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"Nunca € tarde demais, ou cedo demais, pra
ser quem vocé quiser ser. Nao ha limite de
tempo, comece quando vocé quiser. Vocé
pode mudar, ou ficar como esta. Ndo ha
regras pra esse tipo de coisa. Podemos
encarar a vida de forma positiva ou negativa.
Espero que encare de forma positiva. Espero
gue veja coisas que surpreendam Vvocé.
Espero que sinta coisas que nunca sentiu
antes. Espero que conheca pessoas com
pontos de vista diferentes. Espero que tenha
uma vida da qual se orgulhe. E se vocé
descobrir que ndo tem, espero que tenha
forcas pra conseguir comegar novamente...

...E ail Pra onde a gente vai agora?...

(texto adaptado da internet, autor desconhecido)
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RESUMO

O transplante de 6rgdos € uma terapia amplamente utilizada no tratamento
de doencas que levam a faléncia completa de um 06rgdo, mas a rejeicdo ao
aloenxertos devido a resposta do recipiente ainda € um fator limitante para esse tipo
de intervencdo. Sabe-se ainda que uma parcela dos individuos transplantados
desenvolve espontaneamente um estado dito tolerancia operacional (OT), que
garante a sobrevida do enxerto, esse quadro clinico é caracterizado pela funcéo
estavel do enxerto mesmo sem a utilizacdo de drogas imunossupressoras, diferente
dos outros grupos clinicos onde os individuos ainda fazem o uso de
imunossupressédo, os pacientes com doenca cronica do enxerto (rejeigcao cronica -
CR) onde existe um quadro inflamatério instaurado no oOrgdo transplantado e
pacientes estaveis (ST) onde o quadro inflamatério ainda ndo se manifestou. Estes
diferentes estados de tolerancia podem estar associados com determinantes
humorais especificos e o seu padrdo de reatividade talvez nos permita “ver’” o
mundo antigénico reconhecido por esses diferentes grupos, além disso, o conjunto
de antigenos responsivos a eles podem ser utilizados como um classificador para o
seu estado imunitario visando identificar padrbes globais de reconhecimento e
imunorregulacdo e contribuir para a compreensdao dos mecanismos envolvidos
nesses estados de tolerancia. Nosso objetivo entdo € avaliar a reatividade de
imunoglobulinas (IgM e IgG) em pacientes renais transplantados a fim de encontrar
um padrdo na resposta imune humoral destes pacientes que nos levam a um
possivel marcador imunoregulatério para a progressdao ou ndo para o estado de
tolerancia dos individuos. Nesse sentido foram utilizadas as técnicas de phage
display e peptide microarray, ambas apresentando uma matriz aleatoria de
peptideos ao repertério de anticorpos dos grupos clinicos estudados na tentativa de
encontrar aqueles que caracterizem um determinado grupo pelo seu grau de
interacdo com esses painéis peptidicos. Os peptideos reativos selecionados por
phage display foram obtidos a partir de sua capacidade de se ligar a IgG e IgM
adsorvidas na placa de microtitulacdo. Um protocolo subtrativo foi padronizado para
assegurar a selecéo diferencial dos peptideos. Apds um unico ciclo de selecéo entre
cada grupo de pacientes, 196 clones de fagos foram isolados e sequenciados: 150
peptideos foram selecionados a partir de individuos saudaveis (74 eluidos e 76
subtraidos), 34 peptideos foram selecionados a partir de individuos tolerantes
operacionais (13 eluidos e 21 subtraidos) e 12 peptideos foram selecionados a
partir de individuos rejeicdo crbénica (6 eluidos e 6 subtraidos). Os peptideos
reativos selecionados por peptide microarray foram obtidos a partir dos microchips
fornecidos pelo grupo da Dra. Michal Orguil, onde cada microarray era dividido em
trés submatrizes (subarrays) exibindo a mesma biblioteca de 1.000 peptideos
aleatorios (942 15-mers). A meédia da intensidade de sinal (SI) de cada spot
(microambiente ou ponto de incubacdo do microchip onde ocorre a interacdo do
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peptideo com os anticorpos do plasma ou com os controles) foi lida em R e a
meédias das Sls das repeticoes intrachip (n=3) foram calculadas para cada peptideo
(n=942). Para explorar o potencial classificatorio das sequéncia peptidicas
presentes nos microchips, foram utilizadas técnicas computacionais de predicao
baseadas em classificagdo supervisionada por Potencial Suport Vector Machine (P-
SVM) e Anélise de Componente Principal (PCA). A comparacao entre a intensidade
de sinal dos peptideos dos grupos selecionados revelou que a Sl das amostras OT
tende a ser maior que as amostras CR e ST, mas um pouco menor quando
comparada com as amostras HE. A variagdo da Sl é tendencialmente mais baixa
nos grupos de estudo sob imunossupressao (ST e CR). A taxa de variacdo estimada
dentro dos grupos ST e CR € em torno de trés vezes mais baixa em comparacéo
com OT e HE. As analises de PCA indicam uma variacao bioldgica reduzida nos
grupos sob imunossupressao. Embora, os dois primeiros componentes principais
encontrados expliqguem 77,2% da variagado do conjunto de dados, o PCA falhou em
separar os grupos de estudo quando todos os grupos eram analisados em conjunto.
No entanto, as amostras de pacientes sob imunossupresséo (ST e CR) formam um
conjunto muito proximo, enquanto as amostras OT e HE estdo muito difundidas no
biplot. Isso esta de acordo com a variagdo reduzida na Sl dos peptideos observava
nos grupos CR e ST. Na validacdo cruzada leave-one-out, o classificador
discriminou trés pares de grupos de estudo (OT vs. CR, ST + CR vs. HE+OT, CR
vs. HE) com BACC maior ou igual a 66.0%. Quando as analises foram feitas aos
pares (biplot) o algoritmo de P-SVM extraiu 16 caracteristicas Unicas (peptideos)
para o subproblema OT vs. CR (BACC=73.8) respondendo por 91.7% da variancia
nos dados desses grupos (utilizando o PCA) e 22 caracteristicas Unicas (peptideos)
para o subproblema CR vs. HE (BACC=66%), respondendo por 68.3% da variancia
nos dados desses grupos (utilizando o PCA). Com isso conseguimos um conjunto
de peptideos randémicos selecionados por P-SVM que discriminaram OT-CR (n=16)
ou CR-HE (n=22).

Descritores: tolerancia operacional, transplante de rim, tolerancia imunoldgica,
rejeicdo ao aloenxerto, linfécitos B, autoanticorpos, aloanticorpos, phage display,
microarranjo peptidico.
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ABSTRACT

Organ transplantation is a widely used therapy in the treatment of diseases
that lead with complete organ failure but the allograft rejection because of the host
response is still a limited factor to this type of intervention. Knows that a host
transplant portion spontaneously develop a state called operation tolerance, that
guarantee the survival of the graft. This clinical is characterized by the stable
function of the graft even without the use of immunosuppressive drugs, different from
the others clinical groups where the host still do the use of immunosupression. The
patients with chronicle graft disease - a inflammatory picture established into the
transplanted organ exist and stable patient - inflammatory picture not yet manifested.
These different states of tolerance may be associated with specific humoral
determinants, where the reactivity allows us to "observe" the antigens world, and the
set of responsive antigens could be used as a "sorter" to the immune status in order
to identify global patterns of recognition and immunoregulation and to contribute for
the understanding of mechanisms of these states. Our aim is to evaluate the
reactivity of antibodies (IgG and IgM) in kidney transplant patients in order to find a
humoral immune response patterns of these patients that leads to a possible
immunoregulatory marker for progression or not to the tolerance status of the
individuals. For this purpose we used a phage display and peptide microarray
techniques, both presenting a random panel of peptides to the clinical groups
repertoire of antibodies in an attempt to find those that characterize a particular
group by their level of interaction with these peptide panels. The reactive peptides
selected by phage display were obtained by their capacity of binding to patients
adsorbed plasma IgM or IgG. A subtractive protocol was used to ensure the
differential selection of binding peptides. After a single selection cycle between each
group of patients,196 isolated phage clones were sequenced: 150 peptides were
selected for healthy patients (76 subtracted and 74 eluted), 34 peptides were
selected for operational tolerance patients (21 subtracted and 13 eluted) and 12
peptides were selected for chronic rejection patients (6 subtracted and 6 eluted). No
major sequence bias was found among the peptides of each group, but sequences
substrings differences were found using odds-ratio. The reactive peptides selected
by peptide microarray were obtained from the microchips provided by Dr. Michal
Orguil group. Each microarray was split into three subarrays displaying the same
library of 1,000 random peptides (942 15-mers). Median spot signal intensity (SI)
were read into R using the function readData and the mean Sl across subarrays
(n=3) was calculated for each peptide (n=942). To explore the potential classification
of the peptide sequences present in microchips that was carried out using an R
implementation a computational prediction techniques based in supervised data
classification algorithm, Potential Support Vector Machine (P-SVM) and Principal
Component Analysis (PCA). Comparison of sorted group mean peptide Sl revealed
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that OT samples Sl tend to be higher than those in CR and ST but lower than those
in HE samples. The variance of peptide Sl is tendentially lower in the study groups
under immunosuppression (ST and CR). The estimated average variance within the
ST and CR groups is about three times lower compared to the OT or HE group.
Principal Component Analysis (PCA) indicates reduced biological variability within
study groups under immunosuppression. Although the first two principal components
were found to explain 77.2% of the data set's variance, PCA failed to separate
individual study groups. However, samples from patients under immunosuppression
(ST, CR) form a very tight cluster while OT and HE samples are widespread in the
biplot, and agree with the reduced peptide Sl variance observed in the CR and ST
group. In leave-one-out cross-validation, the classifier was been discriminated three
pairs of study groups (OT vs. CR, ST+CR vs. HE+OT, CR vs. HE) with a balanced
accuracy (BACC) of more or equal to 66.0%. When the analyses was done in pairs
(biplot), the P-SVM algorism extracted 16 unique characteristics (peptides) for the
subproblem OT vs. CR (BACC=73.8) answering for 91.7% of the dates variance in
those groups (using PCA analysis) and 22 unique characteristics (peptides) for the
subproblem CR vs. HE (BACC=66%), answering for 68.3% of the dates variance in
those groups (using PCA analysis). Which that we got a set of random peptides
selected for P-SVM and PCA that discriminate OT/CR (n=16) and CR/HE (n=20).

Keywords : operational tolerance, kidney transplantation, immunologic tolerance,
allograft rejection, B-lymphocytes, autoantibodies, alloantibodies, phage display,
peptide microarray.
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1. INTRODUCAO

1.10 Transplante Renal

No momento em que terapias medicamentosas ou cirlrgicas convencionais ja
nao sdo mais eficientes no tratamento de doencas que levam a faléncia parcial de
um o6rgdo ou de um tecido tém-se o transplante como alternativa. O transplante &
um componente cirargico importante da pratica médica que consiste em retirar
células, tecidos ou 6Orgaos sadios de um doador (designados como enxertos) e
substituir por seus equivalentes irremediavelmente doentes. A principal limitagdo no
sucesso desta técnica € a resposta imune do receptor ao tecido do doador, que
caso ocorra em altos niveis pode gerar um dano, celular ou tecidual, culminando na
rejeicdo do enxerto. Portanto, o doador e o receptor devem ter algumas
caracteristicas biolégicas em comum, a fim de diminuir ou neutralizar este
obstaculo. (revisado por Nishio-Lucar e cols, 2013).

Quanto a sua classificacdo o transplante pode ser: autélogo, singénico,
alogénico e xenogénico. O transplante autdlogo ou auto-enxerto € realizado do
individuo para ele mesmo, ja o transplante entre duas pessoas geneticamente
idénticas é chamado singénico, enquanto que xenogénico (ou xenoenxerto) é o
transplante entre individuos de espécies diferentes. Quando se trata de um enxerto
transplantado entre dois individuos geneticamente diferentes, mas da mesma
espécie, ele classificado como alogénico ou aloenxerto (Afzali e cols., 2007), sendo
este o tipo de transplante abordado neste trabalho.

