rejection group,
whereas in the AR group, its expression was no different from that seen in
patients with stable graft function. The authors also found that expression in the
AR group was similar to that observed in a control group of non-
immunosuppressed patients, thus suggesting that this marker is not influenced
by immunosuppressant therapy (24). In the present study, patients with chronic
rejection were included in a mixed group of patients with non-AR causes of graft
dysfunction. In view of the findings of Danger et al., in which only the diagnoses
of chronic rejection and acute rejection were included, this miRNA could not be
assessed as a potential biomarker of chronic rejection; however, the results
presented herein reinforce the finding that its expression is not significantly
altered during episodes of AR.

Ben-Dov et al. analyzed miR142-3p in renal tissue in an attempt to
distinguish patients with IF/TA. They found that expression of this miRNA was
higher in this population than among normal patients (42). Scian et al. analyzed
urinary and tissue markers and found a significant increase in miR-142-3p

expression in patients with CR (43). These results are consistent with the
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findings of the present study. Although we did not observe any significant
increase in miR-142-3p in peripheral compartments in the OD group (which
included patients with IF/TA and those with CR) on comparison with the control
group, we did find a statistically significant increase in the intensity of its
transcription on comparison with the AR group and — highlighting the specificity
of this marker for hematopoietic lineage cells — in compartments other than
peripheral blood, suggesting a prior increase in its expression in blood (43).
Although a miRNA panel capable of distinguishing among the various
etiologies of dysfunction that can affect renal allografts has yet to be
established, we identified miR-142-3p as a potential biomarker for distinguishing
between AR and other types of dysfunction. Despite substantial divergence in
the literature, miR-155 and miR-210 have established importance and known
involvement in graft maintenance. Further studies are required to elucidate the
mechanisms of these biomarkers and the potential influence of
immunosuppressant agents on their transcription. Furthermore, technical
aspects such as the absence of a validated endogenous control for miRNAs

have hindered advancement in this field.
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Table 1. Demographic profile of the sample.

58

Age (years; mean = SD)
Sex (male/female)
Race (white/nonwhite)
Donor (deceased/living)

Donor age (years; mean = SD)
Donor sex (male/female)
Early graft dysfunction (yes/no)

HLA mismatches (A, B, DR; mean = SD)
Last PRA (%; median [IQR])

Class |

Class I
Initial immunosuppression (n)

No induction

Rabbit anti-thymocyte globulin

Basiliximab
Cold ischemia time (h; mean + SD)
Creatinine at biopsy (mg/dL; mean + SD)
Time to biopsy (days; median [IQR])
Underlying renal disease

Unknown

HTN

HTN + DM

DM

ADPKD

Other

AR (23)
41 + 16
11/12
14/9
1716

39+18
11/12
19/4

35+14

2.0 [0.0-11.0]
3.0[0.0-22.0]

5
7
11

17 + 12
40+18
15 [9-36]

0 W N PP W o

OD (68)
49+ 13
40/28
54/14
56/12

45+ 13
39/29
49/18

33+x14

9.0 [0.0-27.7]
1.5 [0.0-24.0]

8
26
34

18 + 10
40+1.7
25 [13-225]

12
24
3
10
2
16

0.024?
0.467"
0.098"
0.152°

0.164%
0.474°
0.415°

0.475%

0.300%
0.843%
0.483"