Dentre os transplantes de 6rgaos solidos, o mais prevalente € o transplante
renal. Esse tipo de transplante € indicado para os casos em que ha acometimento
irreversivel da funcdo renal. No Brasil, no ano de 2012 (dados de janeiro a
dezembro) foram realizados 5.358 transplantes renais, que equivalem a 72,5% de
todos os transplantes de 6rgéos solidos realizados no pais (ABTO, 2012). Esses
dados epidemioldgicos mostram a relevancia do transplante de rim na saude publica
do pais e a importancia de estudos para melhorar a sobrevida do enxerto renal.

Mas sem 0 uso adequado de drogas imunossupressoras, 0 transplante de

orgaos induz uma resposta imunolégica efetora direcionadas as células e/ou aos
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tecidos transplantados, mediada principalmente por células T, resultando na rejeicdo
do 6rgéo transplantado. Além disso, mesmo com o0 permanente desenvolvimento de
novos farmacos imunossupressores e com 0S avangos nos exames laboratoriais
pré-transplante, a maior limitacdo para o0 sucesso do transplante de 0rgéos
alogénicos € a rejeicao crbnica (revisado por Nankivell e cols, 2003).

Por definicdo, a rejeicdo € um processo de deterioracdo funcional e estrutural
do enxerto, mediada principalmente por fatores imunolégicos, porém fatores néo
imunolégicos como a hipertensdo e a toxicidade pelos inibidores de calcineurina,
também podem contribuir para a degradacdo do rim transplantado.
Consequentemente a resposta imunoldgica a rejeicdo é atualmente uma das
principais barreiras reais ao transplante alogénico, jA que a resposta imune as
moléculas alogénicas é muito forte. Dentre os fatores imunoldgicos envolvidos no
processo de rejeicdo, destaca-se o alorreconhecimento de moléculas extremamente
polimorficas, principalmente as moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC, major histocompatibility complex). Em humanos, as
moléculas MHC sdo chamadas de antigenos leucocitarios humanos (HLA, human
leukocyte antigens). O sistema HLA foi, primeiramente, descrito por Jean Dausset,
Jan van Rood e colaboradores sendo responsavel pela inducdo de rejeicdo de
aloenxertos, em humanos (Rapaport e cols., 1965). Contudo, a funcéo fisiologica do
sistema de apresentacdo de antigenos protéicos para os linfocitos T so foi
desvendada posteriormente (revisado por Delves e Roitt, 2000 e Cai e Terasaki,
2005a).

Em humanos, os genes que fazem parte do sistema HLA localizam-se no
braco curto do cromossomo 6. Sabe-se ainda, que o sistema HLA é poligénico e
altamente polimorfico, contendo mais de 1000 diferentes alelos e mais de 200 genes
(Erlich e cols., 2001). Destacamos nessa regido as sequéncias codificadoras das
cadeias das moléculas HLA de classe | (HLA-A, HLA-B e HLA-C) e de classe I
(HLA-DR, HLA-DP e HLA-DQ). Essas duas classes de moléculas sdo responsaveis
pela apresentacdo de peptideos préprios e ndo proprios aos linfocitos T, que as
reconhecem, em conjunto com os peptideos, através do receptor de células T (TCR,
T cell receptor), informando o estado do tecido,por exemplo quanto a presenca de
infeccdo ou malignidade. As moléculas de classe | apresentam peptideos,

principalmente para células T CD8+, enquanto que as de classe Il, para linfécitos T
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CD4+. Sendo que as moléculas de classe | sdo expressas em todas as células
nucleadas do corpo, enquanto que as de classe Il sdo expressas nas células
apresentadoras de antigenos (APC, antigen presenting cells) e em algumas células
qguando ativadas, como células endoteliais e linfocitos T, em humanos (revisado por
Delves e Roitt, 2000 e Kindt e cols., 2002). Nessa mesma regido génica do sistema
HLA existem outros genes que também contribuem com a resposta imune, séo eles:
HSP (heat shock protein); tapsina e TAP (transportador associado ao
processamento de antigenos) que codificam protéinas que participam do
processamento de antigenos via HLA classe I; proteinas do sistema complemento,
entre outras (revisado por Delves e Roitt, 2000).

As moléculas HLA do doador expressas na superficie das ceélulas do
aloenxerto sdo os principais alvos de reconhecimento dos linfécitos T do receptor.
Entretanto, ja foi mostrado por diversos grupos de pesquisa (Magro e cols., 2003;
Sun e cols., 2005), inclusive por nossos colaboradores, que outros sistemas nao
HLA como o sistema endotelial (Neumann e cols.,1992), assim como determinadas
proteinas préprias como a HSP podem participar da resposta imune ao

alotransplante (Caldas e cols., 2006).

1.2Vias de reconhecimento do Aloenxerto

A resposta imune na rejeicdo é iniciada principalmente pelos linfocitos T do
receptor que reconhecem as moléculas HLA do doador expressas nas células e/ ou
tecidos do 6rgdo transplantado. O reconhecimento desses antigenos pode
acontecer por trés vias distintas: direta, indireta e semidireta. Ao longo da sobrevida
do enxerto essas trés vias de alorreconhecimento dos linfécitos T do receptor
podem ocorrer concomitantemente. (Cornell e cols., 2008). Na via direta os linfécitos
T do receptor reconhecem diretamente o complexo peptideo/MHC intacto expresso
na superficie das células do doador, sem necessidade do processamento de
aloantigenos pelas células dendriticas do receptor (Warrens e cols., 1994).

A via indireta, é a via fisiologica de apresentacdo de antigenos, nas quais as
APCs do receptor processariam e apresentariam via HLA de classe Il os antigenos
derivados das moléculas HLA do doador para as células T CD4+ do receptor
(Lechler e Batchelor, 1982; Shoskes e Wood, 1994) A apresentacdo de
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aloantigenos de forma indireta (nesse contexto de moléculas HLA de classe Il
préprias) resultaria em uma resposta que é predominantemente de células T CD4+,
podendo desencadear também uma resposta via células T CD8+. Uma possivel
implicacdo dessa resposta é a inducdo da producdo de aloanticorpos. Devido ao
fato das células T CD4+ ativadas por APCs, que apresentavam aloantigenos,
podem interagir com células B naive alorreativas de forma a sinalizar para essas
células B a inducdo de mudanca de classe de Ig e a sua diferenciacdo em
plasmécitos secretores de aloanticorpos. Dessa maneira, a presenca de
aloanticorpos é um indicativo de que houve ajuda por parte de células T envolvidas
na via indireta de alorreconhecimento (Steele e cols., 1996; Taylor e cols., 2007).

A via semidireta ocorre devido a capacidade das células do sistema imune de
transferir moléculas de sua superficie celular para outra célula (Smyth e cols., 2007),
fenbmeno esse chamado de trogocitose no qual, uma célula adquire o contetdo
citoplasmatico ou fragmentos da membrana celular de outra célula com a qual
interage (revisado por Ahmed e Xiang, 2010). Sabe-se que as células dendriticas
sdo capazes de adquirir complexos HLA-peptideo intactos de outras células
dendriticas e células endoteliais e, assim, apresenta-los as células T alorreativas
(Bedford e cols., 1999; Herrera e cols., 2004). Dessa maneira, as APCs do receptor
podem adquirir complexos HLA-peptideos alogénicos intactos de células do doador,
por meio da transferéncia de moléculas HLA, e estimular células T CD8+ ou CD4+
pela via direta (Bedford e cols., 1999; Herrera e cols., 2004). Além disso, essa
mesma APC pode apresentar peptideos de antigenos de histocompatibilidade
alogeneicos que foram fagocitados e processados a partir de células necroticas.
Esses peptideos sdo apresentados via moléculas HLA de classe Il préprias pela via
indireta as células T CD4+. Nesse sentido, tanto células T CD4+ e CD8+
aloespecificas sdo ativadas pela mesma APC. O modo de aquisicdo do complexo
HLA intacto pode ser por contato celular direto (Harshyne e cols., 2001; Herrera e
cols., 2004; Game e cols., 2005) ou pela liberagdo e internalizagédo de pequenas
vesiculas (“exosomes”) (Denzer e cols., 2000; Morelli e cols., 2004).
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1.3Tipos de rejeicdo ao aloenxerto

A resposta imune ao alotransplante pode ser dividida em quatro fases:
inflamacdo cirurgica e ativagdo da resposta imune inata, reconhecimento de
aloantigenos, ativacdo de linfocitos antigeno-especificos, e a fase efetora da
rejeicdo do enxerto. Durante esse processo a rejeicdo pode ser entendida como a
deterioracdo funcional e estrutural do enxerto e, no transplante renal, atualmente
classificada de acordo com as alteracdes histopatologicas observadas e os fatores
imunolégicos nela envolvidos, seguindo os critérios da classificacdo de Banff 2005
gue foram posteriormente modificados (Racusen e cols., 1999; Solez e cols., 2007;
Sis e cols., 2010). Assim, os tipos de rejeicdo foram reclassificados em rejeicéo
mediada por anticorpos e rejeicdo mediada por células T; ambas podendo ser
aguda ou crénica (Solez e cols., 2007). Ambas as formas cronicas de rejeicdo séo
menos compreendidas quando comparadas com as formas agudas, sendo que
compartilham varias caracteristicas como constricdo vascular levando a perda
funcional do o6rgdo e infiltracdo de células mononucleares, além de se
caracterizarem por um processo lento que acomete tardiamente o 6érgao
transplantado. Outro dado interessante é que os casos de rejeicao cronica revelam
certa resisténcia ao uso de drogas imunossupressoras. (Colvin e Smith, 2005)

Durante um levantamento, realizado no periodo de 2007 a 2009 no Hospital
das Clinicas da FMUSP, observou-se uma prevaléncia de rejeicdo aguda na
populacdo de 457 transplantados renais em torno de 18,6%, sendo 12% rejeicOes
mediadas por células e 6% mediadas por anticorpos (dados nao publicados). Esta
predominancia se assemelha a encontrada em outros centros de pesquisa (Cornell
e cols., 2008). Quanto a taxa de sobrevida do aloenxerto renal, 99% é para rins de
doadores vivos e 92% para doadores cadavéricos, no primeiro ano pos-transplante.
Para 5 anos ap0s o transplante a sobrevida do enxerto € de 91 e 72%,
respectivamente, e de 77% e 47% , ap6s 10 anos de transplante (Axelrod e cols.,
2010). Mesmo com o0 uso de farmacos imunossupressores a perda funcional do
enxerto, em longos periodos, devido ao processo de rejeicdo tem sido a maior
dificuldade para o total sucesso do transplante de 6rgaos.

A rejeicdo aguda mediada por células T é caracterizada pela presenca de

células mononucleares infiltrantes no aloenxerto, como macrofagos, linfocitos B e,
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especialmente, linfocitos T CD4+ e CD8+, seguida por inflamacdo dos tubulos e
muitas vezes das artérias renais, e a auséncia da fracdo C4d do complemento
(Colvin e Nickeleit, 2006). Dentre os mecanismos efetores de agressao ao enxerto,
0S mais atuantes nesse tipo de rejeicdo sdo a hipersensibilidade tardia, mediada por
citocinas e quimiocinas inflamatorias, sendo as principais IFN-y, TNF-a e B e as
guimicionas CCL5 , também chamada de RANTES (regulated upon activation,
normal t cell expressed and secreted), e CCL3, também chamada de Proteina
inflamatéria de macrofago (MIP-1a, macrophage inflammatory protein), e
citotoxicidade mediada por perforina e granzimas e/ou por FasL (Hoffmann e cols.,
2005). Também e detectada a presenca de TGF-B (transforming growth factor) que
nos processos de rejeicdo, além de sua atividade anti-inflamatéria, pode tambéem
estar envolvido com o desenvolvimento de fibrose (Eikmans e cols., 2002).
Inclusive, esse processo inflamatério pode gerar a ruptura da membrana basal
tubular, o que induz a liberacdo de proteinas tubulares no intersticio, influenciando
diretamente na perda da funcdo renal e na perda tubular progressiva (Bonsib e
cols., 2000). Os casos de rejeicdo aguda geralmente ocorrem, entre as primeiras
semanas pos-transplante (revisado por Monaco, 2004) e sao facilmente revertidos
com tratamento imunossupressores convencionais (revisado por Helderman e cols.,
2001).

Ja quando se trata do processo de rejeicdo aguda aguda mediada por
anticorpos, a principal caracteristica sdo o0s anticorpos direcionados contra as
moléculas HLA e ABO expressas pelas células endoteliais do doador (Rocha e
cols., 2003), esses anticorpos sao capazes de ativar a cascata do sistema
complemento, resultando na lise celular, trombose e necrose do 6érgéo
transplantado. Além desses aloanticorpos, sao observados autoanticorpos
direcionados aos receptores do tipo | da angiotensina Il que podem também
participar desse tipo de rejeicdo (Dragun e cols., 2005). Ao que tudo indica, tanto
moléculas do doador quanto moléculas proprias, podem ser alvos de
reconhecimento e ativacdo da resposta imune ao aloenxerto no processo de
rejeicdo. Contudo, a presenca de polimorfismo nesses receptores, assim como a
existéncia desses autoanticorpos no soro dos receptores antes do transplante
devem ser avaliados. Os principais fatores de risco para rejeicdo mediada por

anticorpos sao a pré-sensibilizacdo do receptor através da gravidez, transfuséo



28

sanguinea ou por transplantes prévios, diminuicdo da imunossupressdo, muitas
vezes, devido ao surgimento de tumores, infeccbes e a toxicidade causada pelas
drogas imunossupressoras, ou ainda pela ndo aderéncia ao tratamento. Dentre os
principais achados histopatolégicos encontrados nesse tipo de rejeicdo destacam-
se, 0 minimo processo inflamatorio, a presenca de neutrofilos e mondcitos nos
capilares peritubulares e glomerulares, e a deteccdo da fracdo C4d nos capilares
peritubulares do aloenxerto, indicando ativacdo da cascata do sistema complemento
(revisado por Moll e Pascual, 2005; Solez e cols., 2007). Nesse tipo de rejeicéo, 88
a 95% dos individuos com deposicdo de C4d tém anticorpos anti-HLA (doador) na
circulacdo (Colvin, 2007). No entanto, a rejeicdo mediada por anticorpos pode
acontecer na auséncia de aloanticorpos circulantes, provavelmente devido a
absorcdo dos mesmos pelo enxerto (Martin L e cols., 2005). Outro mecanismo que
pode ocorrer na rejeicdo mediada por anticorpos sendo independente do sistema
complemento, é através da citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC),
onde os anticorpos ligam-se as células alvo e, ao mesmo tempo, induzem a
ativacéo de células efetoras através do reconhecimento da sua porgéo Fc, através
dos receptores FcyRIIA (CD16). Esses receptores estdo presentes nas células NK e
macrofagos, que quando ativadas, liberam citocinas e granulos, contendo perforinas
e granzimas, que promovem a apoptose da célula alvo (revisado por Cornell e cols.,
2008).

Atualmente a principal causa de perda do enxerto renal é a rejei¢cdo cronica,
tanto mediada por anticorpos quanto por células T, podendo ocorrer por
mecanismos celulares, humorais ou ambos. Entretanto, o uso de drogas
imunossupressoras, nesse tipo de rejeicdo tem se mostrado refratario (Ashton-
Chess e cols., 2006; Ashton-Chess e cols., 2009). Geralmente, € um processo mais
latente e ocorre frequentemente, em um periodo tardio apos o transplante. Segundo
Colvin e Nickeleit (2006) as principais alteracdes histopatologicas da rejeicao
cronica sao a duplicacdo ou multilaminacdo da membrana basal glomerular
(glomerulopatia do transplante) e dos capilares peritubulares; a arteriopatia do
transplante, caracterizada pelo espessamento da camada intima e proliferacdo de
células musculares lisas em artérias do enxerto, e menos especificamente; a fibrose
intersticial; e a atrofia tubular. As principais manifestacdes clinicas observadas em

individuos transplantados renais com rejeicdo cronica sdo a hipertensdo arterial e
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proteindria. Mesmo assim a patogénese da rejeicdo crbnica é ainda pouco
conhecida, porém ha varios dados experimentais e epidemiolégicos que indicam ser
um processo multifatorial, com a participacao tanto de fatores imunolégicos como de
fatores ndo imunoldgicos. Os principais fatores imunoldgicos que estéo relacionados
a progressao da rejeicdo crbnica em individuos transplantados renais sdo a
disparidades de antigenos HLA entre o doador e o receptor, sensibilizacdo pré-
transplante do receptor dirigido a antigenos HLA, episodios anteriores de rejeicao
aguda, injuria do 6rgao transplantado causada pelo tempo de isquemia e reperfuséo
pré e/ou durante a cirurgia, e imunossupressao inadequada. A lesdo do aloenxerto
causada por isquemia e reperfusdo resulta em dano tecidual e uma consequente
resposta inflamatoria e 0 aumento da expressao de moléculas como as proteinas de
choque térmico (HSP, heat chock protein), moléculas de adesé&o, citocinas e
guimiocinas, que sinalizam uma resposta imune inflamatoria.

Atualmente séo utilizados diversos protocolos com diferentes tipos de drogas
imunossupressoras, direcionados tanto para inibir a resposta celular quanto a
humoral. Esses farmacos aumentam a sobrevida do aloenxerto, mas pelo fato de
nao atuarem somente na resposta imune direcionada ao aloenxerto levam a um
estado de imunossupressdo, aumentando também o risco do individuo contrair
infeccbes ou desenvolver processos neoplasicos. Além disso, essas drogas
imunossupressoras causam diversos efeitos colaterais (mielossupresséo,
nefrotoxicidade, disturbios metabdlicos) (revisado por Lisik e cols., 2005) e sao
pouco eficientes no tratamento da rejeicao crbnica, que € a principal causa da perda
tardia do aloenxerto. Deste modo, a busca por novos protocolos terapéuticos mais
eficazes e com menores efeitos colaterais continua sendo uma necessidade.

Vale ressaltar que a Ultima classificacdo de Banff (Racusen e cols., 1999;
Solez e cols., 2007; Sis e cols., 2010) € uma tentativa de se apontar 0s mecanismos
predominantes envolvidos no processo da rejeicao, diferenciando a rejeicédo cronica
mediada por células da mediada por anticorpos. No entanto, € importante lembrar
gque ambos 0s mecanismos celulares e humorais possivelmente coexistem no
processo de agressao ao enxerto.

Andlises do repertorio de aloanticorpos anti-HLA presentes no soro de
pacientes transplantados tém contribuido para uma maior valorizacdo do papel dos

anticorpos na rejeicdo cronica. Nesses estudos foi observado que a deteccdo de
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aloanticorpos anti-HLA (tanto doador especificos como néo especificos) podem
predizer a evolucdo para a rejeicdo cronica (Terasaki e Ozawa, 2005). Nesse
trabalho os 2231 pacientes com transplante renal, mostraram uma prevaléncia de
casos de rejeicao crbnica expressivamente superior no grupo de pacientes com
aloanticorpos anti-HLA quando comparados aos que ndo possuiam tais anticorpos
(Terasaki e Ozawa, 2005). Além disso, andlises diferenciais de pacientes com
aloanticorpos anti-HLA doador especificos e ndo especificos demonstraram que,
apesar dos pacientes com aloanticorpos anti-HLA doador especificos apresentarem
uma maior prevaléncia de comprometimento da funcdo do enxerto, ambos o0s
grupos apresentaram um maior risco de perda do enxerto e uma diminuicdo da
funcdo do enxerto quando comparados aos pacientes que ndo possuiam esses
anticorpos (Hourmant e cols., 2005). Ainda que ndo se conhegam 0S mecanismos
exatos de dano ao enxerto no que diz respeito aos aloanticorpos nao especificos ao
doador, esses dados dao a entender que a presenca de aloanticorpos anti-HLA seja
um forte marcador para o surgimento da rejeicdo crénica, e 0 seu monitoramento
pode ser uma importante ferramenta para essa avaliagao.

Também é possivel observar que anticorpos ndo HLA e autoanticorpos,
fixadores ou ndo do sistema complemento, sejam também responsaveis por uma
série de danos ao enxerto (Dragun, 2008). Além disso, os alvos descritos no
transplante renal incluem varios antigenos secundéarios de histocompatibilidade
(Sumitran-Holgersson e cols., 2002; Mizutani e cols., 2006), receptores vasculares,
como os receptores de angiotensina (Ansari e cols., 2005; Dragun e cols., 2005),
moléculas de adesdo (Raats e cols., 1998; Costell e cols., 1999; Lawson e cols.,
2005) e filamentos intermediarios (Dragun, 2008). Embora esses mecanismos sejam
pouco conhecidos, esses tipos de anticorpos talvez possuam um papel importante

no processo de rejeicao cronica.

1.4 A Tolerancia imunolégica, central e periférica

Tolerancia imunolégica é tida como o estado de ndo agressao aos tecidos
préprios. Podendo ser classificada em dois tipos, a central e a periférica. A
tolerancia central ocorre nos orgaos linfoides centrais - medula éssea para o0s

linfocitos B e timo para os linfocitos T, e a periférica nos 6rgaos linféides periféricos
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(baco e linfonodos) e nos tecidos periféricos (Kyewski e Klein, 2006). Durante a
tolerancia central, os linfécitos que reconhecem antigenos proprios com alta avidez,
geralmente, entram em um processo chamado selecdo negativa e sdo eliminados
por apoptose. Ja aqueles linfécitos que possuem uma avidez intermediaria pelos
antigenos proprios passam pelo processo chamado de selecdo positiva, e em sua
maioria, essas células sdo estimuladas a migrar para os tecidos linfoides periféricos
(Liu, 2006). Além disso, existem estudos que mostram uma terceira situacao, eles
mostram a existéncia de uma populacdo de células T selecionadas positivamente
com uma capacidade de se ligar com média a alta avidez a antigenos proprios.
Essa populacéo celular desempenha um papel regulador sobre a resposta imune na
periferia e sdo chamadas células T reguladoras (Tregs) (Schwartz, 2005).

Diferentemente do que ocorre com os linfocitos T, no processo de selecao
negativa dos linfocitos B as células com BCR (B cell receptor) com alta avidez por
antigenos proprios podem, ao invés de serem eliminadas, seguir em um processo
de edicdo do receptor altamente autorreativo (Cancro e Kearney, 2004). Ao
encontrar um autoantigeno com alta avidez, a célula B, imediatamente, internaliza o
BCR e entra em um periodo latente. Nesse momento, o BCR sera editado para uma
nova especificidade e, somente entéo, sera reexpresso. Se, hovamente, o linfocito B
falhar nesse processo, ele entrara em morte celular e sera eliminado por apoptose
(Ferry e cols., 2006).

Ja tolerancia periférica € possivelmente regulada por um processo continuo
de reconhecimento de antigenos proprios. A mediacdo da atividade efetora de
linfocitos na periferia ocorre de diversas maneiras, como por exemplo, delecéo e/ou
supressdo. A delegdo consiste, na maioria das vezes, na eliminagdo de células
efetoras autorreativas por apoptose (Wells e cols., 2001). Outra forma de tolerancia
periférica € a estimulacdo de linfécitos T na auséncia de coestimulacdo, podendo
induzir uma modificacédo da atividade de uma célula efetora, levando-a a um estado
nao proliferativo, chamado por muitos de anergia, ou seja, a auséncia de
proliferacéo e producéo de IL-2 pelos linfocitos (Knoechel e cols., 2006).