0.900°
0.970°

0.030%
0.084°

SD = standard deviation; HLA = human leukocyte antigen; HTN = hypertension; DM = diabetes mellitus;
ADPKD = autosomal dominant polycystic kidney disease

a - Mann-Whitney U test for independent samples

b — Pearson’s chi-square/Fisher’s exact test
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AR oD P-value
(n=23) (n=66)
Tissue
miR-142-3p 17.90 [1.50-43.76] 8.66 [1.12-40.80] 0.137
miR-155 1.36 [ 0.57-2.94] 0.65 [0.26-2.50] 0.270
miR-210 2.30[0.31-10.84] 1.28 [0.36-6.07] 0.819
AR oD
(n=23) (n=67)
Blood
miR-142-3p 1.30 [0.47-1.84] 2.39 [1.06-5.82] 0.010
miR-155 0.61 [0.43-1.04] 1.03[0.51-2.06] 0.109
miR-210 1.30[0.71-3.42] 2.94 [0.78-13.21] 0.207
AR oD
(n=22) (n=53)
Urine
miR-142-3p 8.95 [0.30-38.15] 8.00 [0.46-80.28 0.292
miR-155 1.45[0.37-15.97] 2.46 [0.30-7.65] 0.722
miR-210 2.56 [0.61-20.19] 3.24 [0.61-14.89] 0.430

*Median [IQR]

P-values determined by Kruskal-Wallis/Mann—Whitney U test
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Figure legends

Figure 1. Expression of target miRNAS.
Expression of the miRNAs miR-155, miR-210, and miR-142-3p in the
different study groups. A: expression in tissue; B: expression in blood; C:

expression in urinary sediment.

Figure 2. ROC curve of miR142-3p in peripheral blood.
ROC curve plotted from miR-142-3p expression values in peripheral

blood.
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6. Consideragdes finais

A pesquisa por biomarcadores nao invasivos que reflitam os eventos
intra-enxerto abre importantes oportunidades diagnoésticas e prognésticas,
principalmente. No presente estudo avaliamos trés miRNAs que, de acordo
com dados da literatura, poderiam ser marcadores diagndsticos para a RA de
transplantes renais.

Para esta avaliagao dividiu-se os pacientes em dois grupos, de acordo
com o diagndstico estabelecido, um grupo incluiu os casos de rejeicdo aguda e
0 outro grupo incluiu todas as outras causas de disfuncédo do enxerto. Avaliou-
se o0s alvos miR-142-3p, miR-155 e miR-210 no sangue periférico, sedimento
urindrio e tecido de enxerto renal, dos alvos analisados, observou-se uma
diferenca estatisticamente significativa na expresséo do miR142-3p no sangue,
estando este mais expresso no grupo de pacientes com outras disfungdes do
gue no grupo com rejeicdo aguda (P<0,05). A partir desse marcador foi gerada
a curva ROC sendo observada uma area sob a curva de 0,68 (IC 95%: 0,56 -
0,80).

Este marcador apresenta consideravel especificidade para as linhagens
hematopoiéticas cujos componentes infiltram os enxertos tanto nos processos
de rejeicAo quanto nos processos regulatérios e seu aumento em
compartimentos que ndo o sangue periférico reflete a influéncia de células
hematopoiéticas nesses locais.

Apesar de ainda nao ter sido estabelecido um perfil de miRNAs capaz
de diferenciar as diversas disfungbes que possam acometer 0os enxertos renais
nos identificamos o miR-142-3p como um biomarcador em potencial para
diferenciar pacientes com outras disfuncdes de pacientes com rejeicdo aguda.
Os demais alvos testados, miR-155 e miR-210 ndo apresentaram resultados
estatisticamente relevantes porém, apesar da consideravel divergéncia na
literatura, tem reconhecida sua importancia na manutencao dos enxertos. Mais
estudos sdo necessarios para elucidar os mecanismos desses marcadores e a

influéncia de farmacos imunossupressores sobre sua transcricdo. Além disso,
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aspectos técnicos como a auséncia de um controle endogeno validado para

mMiRNAs tem dificultado o avanco nessa area.