Atualmente, muitos esforcos sdo direcionados para a compreensao dos
mecanismos usados pelas células reguladoras no processo de inducdo da

tolerancia. O conhecimento desses mecanismos pode ajudar a determinar novos
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protocolos para a inducdo da tolerancia, seja no contexto do transplante, seja para

doencas autoimunes.

1.5Mecanismos de Imunorregulacéo

Através do reconhecimento de moléculas préprias e nédo proprias, o sistema
imune contribui para manter a homeostase do organismo. No processo de tolerancia
imunoldgica o organismo mantém o estado de ndo agressao aos tecidos préprios
em individuos imunocompetentes, mantendo esta homeostase fisioldégica gracas
aos mecanismos da tolerancia central e da tolerancia periférica. Também é
importante ressaltar que 0 nosso organismo mantém através dos mecanismos de
tolerancia periférica, um estado de tolerancia a organismo alogénico, como na
gestacédo, onde o organismo da mé&e néao rejeita o feto, e a microorganismos, como
na simbiose entre a microbiota e a mucosa gastrointestinal. Como foi tratado
anteriormente, o processo de tolerancia central garante que a maioria dos linfocitos
T e B adquiram tolerancia a antigenos proprios durante sua maturagdo no timo e
medula 6ssea, dessa forma os linfécitos T imaturos sdo selecionados através da
interacdo de seus receptores (TCR) com os complexos MHC-peptideos proprios
apresentados pelas células epiteliais timicas. Quando esse reconhecimento
acontesse com afinidade intermediaria essas células recebem um sinal para sua
maturacao (selecdo positiva), entretanto, quando esse reconhecimento se da com
forte avidez ou ndo ha nenhuma interacdo essas células morrem por apoptose
(selecado negativa) (revisado por Delves e Roitt, 2000). Mesmo assim, algumas
células que sobrevivem ao processo de sele¢do negativa se diferenciam em uma
subpopulacao de linfécitos T CD4 que expressam na sua superficie a cadeia a (alfa)
do receptor de IL-2 (CD25) e o fator de transcricao Foxp3 (forkhead box protein P3).
Essas células sdo denominadas como células Treg naturais, porque sao geradas
naturalmente no timo (revisado por Kyewski e cols., 2006). Acredita-se que esse
processo de selecdo que ocorre no timo desempenha um importante papel na
autotolerancia dos linfocitos T, diminuindo a possibilidade de maturacédo e ativacéo
de linfécitos T autorreativos com potencial de serem agressivos na periferia (Cohen,
2002). Mesmo assim, fisiologicamente um grande numero de células T autorreativas

faz parte do repertério de células T maduras na periferia (Cohen, 2004 e 2007).
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Estas células T autorreativas, normalmente n&o sdo ativadas e ndo induzem
autoimunidade, mostrando que existem outros mecanismos de regulacdo que séo
capazes de manter o estado de tolerancia ao proprio.

Diferentes mecanismos sao utilizados para evitar o desenvolvimento de uma
resposta imune efetora durante o processo de tolerancia periférica que,
diferentemente da tolerancia central, se baseia tanto em moléculas préprias quanto
nao proprias através da inducao de um estado nao-proliferativo (anergia) provocado
pela auséncia de sinais coestimuladores nas APCs; inibicdo da producéo de IL-2 e
proliferacdo das células T, assim como a delecdo das células T por apoptose;
modificacdo do tipo de resposta imunoldgica através da mudanca na producao de
citocinas inflamatérias para citocinas imunorreguladoras como, IL-4 e IL-10;
apresentacdo de antigenos por células dendriticas imaturas ou tolerogénicas e
supressao por células Treg naturais e induzidas via IL-10 e TGF-3 (revisado por
Wood e Sakaguchi, 2003; Dieckmann e cols., 2002; Hayday e Tigelaar, 2003;
Levings e cols., 2005; Mueller, 2010).

Outro mecanismo que contola a resposta imune periférica € a apoptose de
células autorreativas e de células T ativadas, essa delecéo € ativada via Fas/FasL,
gue tém sua expressao aumentada em células T durante os processos inflamatérios
e também pela ativagdo de moléculas pro-apoptéticas intracelulares (Watanabe-
Fukunaga e cols., 1992; Davey e cols., 2002). Além disso, a expressdo de
moléculas inibitdrias, associadas com a supressédo de células T ativadas tambéem
esta relacionado com a regulacdo da resposta imune. Dessas moléculas inibitorias,
umas das mais estudadas é a molécula CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen 4),
constitutivamente expressa em células Treg, e tem sua expressao aumentada em
células T que foram ativadas (Chikuma e Bluestone, 2003). Da mesma forma que a
molécula CD28, o CTLA-4 liga-se as moléculas CD80 (B7.1) e CD86 (B7.2), ambas
expressas na superficie de APCs, mas diferente do CD28 que estimula o segundo
sinal na ativacdo de células T naive, a ligacdo do CTLA-4 com a molécula B7 induz
um sinal inibitério para as células T efetoras, regulando negativamente a resposta
imune. Outra molécula com funcéo inibidora € a PD-1 (programmed cell death-1),
membra da superfamilia B7-CD28, e expressa principalmente por células T CD4+ e
CD8+ ativadas (Fife e Bluestone, 2008). Sua interacdo pode ocorrer com dois
ligantes, o PD-L1 (B7-H1) e o PD-L2 (B7-DC), expressos por APCs e diversas
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células parenquimais, levando a inibicdo da proliferacdo e da producao de IL-2 (Fife
e Bluestone, 2008).

Outro mecanismo que afeta a tolerancia periférica € a supressao da resposta
imune pelas células T regulatérias, tanto Tregs naturais (Sakaguchi e cols., 1995)
guanto Tregs induzidas (Chen e cols., 1994), que diferem das Tregs naturais por
serem geradas a partir de estimulos antigénicos na presenca de TGF- 3. Ambas
com a capacidade de inibir a resposta imune em excesso e possivelmente danosa
ao organismo.

Apesar dos mecanismos de funcionamento das células Treg ainda néo estar
bem claro, sabe-se que sua atividade de da a partir de interaces célula-a-célula e
suprime a resposta imune através da producéo de citocinas, incluindo IL-10 e TGF-
(Dieckmann e cols., 2002; revisado por Levings e cols., 2005) .

Além disso, existem diversos dados relacionando estimulos realizados por
auto-antigenos com a regulacéo do sistema imune. Isso explicaria porque o sistema
imune responde a estimulos desses antigenos proprios (Cohen, 2007). Uma
possivel hipotese para a existéncia dessa auto-reatividade na periferia pode ser
observada na teoria do “homuanculo imunolégico” (Quintana e cols., 2006). A
proposta desta teoria € que o repertorio de células B e T auto-imunes e 0s
receptores que reconhecem epitopos préprios criam uma imagem imune funcional
das moléculas-chave corporais. Com essa imagem, o sistema imune é capaz de
“monitorar” a homeostase das células pelo seu padrdo de expressédo de moléculas e
responder a disturbios presentes no organismo. Dessa forma, existiia um
determinado grau fisiolégico de auto-imunidade podendo ser importante para a
manutencdo da homeostase (Cohen, 2007). Mesmo assim o papel dos auto-
anticorpos na regulacéo da resposta imune ainda € um tema ainda pouco entendido;
outra hipotese é a possibilidade de que auto-anticorpos sejam capazes de
desencadear uma apresentacdo mais eficiente de auto-antigenos as APCs. Isso
possibilitaria o recrutamento de células T reguladoras para o0s antigenos
reconhecidos pelos auto-anticorpos induzindo tolerancia (Nobrega e cols., 2002)

Outra perspectiva para a auto-reatividade € a teoria da rede idiotipica que
Niels Jerne elaborou em 1974. Dentro dos parametros desta teoria o sistema imune
pode ser regulado por meio dos determinantes antigénicos presentes na regiao

varidvel de imunoglobulinas. Estas regifes variaveis contém, além dos sitios
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combinatérios (paratopos), que se combinam aos determinantes antigénicos
(epitopos), estruturas chamadas idiotipos (epitopos associados aos paratopos)
complementares a paratopos de outros anticorpos formados pelo mesmo
organismo. Dessa forma, um antigeno pode estimular a geragdo de um anticorpo
com um sitio de ligag&o Unico (paratopo), que por sua vez, podera ativar o sistema
imune a elaborar anticorpos que reconhecam o0 seu sitio de ligacdo (anti-idiotipo).
Esse anticorpo vai, entdo, possuir um idiotipo com uma similaridade estrutural ao
antigeno. Essa cascata de rea¢fes pode se prolongar formando anticorpos anti-anti-
idiotipicos. O resultado final seria a producdo de uma rede de auto-anticorpos que
se reconhecem e podem regular ativando ou suprimindo o sistema imune
(Shoenfeld, 2004).

Ainda no campo da regulacdo por auto-anticorpos, outro possivel mecanismo
€ a resposta anti-ergotipica. Ela ocorre através do reconhecimento de ergotopos
pelo sistema imune (epitopos presentes em moléculas que determinam o estado de
ativacado de linfocitos T como, por exemplo, CD25 e Hsp60). Esse reconhecimento
estaria relacionado a uma resposta na regulagédo pela producdo de citocinas por
células ativadas influenciando no processo inflamatério (Cohen, 2007). Portanto, a
presenca de auto-anticorpos ligantes a ergotopos de células T ativadas induziria
uma inibicdo da ativacdo das células T efetoras que expressam esses ergotopos

induzindo a tolerancia (Zhang e cols. 2003).

1.6 A Tolerancia operacional

Mesmo com a presenta dos casos de perda do enxerto entre os individuos
transplantados, existe um raro grupo, chamado de “tolerante operacional”’, esses
sujeitos mantém a funcéo estavel do enxerto a longo prazo, mesmo apods a retirada
total das drogas imunossupressoras. Esse grupo de individuos, que se encontra em
estado chamado de “tolerancia operacional’, evoluiram diferentemente dos
individuos com rejeicdo crénica que tiveram perda da funcdo do enxerto. Este
fendmeno foi observado em individuos transplantados hepaticos (Thomson e cols.,
2001; Mazariegos e cols., 2005) e também em individuos transplantados renais
(Strober e cols., 2000; Brouard e cols., 2005). Para que possamos esclarecer os

mecanismos béasicos que participam da regulacdo da resposta inflamatéria ao



36

enxerto, deve-se compreender melhor as diferencas imunoldgicas observadas entre
esses grupos de individuos, além disso, pode-se fornecer novas bases para
intervencdes terapéuticas de inducéao de respostas imunorreguladoras, assim como
para o estabelecimento de critérios de diagnéstico sobre este estado de néo
agressao ao Orgao transplantado.

Um individuo é definido como tolerante operacional quando se encontrar em
um estado estavel de sobrevida do aloenxerto, por um periodo de aproximadamente
1 ano com caracteristicas funcionais normais e sem a presenca de drogas
imunossupressoras (Roussey-Kesler et a., 2006). Outro estado considerado
importante € o do “quase” tolerante, no qual individuos transplantados estaveis com
longo tempo de transplante requerem o uso de baixas doses de imunossupressores,
esses individuos também sdo chamados “estaveis” (Ashton-Chess e cols., 2006).

Como ndo se conhecem parametros clinicos preditivos confidveis de
tolerancia, a retirada de imunossupressao e a observacdo do estado de tolerancia
operacional ocorrem principalmente em dois contextos. A retirada da
imunossupressdo devido aos efeitos colaterais causados por esses medicamentos,
como por exemplo, a nefrotoxicidade e o surgimento de neoplasias. Mas na maioria
dos casos, os individuos suspenderam o uso da imunossupressao por iniciativa
prépria. Apds a retirada da imunossupressao, muitos individuos transplantados
renais foram capazes de manter, por um periodo transitorio, um funcionamento
estavel do aloenxerto, mas posteriormente perderam a funcdo renal (revisado por
Ashton-Chess e cols., 2006). Entretanto, outros individuos transplantados renais
mantiveram a funcéo estavel do aloenxerto por um maior periodo de tempo mesmo
ap6s a retirada da imunossupressao, mostrando que o estado de “tolerancia
operacional” pode ser mantido (revisado por Ashton-Chess e cols., 2006).

Com o intuito de caracterizar os mecanismos imunoldgicos envolvidos no
estado de tolerancia operacional, foram observadas em trabalhos realizados nesse
grupo de transplantados, uma hiporresponsividade especifica ao doador através de
reacdes leucocitarias mistas, em conjunto com a reducdo de citocinas da resposta
Thl e a presenca de microquimerismo (Cai e cols., 2004) e a existéncia de
anticorpos antidiotipicos capazes de inibir a resposta alogénica em cultura
linfocitaria mista (Miyajima e cols., 1989). Aléem do mais, foi mostrada uma

diminuicdo da resposta DTH (delayed type hypersensitivity) contra antigenos do
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doador, mediada por TGF-$3 e IL-10 (VanBuskirk e cols., 2000). Entretanto, também
foi observada a permanéncia de precursores citoliticos dirigidos a antigenos HLA do
doador, indicando que a tolerancia no transplante humano pode ocorrer sem a
perda da memoéria imunoldgica para antigenos do doador (Vandekerckhove e cols.,
1990).

Sabendo que as células T reguladoras tém um papel considerdvel no
processo de tolerancia periférica, alguns grupos de pesquisa analisaram a
frequéncia desta populacao celular nos sujeitos tolerantes operacionais. Nao foram
observadas diferencas no numero absoluto de células T CD4+ CD25+ entre os
transplantados hepaticos em estado de tolerancia operacional e individuos
saudaveis (Li e cols., 2004). Também foi observada uma semelhanca entre o
fendtipo das células do sangue periférico em individuos transplantados renais em
estado de tolerancia operacional e individuos sadios. Contudo, quando comparados
com os individuos clinicamente tolerantes os sujeitos com rejei¢cdo crénica tinham
uma reducdo de células T CD4+ CD25hi e niveis menores de transcritos para
Foxp3. Esses individuos com rejeicdo crbnica também apresentaram células T
CD4+ CD25- expressando marcadores de citotoxicidade como: NKG2D+CD94+,
CD57+CD27-CD28- (Louis e cols., 2006), sugerindo haver um desequilibrio entre
populacdes reguladoras e proinflamatérias. Foi mostrado também que a frequéncia
de células T CD4+ CD25hi Foxp3+ (Treg) circulantes de individuos tolerantes
operacionais era expressivamente maior quando comparados com o0 grupo de
individuos com uso habitual de imunossupressores (Tokita e cols., 2008). Em um
estudo realizado por nossos colaboradores, foi mostrado que o0s sujeitos
transplantados renais tolerantes operacionais, ndo demonstraram diferenca
significativa tanto na porcentagem quanto no numero absoluto de células T CD4+
CD25hi Foxp3+ e CD4+ CD25Low Foxp3+ em relagdo aos individuos com funcéo
estadvel do enxerto com baixa imunossupressdo e aos individuos saudaveis.
Entretanto, foi encontrado uma reducdo na populacdo celular com fendtipo
regulador nos individuos transplantados com rejeicdo crénica e nos individuos
estaveis com doses habituais de drogas imunossupressoras (Moraes-Vieira e cols.,
2010). Esses resultados sugerem que a preservacédo desta populacdo celular com
perfil regulador seja importante na manutencéo da tolerancia ao aloenxerto nos

transplantes renais e hepatico, corroborando com os achados da literatura. Além do
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mais, em um estudo prospectivo, onde foi feita a retirada das drogas
imunossupressoras em individuos transplantados hepaticos com funcao estavel do
enxerto, houve uma maior frequéncia de células T CD4+ CD25hi Foxp3+ nos
individuos que evoluiram para um estado de tolerancia operacional, em comparacao
aqueles individuos que tiveram episadios de rejeicdo durante o protocolo de retirada
do tratamento com os imunossupressores (Pons e cols., 2008), indicando o papel
importante que essa populacdo de células T tem na inducdo de tolerancia no
transplante humano. Portanto, acredita-se que a analise das células T CD4+ CD25hi
Foxp3+ possa servir como um parametro para identificagdo da evolugcdo de
individuos transplantados para um estado de tolerancia operacional.

Ainda existem outros mecanismos de regulacédo da resposta imune periférica,
a apresentacdo de antigenos por células dendriticas com perfil tolerogénico e a
inibicdo da coestimulacéo através de moléculas reguladoras. Nessa mesma direcao,
um grande numero de precursores de células dendriticas plasmocitéides 2 (pDC2)
foram observados no sangue periférico de individuos transplantados hepaticos em
estado de tolerancia operacional em relacdo aos individuos que faziam uso de
baixas doses de drogas imunossupressoras (Mazariegos e cols., 2003).
Posteriormente, este mesmo grupo mostrou que o0 uso de drogas
imunossupressoras como, corticosteréides, tracolimus ou ambas, ndo afetou de
forma significativa, a presenca de subtipos das células dendriticas no sangue
periférico de individuos tolerantes operacionais comparados com os individuos
estaveis (Mazariegos e cols., 2005). Esses resultados sugerem que a
imunossupressao, neste contexto, nao interfere na expressao diferencial de subtipos
de células dendriticas entre os grupos de individuos transplantados estudados.
Outro estudo indicou que individuos transplantados hepaticos tolerantes
operacionais e individuos transplantados com uso de baixas doses de
imunossupressores apresentam uma maior porcentagem de pDCs em relacdo as
células dendriticas mieldéides (mMDCs) no sangue periférico em relacdo aos
individuos transplantados com uso habituais de imunossupressores e aos individuos
sadios (Tokita e cols., 2008). Além do mais, demonstrou-se que as pDCs dos
individuos tolerantes expressavam uma maior quantidade de moléculas inibidoras
PD-1L em relacdo as moléculas coestimuladoras CD86 quando comparadas com

aqueles do grupo de individuos com uso habitual de imunossupressores. Uma
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significativa correlacéo direta foi notada entre pDC1 e células Treg apenas no grupo
de individuos tolerantes operacionais (Tokita e cols., 2008). A partir disso, sugere-se
gue pDCs e ceélulas Treg participam do processo de tolerancia nos individuos
tolerantes operacionais. Uma hipo6tese é que as células pDCs participem da geracdo
de células Treg na periferia, contribuindo para a manutencdo do aloenxerto. Além
disso, foi realizado um estudo do repertorio de linfocitos T, através da analise por
immunoscope da regido CDR3 do receptor de célula T, em individuos com
tolerancia operacional (Brouard e cols., 2005). Comparando diferentes grupos
clinicos (rejeicao cronica, tolerdncia operacional e individuos com baixas doses de
imunossupressores) e individuos saudaveis foi demonstrado que os individuos
tolerantes operacionais, ou aqueles que usam baixas doses de imunossupressores,
apresentaram um repertério com perfil de oligoclonalidade para diversas familias V3
(beta). E sugerida a ocorréncia de delegdo clonal, exaustdo de células T
alorreativas, ou ainda a expansdo de células Treg neste grupo de individuos
(Brouard e cols., 2005). Ainda quanto aos tolerantes operacionais em transplate
renal, foram identificados no sangue periférico por microarray, 49 genes associados
a este estado clinico, quando comparados com individuos com rejei¢cdo cronica e
individuos saudaveis (Brouard e cols., 2007). A partir disso, foi sugerido um painel
de expressao génica com potencial para identificar individuos transplantados renais
gue possam desenvolver tolerancia, assim como identificar individuos em tolerancia
operacional que podem evoluir para rejeigao e, consequentemente, levando a perda
do enxerto. Desses 49 genes identificados, 27 sao regulados pelo TGF-B, indicando
gue esta citocina demonstra um papel importante na inducdo e/ou manutencdo do
estado de tolerancia operacional. Entretanto, ndo foram obseradas diferencas nos
niveis séricos de TGF-B entre os individuos transplantados renais com tolerancia
operacional e os individuos com rejeicao crbnica (Brouard e cols., 2007).

Também foram analisados os padrbes de expressdo génica utilizando
microarray nas células do sangue periférico de individuos transplantados hepéticos,
tolerantes operacionais e aqueles em tratamento com drogas imunossupressoras.
Neste trabalho, foram identificados e validados genes capazes de discriminar
individuos transplantados em tolerantes operacionais ou nao tolerantes. Foi
observada, nos individuos hepaticos, que assinatura especifica para tolerantes &

caracterizada, sobretudo pela maior expressao de genes que codificam receptores
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de superficie expressos por células NK, CD8+ e células T yd (Martinez-Llordella e
cols., 2008).

Em um trabalho realizado por nossos colaboradores, tendo como base a
importancia da diferenciagdo dos linfécitos T em diferentes subtipos funcionais de
células T CD4+ efetoras e das vias de sinalizacdo que participam desse processo,
foram analisadas a fosforilacdo das vias IL-6/STAT3 e IL-4/STAT6 nas populacdes
de células mononuclerares do sangue periférico dos individuos transplantados
renais em estado de tolerancia operacional comparados com outros grupos clinicos
de transplantados renais e individuos saudaveis. Foi mostrado que os tolerantes
operacionais apresentam uma reducdo na ativacdo da via IL-4/STAT6 na regido de
monaocitos em relacdo aos demais grupos estudados, sugerindo que a alteracdo da
via de sinalizacdo STAT6 pode ser importante no estado de tolerancia operacional
(Moraes-Vieira e cols., 2010).

Em outro estudo, também relacionado aos receptores celulares, foram
analisadas as diferencas de transcritos de DNA para o gene TLR4 (TLR, toll like
receptors) entre os individuos tolerantes operacionais, individuos com diagndstico
de rejeicao crénica e individuos sadios (Braudeau e cols., 2008). Vale lembrar os
receptores do tipo Toll (TLR) sdo moléculas relacionadas com a resposta imune
inata (Palm e Medzhitov, 2009). No trabalho de Braudeau e colaboradores (2008) foi
observado que individuos tolerantes operacionais e individuos saudaveis néo
apresentaram diferencas significativas, enquanto que os individuos com rejeicdo
cronica apresentaram uma maior quantidade de mRNA para TLR4 em relacdo aos
demais grupos da pesquisa. Sugerindo a participacdo do TLR4 no processo de
rejeigao cronica.

Quanto a estudos histologicos de bidpsias entre individuos transplantados
hepaticos, foram realizadas analises entre os individuos tolerantes operacionais,
individuos transplantados com uso habitual de imunossupressores e individuos
saudaveis. Yoshitomi e colaboradores (2009) ndo observaram qualquer
caracteristica histolégica de rejeicdo aguda ou crbnica no grupo de tolerantes
operacionais. Contudo, os individuos tolerantes operacionais apresentaram um grau
elevado de fibrose quando comparados ao grupo de transplantados com uso de
imunossupressores, e também uma frequéncia maior de células T CD4+ Foxp3+ in

situ. Vale observar que nenhuma correlagéo foi observada quando o grau de fibrose
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foi comparado com o nimero de células T CD4+ Foxp3+, idade do receptor no
momento do transplante hepatico e intervalo entre o transplante de figado e a
bidépsia. Também € importante ressaltar que, ao ser reiniciado o tratamento com as
drogas imunossupressoras nos individuos tolerantes operacionais obteve-se uma
melhora do grau de fibrose na maioria dos individuos, sugerindo que a fibrose nesse
grupo possa ser devido um processo imunologico que dependente do antigeno ou
mediado por TGF-B, citocina produzida pelas Treg associada ao reparo tecidual
(Yoshitomi e cols., 2009).