7. Anexos

Ficha de coleta de dados:
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Nome do Receptor: Prontuério:
HLA:A._, B: _, DR:_, DQ: .,

Idade no transplante: Doenca Basica:

Data do inicio da dialise: Data do transplante: Data da Bx:

Co-morbidades ( ) Hepatite ( )HAS ( ) Vasculopatia

Esquema imunossupressor no inicial:

PRA Ultima: PRA pico: CMV: EBV: HTLV I:

DM pré-Tx: ( )sim ( ) ndo DM pés-Tx: ( )sim ( ) nao

No momento da coleta dos materiais biolégicos/bidpsia:

Esquema imunossupressor na data da biopsia:

Uréia: Creatinina: MDRD:

IPC: ___ ou proteindria de 24h:

Niveis séricos: ( ) CyA:_ () Tacrolimus:___ ( ) Rapamicina
Colesterol total: HDL: LDL: Triglicerideos: ___ Glicose:
Célcio:  Fésforo:  PTH:

Ht:  Hb: Leucdcitos totais:  Plaquetas:

AST:  ALT.

DSA: ( ) Sim ( ) N&o C4d+: () Sim ( ) N&o

Rejeicdo aguda: ( ) Sim ( ) Nao; Banff (acrescentar verso se RA > 1 episédio)
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Doador:

() Vivo ( ) Falecido

Critérios Espandidos: ( ) Sim ( ) Nao

Idade do doador:

Raca: Causa do ébito:

Co-morbidades

() Hepatite ( )HAS ( ) Vasculopatia

Creatinina inicial:

Creatinina na retirada dos 6rgaos:

HLA: o Bidpsia: () Sim ( ) N&o Resultado:
CMV: __ EBV HTLV I:
Expressao Génica:

Tecido Renal Sangue Urina

mMiRNA-155

mMiRNA-210

miR-142-3p

Observacdes:
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido:
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

A unidade de Transplante Renal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre pelo
presente termo de consentimento convida 0 (a) Sr )
a participar de um estudo que sera
elaborado com o0 objetivo de identificar alteragbes renais relacionadas ao seu
transplante renal de forma a propiciar que no futuro se possa evitar a necessidade de
realizar biopsias renais. Os procedimentos a que o (a) Sr (a) sera submetido sdo uma
coleta de sangue e uma coleta de urina. Adicionalmente em um pequeno fragmento de
uma biépsia renal, indicada para o0 manejo do seu transplante, sera examinada por
técnicas utilizadas neste estudo. Estes materiais serdo analisados no laboratério de
biologia molecular do servico de Nefrologia. As coletas de sangue (por punc¢éo da veia
do brago) e urina ndo oferecem risco, podendo ocorrer apenas um pequeno hematoma
na area da puncdo da veia. A biopsia renal pode ter complicacdes (hematomas,
sangramentos, necessidade de cirurgia e até mesmo a perda do rim transplantado)
mas as biopsias sO serdo feitas por indicacdo clinica, ou seja, sdo as biopsias
necessarias ao atendimento do seu transplante. Nenhum beneficio financeiro sera
obtido na participacdo do presente estudo tanto para a unidade de transplante renal,
quanto para o (a) Sr (a), mas sua ajuda sera importante na pesquisa de tratamentos
melhores para complicagBes associadas ao transplante renal de futuros pacientes.
Para seu esclarecimento a qualquer momento ou em caso de necessidade o Sr (a)
poderd entrar em contato com os membros da equipe da unidade de transplante renal
pelos telefones 3359-8295, 3359-8121. Ainda em caso de urgéncias com o plantdo da
Nefrologia e Transplante do HCPA telefone 3359-8000.

Eu, aceito participar  do
estudo
____ e declaro que fui também informado:
e Da garantia de receber resposta a qualquer pergunta sobre o presente estudo;
e Da liberdade de retirar meu consentimento, a qualquer momento, sem que isto
traga prejuizo a continuacdo de meu cuidado e tratamento;
e Do carater confidencial das informacdes relacionadas com minha privacidade;
¢ De que ndo terei despesas por participar do estudo.
e E que recebi uma copia assinada deste termo.

Nome do pesquisador:

Assinatura do paciente Assinatura do pesquisador
gue aplicou o termo
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