Existem muitas informag8es sobre o perfil imunologico tolerante operacional
em individuos com longo tempo de transplante de orgaos sélidos, esses estudos
mostram que esses individuos tém um repertério imunorregulador diferenciado,
mesmo assim, por se tratar de um quadro clinico raro, o numero de individuos
analisados ainda é bastante limitado. Além do mais, sdo encontrados resultados
controversos entre diversos trabalhos, nos levando a questionar em relacdo a
estabilidade do enxerto, quais parametros sao confiaveis (Steinman e cols., 1994;
revisado por Mathews e cols., 2003; Fehr e Sykes, 2004).

Por isso, existem propostas para 0 estabelecimento de parametros
imunologicos que possam ser utilizados na retirada da imunossupressdo dos
individuos transplantados. Propostas essas que envolvem a analise em conjunto de
diversos parametros: titulagdo de aloanticorpos; analise dos subtipos de células
dendriticas circulantes (pDC2 e pDC1); quantificacdo por ELISPOT da frequéncia
células de memodria e de células T ativadas frente a antigenos do doador pela
producdo de determinadas citocinas; caracterizacdo do fendtipo de células T
reguladoras; entre outros (revisado por Thomson e cols., 2001; revisado por Newell
e Larsen , 2006). Ressaltamos também que no contexto do transplante renal, a
analise dos anticorpos presentes no plasma desses individuos transplantados
podem também trazer informacdes relevantes sobre o estado de tolerancia

operacional.



42

1.7Imunossupressao e as células reguladoras

O tratamento da rejeicdo pode ser feito por imunossupresséao do hospedeiro,
diminuicdo da imunogenicidade do enxerto ou pela indugdo de tolerancia. (Cai e
Terasaki, 2005b). A maioria dos imunossupressores é dirigida para as respostas das
células T e consiste no uso de drogas citotoxicas, de agentes especificos ou de
anticorpos anti-células T. Um dos principais imunossupressores especificos € a
ciclosporina, que age bloqueando a sintese de citocinas pelas células T. A
imunossupressdo € comumente combinada a terapia anti-inflamatoria, com agentes
como os corticosteroides, que impedem a sintese de citocinas pelos macréfagos.
Estudos indicam que a tolerancia pode ser induzida aos antigenos do enxerto por
meio de reagentes que blogueiam a co-estimulagdo das células T no
reconhecimento do aloantigeno (Cai e Terasaki, 2005b). Um dos principais fatores
relatados na inducéo da tolerancia imunoldgica dentro do contexto do transplante
sdo as células T reguladoras (Tregs). Isto devido a sua capacidade de suprimir as
respostas imunes tanto in vitro quanto in vivo. (Cohen e cols., 2004). Dentre os
diversos tipos de Tregs, as células T CD4+ CD25+ conhecidas como células T
reguladoras naturais sdo as mais estudadas, constituindo cerca de 5 a 10% do total
de células T auxiliares em camundongos (Sakaguchi e cols., 1995). Essas células
Tregs CD4+ CD25+, tanto murinas quanto humanas, suprimem a proliferacdo de
células T CD4+ CD25- e CD8+ em cultura e impedem o desenvolvimento de
processos inflamatérios autoimunes, em camundongos imunodeficientes, quando
administradas juntamente com células T efetoras, demonstrando atividade
supressora tanto in vitro quanto in vivo (Piccirillo e Shevach, 2001). Estudos
realizados em humanos descreveram células fenotipicamente semelhantes,
formando em torno de 6% das células T CD4+ circulantes em individuos saudaveis
(Dieckmann e cols., 2001). Mesmo assim, no contexto de transplante, o que é
observado quanto a atividade das células Treg no processo de inducdo de
tolerancia esta restrito somente aos modelos experimentais. Por exemplo, o
aumento da populacdo de Tregs CD4+ CD25+ naturais antigeno-especificas, foi
observada in vivo, em modelo de transplante de pele murino, esse processo foi
capaz de induzir uma imunossupressdo especifica protegendo o aloenxerto

(Nishimura e cols., 2004). Ainda sobre as células Treg naturais, demonstrou-se que
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elas possivelmente contribuem no processo de manutencao tolerancia ao proéprio,
pois tanto em humanos quanto camundongos deficientes de Foxp3, desenvolvem
doencas autoimunes (Bennett e cols., 2001, Brunkow e cols., 2001). Também foi
mostrado que as células Treg (CD4+ CD25+ Foxp3+) estdo envolvidas com a
regulacdo negativa de algumas doencas autoimunes em modelos experimentais
(Read e cols., 2000) e na rejeicdo de aloenxertos, através de mecanismos
dependentes de CTLA-4, IL-10 e TGF- (Taylor e cols., 2001; Kingsley e cols.,
2002).

Entre as células Treg induzidas (aquelas que adquirem funcao reguladora na
periferia), podemos mencionar as Trl (células T reguladoras tipo 1), que se originam
a partir de células T CD4+ naive induzidas por IL-10 (Groux et al.,1997),
dexametasona e vitamina D3 in vitro (Barrat e cols., 2002). Essas células Trl
produzem IL-10, TGF-B, IFN-y quando ativadas pelo TCR (Chen e cols., 2003) e, in
vitro, possuem uma baixa capacidade de proliferacdo (Bacchetta e cols., 2002).
Além disso, esse subtipo celular tem a capacidade de suprimir tanto células T naive
guanto células de memoria Thl e Th2 pela producéo de IL-10 e TGF-[3 (revisado por
Levings e cols., 2002; Cavani e cols., 2000). Tem sido observado, em modelos
experimentais, que a duferenciacao das células Trl pode ser regulada por células
dendriticas através da producdo de IL-10 (Jonuleit e cols., 2000). Alem disso,
células T tolerogénicas com caracteristicas semelhantes as células Trl também
podem ser geradas a partir de estimulos de células dendriticas imaturas (Levings e
cols., 2005). Outra subpopulacéo das células Treg induzidas sdo as células Th3 (T
helper 3) (Chen e cols., 1994). Inicialmente essas células foram descritas, tanto in
vivo quanto in vitro, em modelos experimentais de tolerancia oral e diferenciam-se
em células Treg na presenca de TGF-B. Demonstrou-se também que essas células
sao capazes de suprimir diferentes tipos de resposta imune, como Thl, Th2 e Thl7
(revisado por Faria e Weiner, 2005, Mueller, 2010, Sakaguchi e cols., 2009).

Também existem relatos de células B com esta capacidade de regulacéo, sua
acao possivelmente esta relacionada com a supressao de processos inflamatorios
ou com o favorecimento de uma recuperacdo mais rapida da homeostase do
organismo (Mizoguchi e Bhan, 2006). Estas células B regulatérias (Bregs) poderiam
diminuir as respostas autoimunes e processos inflamatérios, tanto in vitro como in

vivo (Lund, 2008, Mauri e Ehrenstein, 2008, Yanaba et al, 2008). Nesse processo 0s
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mecanismos utilizados seriam a producdo de IL-10 (citocina descrita como
imunorreguladora), apresentacdo secundaria de antigenos e a interacdo com outras
células, tanto diretamente como através de anticorpos secretados (Mizoguchi e
Bhan, 2006). Em um estudo realizado por Fillatreau e colaboradores (2002)
camundongos portadores da doenca encefalomielite autoimune experimental (EAE,
experimental autoimmune encephalomyelitis) apresentaram linfocitos B produtores
de IL-10 envolvidos com a recuperacdo da doenca. Teoricamente 0 mecanismo de
acdo desse tipo de célula B é dependente da interacdo com as células T, onde os
linfécitos B apresentariam antigenos de forma a induzir uma resposta do tipo Th2,
diminuindo a resposta inflamatéria mediada por células da resposta imune inata.
Nesse modelo, a polarizagdo Th2 seria alcancada justamente pelas citocinas
produzidas pelas células B (Fillatreau e cols., 2002). Além disso, foi observado que
células B incubadas com LPS (Dalwadi e cols., 2003) ou com a proteina HSP60
humana (heat shock protein 60) (Zanin-Zhorov e cols., 2005) também produzem IL-
10, mostrando uma participagcdo no controle de respostas inflamatorias tanto a
antigenos préprios como ndo proprios. Além disso, foi descrito em camundongos
outro subtipo de células B (CD1dhi CD5+) que regula negativamente processos
inflamatorios dependentes de células T, essas células tem como caracteristica uma
alta expresséo de IL-10 em relacdo aos demais subtipos de células B (Yanaba e
cols., 2008). Foi proposto que durante o desenvolvimento, maturacdo e expansao,
dessas células Bregs sdo necessarios sinalizagdes externas via TLR, BCR de forma
inespecicica, e CD40/CD40L. Entretanto, a presenca de células T e NKT pode nao
ser necessaria (Yanaba e cols., 2009). Tudo isso nos leva a crer que os linfocitos B
produtores de IL-10 talvez participem da regulacdo da resposta imune através da
supressao de respostas exacerbadas e no controle de respostas autoimunes. Esse
subtipo de célula B ja foi descrito em humanos, muito embora sem esse papel
imunoregulador (Duddy e cols., 2004), mesmo assim, em outros estudos, foram
encontradas células B humanas circulantes produtoras de IL-10 (Bouaziz e cols.,
2008), além de um subtipo de célula B (CD19+ CD24hi CD38hi) que apresenta
capacidade reguladora apo6s estimulo via CD40 (Blair e cols., 2010). Essas células B
CD19+ CD24hi CD38hi inibiram a diferenciacéo de células Thl pela secrecéo de IL-
10, mas nao por TGF-B. Blair e colaboradores (2010) reverteram sua capacidade

supressora utilizando anticorpos contra as moléculas coestimuladoras CD80/86. A
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principio, esta interacdo via CD80/86 entre as células B e células T CD4+ atuam em
conjunto com a liberacdo de IL-10 pelas células B, na supressédo da atividade de
células T CD4+ (Blair e cols., 2010).

A imunorregulacdo induzida pelas células B, além da producdo de IL-10,
também parece estar associada a producéo de IgGs reativas a antigenos expressos
por células apoptoéticas. Estas células apoptoticas devem ser eliminadas, ja que sao
capazes de ativar células T autorreativas afetando assim a manutencdo da
tolerancia ao préprio. Ao eliminar os antigenos proprios potencialmente indutores de
uma resposta autoimune patoldgica essas células B podem funcionar como células
reguladoras em condicfes inflamatorias através da producdo de IgGs reativas
resultando na eliminacdo de potenciais indutores de uma resposta autoimune
patolégica (Mizoguchi e Bhan, 2006).

Quanto ao papel regulador das células B na inducdo de tolerancia no
contexto do transplante de medula éssea foi observado que camundongos células B
deficientes do gene de IL-10 desenvolvem uma forma mais grave de GVHD (graft
versus host disease) do que camundongos com células B capazes de produzir IL-10
(Rowe e cols., 2006). Essas células B produtoras de IL-10 atuariam diminuindo a
proliferacdo das células T CD4+ e suprimindo a diferenciacdo de células Thi,
inibindo assim o desenvolvimento de GVHD (Rowe e cols., 2006).

Ainda existem poucos estudos envolvendo a inducdo de tolerancia ao
transplante e o papel regulador das Bregs. Novas investigacdes sobre o papel das
células B reguladoras no contexto do transplante podem nos fornecer caminhos
para o desenvolvimento de estratégias de inducdo da tolerancia em individuos

transplantados

1.80 repertorio de imunoglobulinas circulantes com 0 um marcador

fisiol6gico

Como foi observado anteriormente, o repertério de imunoglobulinas
circulantes encontrados em um dado individuo é resultado de diversos fatores
associados a variacdes de origem genética e ambiental (revisado por Delves e Roitt,
2000). Portanto o estado fisioldgico pode modular o repertdrio imune, e a reatividade

a determinados antigenos pode servir de marcador para um dado estado patogénico



46

ou de homeostasia (Mintz e cols., 2003; Quintana e cols., 2004). Varios estudos
abordaram esse tema e incluiram um aspecto preditivo, onde mudancas no
repertério de reatividade poderiam prever o0 aparecimento de algumas
enfermidades, como doenga de Alzheimer (Reddy, 2010) influenza (Legutki, 2010),
infeccdo por nematoides (Bongartz, 2009) ou diabetes autoimune em camundongos
susceptiveis (Quintana e cols., 2004). Além disso, estudos realizados por Quintana
e colaboradores (2004 e 2006) e Cohen e colaboradores (2002, 2004 e 2007)
mostraram que, com base na reatividade do soro dos individuos testados a um
conjunto de antigenos randémicos (imunochip), foi possivel distinguir com
antecedéncia, se um animal iria ou ndo desenvolver diabetes. Esse conceito se
insere no modelo do “homunculo imunolégico” (Quintana e cols., 2006 e Cohen,
2007), no qual a reatividade do sistema imune € uma forma de “ver” o mundo
antigénico, e o conjunto de antigenos reativos pode ser utilizado como um
“classificador” do estado imunoldgico.

Pacientes transplantados normalmente sdo tratados com drogas
imunosupressoras que permitem a tolerancia ao aloenxerto. Apos um determinado
tempo de tratamento, é possivel definir trés grupos distintos: individuos que
precisam continuar tomando altas imunosupressores para tolerar o enxerto;
individuos que conseguem um estado de “quase tolerancia”, ou seja, necessitam
das doses habituais ou até mesmo menores doses de medicamentos
imunossupressores; e um terceiro grupo que dispensa essas drogas atingindo o
estado conhecido como “tolerancia operacional”, isto €, esses individuos convivem
com o aloexerto sem desenvolver resposta imune adversa. Como tratado
anteriormente, a definicdo desse estado implica na sobrevivéncia estavel do 6rgdo
transplantado por um longo periodo, demonstrando caracteristicas histologicas e
funcionais normais em um receptor ndo imunossuprimido (Ashton-Chess e cols.,
2006).

A principal questdo neste trabalho é explorar quais fatores humorais
poderiam estar relacionados ao reconhecimento do aloenxerto como algo proprio,
ou tornar o sistema imune menos ou mais responsivo ao Orgao transplantado.
Esperamos que partindo da analise do perfil imunolégico de pacientes
transplantados renais possamos identificar padrbes de reatividade imune

associados ao estado de tolerancia operacional ou rejei¢cao cronica.
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Esperamos que analisando o padrao de reatividade das imunoglobulinas IgM
e IgG, contra o conjunto de antigenos diversos reconhecidos por elas, e cruzando
os dados dos grupos experimentais dos pacientes com longo tempo de transplante,
consigamos encontrar padrbes de reconhecimento diferenciais entre esses quatro
grupos de individuos (tolerantes operacionais, estaveis, rejeicdo cronica e
saudaveis).

Esse projeto faz parte do projeto multicéntrico “Estudo do perfil imunolégico
regulador em pacientes com longo tempo de transplante de érgéos solidos, em
estado de tolerancia operacional” e estd contido dentro de um dos projetos do
Instituto de Investigacdo Imunologica, ii — INCT (Instituto Nacional de Ciéncia e
Tecnologia) Instituto do Milénio, CNPq (420166/2005 - 0), coordenado pelo Prof. Dr.
Jorge Kalil (InCor). Este projeto multicéntrico tem por objetivo investigar o perfil
global das respostas imunes celular e humoral, assim como o perfil protebmico e
imunogendmico diferencial nos distintos grupos clinicos de pacientes
transplantados. Nosso papel nesse projeto, € a investigacdo dos fatores humorais
envolvidos, isto é, os padrbes de reatividade a anticorpos relacionados ao
estabelecimento da tolerancia.

Contamos também com a colaboracdo da Dra. Michal Or-Guil coordenadora
do Systems Immunology Research Group do Institute for Theoretical Biology da
Humboldt University de Berlin onde foi avaliado o perfil imunologico do soro dos
pacientes utilizando a técnica de microarranjo peptidico e posteriores analises
computacionais e estatisticas estabelecidas pelo grupo da Dra. Or-Guil (Weiser e
cols., 2005 e Tapia e cols., 2007).

Desta forma, procuramos apontar possiveis marcadores precoces que
possam caracterizar o desenvolvimento do estado da tolerancia que esses
pacientes conseguem desenvolver, tanto de tolerancia operacional, quase tolerancia
ou nao-tolerancia. A caracterizacdo desses marcadores pode contribuir para o
progndstico do desenvolvimento dessa tolerdncia, ou mesmo em um futuro,
colaborar para o surgimento de terapias mais eficazes contra a rejei¢cdo cronica do

enxerto.
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Justificativa

“Tudo o que vale ser feito, vale ser bem feito”

Baden Powell

Fundador do movimento Escoteiro
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2. JUSTIFICATIVA

O repertério imune e a reatividade a determinantes antigenos pode mudar de
acordo com o estado fisiologico associado a variagcbes de origem genética e
ambiental de cada individuo, e as moléculas presentes neste repertdrio podem
servir de marcadores para o estado patogénico ou de homeostasia (Mintz e cols.,
2003; Quintana e cols., 2004). Por isso propomos o0 estudo da reatividade de
imunoglobulinas (IgM e IgG) em pacientes renais transplantados afim de encontrar
um padrdo na resposta imune humoral destes pacientes que nos levam a um
possivel modelo imunoregulatério para a progressao ou nao para o estado de
tolerancia operacional e/ou rejeigcéo cronica.

Para a andlise de reatividade foram utilizadas duas técnicas distintas que
avaliam a reatividade de peptidios, a apresentacdo de peptideos na superficie de
fagos (phage display) e o microarranjo peptidico (peptide microarray). No phage
display esperamos estabelecer um protocolo de andlise global dos anticorpos do
plasma ao invés de encontrar os melhores ligantes como usualmente a técnica &
utilizada, j& no microarranjo peptidico faremos uma analise individual de cada
plasma testando sua reatividade contra 0 mesmo conjunto de peptidios fusionados
na superficie do microchip.
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Objetivos

“A tecnologia ensinou uma licdo a humanidade:

nada é impossivel”

Lewis Mumford

Filésofo Estadunidense
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar o perfil de reatividade das imunoglobulinas IgM e 1IgG no plasma de

pacientes renais transplantados com longo tempo de transplante. Visando identificar

padrdes de reconhecimento e contribuir para a compreensdo de mecanismos

envolvidos no estado de tolerancia e rejeicéo crbnica.

3.20bjetivos especificos

Quantificar as imunoglobulinas IgG e IgM assim como a proteina total presente
no plasma dos individuos dos grupos experimentais;

Analisar o padrdao de ligacdo das imunoglobulinas IgM e 1gG, nos grupos
experimentais, utilizando phage display como painel de reconhecimento.

Analisar o padrdo de ligagdo das imunoglobulinas IgM, nos grupos
experimentais, utilizando microarranjo peptidico como painel de reconhecimento.
Estabelecer o protocolo de selecado de fagos reativos aos anticorpos presentes
no plasma dos grupos experimentais, utilizando como modelo os protocolos dos
manuais: Phage display: A laboratory Manual (Barbas et all, 2001) e Ph.D.™
Phage Display Libraries Instruction Manual (New England Biolabs Ph.D.-12
#E8110S)

Identificar ~ potenciais  peptideos reconhecidos pelo repertério das
imunoglobulinas IgG e IgM nos grupos de estudo phage display.

Identificar potenciais peptideos reconhecidos diferencialmente pelo repertério
das imunoglobulinas IgM nos grupos de estudo utilizando microarranjo peptidico.
Validar a metodologia de microarranjo peptideos utilizando os anticorpos IgM
presentes no plasma dos sujeitos da pesquisa.
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Materiais e
Meétodos

“Mestre ndo é quem sempre ensina,

mas quem, de repente, aprende”

Jodao Guimaraes Rosa

Escritor Brasileiro



53

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Sujeitos da pesquisa

Foram analisados quatro grupos de individuos: Um grupo de individuos
saudaveis (doadores de rim) e trés grupos de individuos transplantados renais,
conforme mostrado abaixo.

— Grupo OT (Tolerancia Operacional): Individuos estaveis com longo tempo de
transplante (mais de um ano de transplante), sem uso de drogas
imunossupressoras ha pelo menos um ano.

— Grupo CR (Rejeicdo Crbnica): Individuos com longo tempo de transplante
(mais de um ano de transplante) com rejeicdo crbnica (diagnostico por bidpsia
com os critérios de classificacdo das patologias do rim transplantado — Banff)

— Grupo ST (Estaveis): Individuos com longo tempo de transplante (mais de um
ano de transplante) que apresentam um quadro clinico estavel (indicado pela
clinica) quanto ao estado inflamatorio renal. Estes individuos se encontram
utilizando doses habituais de imunossupressores.

— Grupo HE (Saudaveis): Individuos sadios doadores renais.

Os individuos do presente estudo provém de dois centros integrantes do
estudo multicéntrico em tolerédncia operacional. No total, sdo quatro individuos
provenientes do Rio Grande do Sul (PUC-RS) e 19 do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo. As informacdes clinicas dos
pacientes transplantados renais (anexo Ill) foram obtidas no prontuario eletrénico do
Servico de Transplante Renal do HCFMUSP e no servigo de transplante renal do
Hospital S&o Lucas da PUC-RS com auxilio dos colaboradores clinicos do projeto.

Todos os sujeitos de pesquisa assinaram o termo de consentimento livre e

esclarecido (Anexo I). Demais dados demogréaficos sobre os individuos utilizados na
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pesquisa estdo disponiveis no anexo lll, assim como o documento de aprovagéo do
projeto pelo comité de ética (Anexo II).

Os individuos HE, os saudaveis, sdo doadores de pacientes transplantados
renais no HCFMUSP. Os critérios de sele¢do do grupo HE foram: individuos com a
idade semelhante aos demais grupos de estudo; individuos que nao fizeram uso de
gualquer medicamento por pelo menos um més antes da coleta; e individuos
saudaveis no momento da coleta e que ndo possuem doencas cronicas. Adotamos
como critério de exclusdo do estudo os individuos com qualquer tipo de neoplasia
prévia e aqueles com diagndstico de infecgdo urinaria no momento da coleta de

urina.

Tabela 01. Dados demograficos e clinicos sobre os grupos de estudo®

Grupos de estudo ST CR oT HE
Tamanho (n) 8 8 ) 9
Sexo (m, f) 4,4 6, 2 3,2 4,5
Idade (anos) 50+ 6 46 £ 12 43+9 388
Faixa etaria (anos) 40 - 56 28 - 64 31-54 30-52
Tempo desde o transplante (anos) 9+7 11+3 161 9 n/a
Doador (vivo, morto) 6,2 3,5 4,1

n/a

4,57 1,98 0 (n=2)
3,87+1,24 (n=7) 3 (n=2)
nfa=1 4 (n=1)

HLA (A, B, DR)
Disparidades

Transfusdo de sangue

(S:'N) : 3,1 2,2
Episédio de rejeicdo aguda (Y, N)

Infecgdes virais  (S,N) 4,2 1,2 n/a
Tempo sem o uso de medicamento  (anos) n/a 4,7 (1,5-8) n/a

%0s grupos de estudo em tratamento com imunossupressores (ST, individuos com funcéo estavel do enxerto;
CR, individuos com rejeigdo crdnica) e 0s grupos que nao estdo sob tratamento de imunossupressores (OT,
individuos tolerantes operacionais; HE, voluntarios saudaveis); m, masculino; f, feminino; n/a, ndo se aplica; S/N,
sim/nédo. Os dados numéricos sdo dados como média + desvio padrédo (SD). Para mais detalhes sobre os dados
clinicos dos sujeitos da pesquisa veja Anexo Il

Como critério de funcéo renal “normal” foi adotado o limite de clearance de
creatinina >45 ml/min, ndo apresentando variagdo negativa de clearance maior do
gue 10% nos ultimos 6 meses ou niveis considerados dentro da normalidade de
creatinina sérica nos ultimos 6 meses.

No grupo CR, os individuos com rejeicdo crbnica tiveram o seu diagnéstico
confirmado por bidpsia renal que foi analisada de acordo com a classificacao

histopatolégica do rim transplantado — Banff 1997 (Racusen e cols., 1999). Nesta
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classificacdo de 1997, o termo rejeicdo cronica era englobado dentro da
terminologia nefropatia crénica do transplante. Em todos os pacientes incluidos
neste grupo, nas biopsias renais foram observados achados histopatologicos de
fibrose intersticial e atrofia tubular, além de fibrose vascular e neoproliferacdo
intimal. Além disso, dispiUnhamos da pesquisa de C4d pelas técnicas de
imunofluorescéncia ou imunoperoxidase. Desta maneira, pudemos classificar as
biépsias como, rejeicdo cronica mediada por células T ou por anticorpos, segundo a
classificacao de Banff-2005 (Solez e cols., 2007).

Foram realizadas trés coletas seriadas de material biolégico dos sujeitos de
pesquisa, em intervalos de 4 a 6 meses entre as coletas. Além disso, os individuos
do estudo foram acompanhados por um periodo de 12 a 18 meses.

Para a realizacdo dos experimentos programados, foram realizadas coletas
de 55 ml de sangue, sendo 10 ml em tubo seco para separacdo de soro, 5 ml em
tubo com EDTA para extracdo de RNA e de 40 ml em tubos com heparina para

separacao de plasma e células mononucleares.
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4.1.2 Anticorpos para captura

Foi feito um teste ELISA de ligacdo direta para selecionar os anticorpos que
tivessem melhor grau de ligacdo as moléculas de IgG ou IgM. Para a padronizacdo
deste experimento as placas foram sensibilizadas com moléculas de IgG e IgM
disponiveis comercialmente.

Contra os poc¢os que foram sensibilizados com IgG humana foram usados os
anticorpos Ab 07, Ab 19, Ab 71 e Ab 20 (Tabela 02). Ja nos pogos sensibilizados
com IgM humana foram utilizados os anticorpos Ab 70 e 72, sendo que foram
utilizadas duas aliquotas diferentes do Ab 70 (Tabela 02). Os anticorpos testados
foram utilizados em duas titulacbes diferentes: 1:2.500 e 1:10.000. Para as
sensibilizagdes utilizaram-se trés concentragdes distintas de 1gG e IgM humanas:
lug, 0,5ug e 0,1ug.

Para a revelacdo foram utilizados o Ab 03 contra os anticorpos feitos em
coelho e o Ab 13 contra os anticorpos feitos em cabra, ambos utilizados na titulacéo
1:5.000. Néao foi necessario o uso de anticorpos secundarios contra o Ab 19 e o0 Ab

72 pois j& sao conjugados a fosfatase alcalina.

Tabela 02. Anticorpos utilizados para o teste de captura

CODIGO DESCRIGAO MARCA NUMERO DE
CATALOGO

Anti -IgG de coelho feito em cabra conjugado a fosfatase

F(ab’)2 Anti -IgG humana (H+L) feito em cabra 215-1006

Anti -1IgG de cabra feito em coelho conjugado a fosfatase Pierce

Ab 19 Anti -Fc humano feito em cabra conjugado a fosfatase alca  lina Sigma A9544

Ab 20 Anti -Fc humano feito em coelho Sigma 19135

Thermo Sc. 31136

Ab 70 Anti -IgM humana feito em cabra

Ab 71 Anti - IgG humana (H+L) feito em cabra Thermo Sc. 31119

Ab 72 Anti -lgM humana feito em cabra conjugado a fosfatase Sigma A3437

IgM IgM Humana Sigma 18260

IgG IgG Humana Sigma 14506

_usado como anticorpo secundario contra o anticorpo Ab 20.
usado como anticorpo secundario contra os anticorpos Ab 07, Ab 70 e Ab 71.
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4.1.3 Biblioteca de peptideos apresentados em fagos

O isolamento dos peptideos reativos aos anticorpos dos individuos
transplantados foi feito a partir da biblioteca de peptideos apresentada em fago
pH.D.12 (#E8110S) disponivel comercialmente (New England Biolabs, USA).

4.2METODOS

4.2.1 Desenho experimental

Grupos experimentais: Tolerante Operacional (OT)*, Rejei¢ao Cronica (CR)*, Funcao Estavel do Enxerto
(ST)** e individuos saudaveis (HE)*

¥

Amostras de plasma extraidas do sangue periférico: Quatificagao da IgG, IgM e proteina total

I 4 N

Analise do repertério em grupo por reatividade
contra a biblioteca de
phage display pH D. PH 12 (Biolabs)

¥ ¥

Analise do repertério individual usando microarranjo
peptidico (~1.000 sequéncias aleatérias por chip)

» Sequenciamento do DNA dos fagos reativos Analises Computacionais:

(Sanger) + Estatistica e comparativa da intensidade de sinal

+» Alinhamento dessas sequéncias na tentativa de (S1) dos microchips

encontrar epitopos comuns e/ou diferenciais » Classificagao supervisionada por Potential Support
*» Andlise por BLAST na tentativa de encontrar Vector Machine (P-SVM)

possiveis alvos para anticorpos reguladores » Andlise de componente principal (PCA)

A v

Caracterizacao Molecular:
« ldentificacdo de possiveis peptideos diferenciais
* Detecgdo de motivos comuns ou grupos de peptidicos entre os grupos dos individuos experimentais

¥

“Impressao Digital Peptidica”
Verificar se ha um padrao de reatividade (global e especifico) que indica o estado de tolerancia operacional
ou rejei¢éo crbnica

Figura 01. Representacdo esquematica dos passos metodolégicos utilizados . (*) Grupos experimentais
utilizados nos experimentos de phage display, foram selecionados quatro individuos de cada grupo para serem
trabalhados em conjunto (pool); (**) Grupos experimentais utilizados nos experimentos de microarranjo
peptidico, todos os individuos analisados.
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4.2.2 Preparacéo das IgGs e IgMs para o phage display

O plasma de cada paciente/doador foi incubado durante uma hora com a
biblioteca de peptideos apresentada em fagos. Optou-se por trabalhar com um pool
de individuos em cada sele¢do, por isso foram selecionados quatro plasmas de
individuos diferentes para cada grupo de pesquisa. Individuos tolerantes
operacionais: Ltx03, Ltx08, Ltx10 e Ltx62; Individuos rejeicdo crbnica: Ltx04, Ltx06,
Ltx13 e Ltx25; Individuos saudaveis: Ltx15, Ltx18, Ltx36 e Ltx44.

4.2.3 Selecédo dos fagos reativos

O conjunto biblioteca de fagos mais plasma de paciente foi selecionada por
adsorcao em anticorpos anti-lgG ou IgM humana gerando um conjunto de fagos
reativos com o repertoério de IgG e outro com o repertério de IgM.

Os anticorpos anti-IgG e IgM humana foram adsorvidos em um placa de
microtitulacdo de 96 pocos. Logo apos o bloqueio com BSA 5% o conjunto biblioteca
de fagos mais anticorpos dos individuos transplantados foi incubado para que
houvesse a captura dos anticorpos ligantes ao repertério de peptideos apresentados
na biblioteca de fagos.

Apés a incubacao o excesso de fagos foi retirado, sendo estes fagos que nao
ligaram denominados subtraidos. Os fagos que permaneceram ligados foram
eluidos com tampéao acido e estes foram chamados eluidos.

O plasma dos individuos saudaveis foi utilizado para subtrair da biblioteca
original os fagos que eram reconhecidos por alvos desses individuos. Os fagos
subtraidos dos individuos normais foram utilizados para a selecdo dos individuos
tolerantes e rejeicdo crbnica. Desta maneira os anticorpos de individuos normais
subtraem da biblioteca comercial os peptideos ligantes a este grupo de pacientes,
diminuindo assim a probabilidade de ligacdo entre os anticorpos dos individuos TO

ou RC de se ligar a peptideos especificos reativos aos individuos saudaveis.
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Voo -

2. Incubagéao:
plasma e fagos

<«
No

3. Incubagao:
plasma + fagos e

anti-lg / anti-lg Bt

fagos ndo ligados aos anticorpos do plasma
(subtraidos)

\» 5. Eluigo:
ﬁ fagos ligados aos anticorpos do plasma
eluidos com tampdo acido

1. Sensibilizagao:
anti-lgG e anti-igh
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Figura 02. Esquema de selecdo dos fagos reativos. O pool de plasmas de cada grupo de individuos foi
incubado juntamente com a biblioteca de peptideos apresentada em fagos. Os anticorpos anti-lgG e anti-IlgM
humana foram adsorvidos em um placa de microtitulagdo de 96 pocos. Logo apds o bloqueio o conjunto
biblioteca de fagos mais anticorpos dos pacientes transplantados foi incubado para que houvesse a captura dos
anticorpos ligantes ao repertdrio de peptideos apresentados na biblioteca de fagos. Apés a incubacéo os fagos
nao ligados foram retirados, sendo estes denominados subtraidos. Os fagos que permaneceram ligados foram
eluidos com tampao acido e denominados eluidos.

4.2.4 Titulacdo dos fagos selecionados

Os fagos eluidos e subtraidos sdo amplificados e plagueados em varias
diluicdes para que seja feita a titulacdo. As placas de retardo de crescimento séo
entdo pincadas e cultivadas em placas Deep Weel para posterior extracdo de DNA

de fago. Este DNA foi entdo sequenciado.

4.2.5 Sequenciamento automatico do DNA dos fagos selecionados e
analises das sequéncias obtidas

O DNA dos fagos selecionados foi sequenciado utilizando-se o sequenciador
automatico MegaBACE 500Plus (Molecular Dinamics®). Eram utilizadas de 150 a

200 ng de DNA, 10 picomoles do oligonucleotideo apropriado.



60

As sequéncias obtidas por meio do sequenciamento automatico eram
analisadas, utilizando-se ferramentas de bioinformatica: Phred e CAP3 disponiveis
na pagina: www.biomol.unb.br. Depois da analise de qualidade, as sequéncias eram
manipuladas para a obtencao do reverso complemento e posterior traducéo in silico.
O peptideo era localizado devido a presenga de dois espagadores que flanqueiam a
sequéncia peptidica de interesse, VPFYSHS e GGGSAE. O programa para estas
analises foi desenvolvido em Pearl pelos alunos do laboratério de bioinformatica
Halian Vilela e Paulo Alvarez (Anexo V).

As sequéncias foram submetidas a ferramenta de procura de alinhamentos
bésicos locais (BLAST, basic local alignment search tool,

www.ncbi.nim.nih.gov/blast) para analise de identidade com sequéncias ja

depositadas no GenBank. As sequéncias também eram manipuladas e analisadas
com sequéncias depositadas em um banco de dados pessoal utilizando o programa
BioEdit Sequence Aligment Editor (Hall, 2007).

Para verificacdo da distribuicio dos aminoacidos codificados pelas
sequéncias analisadas eram utilizadas ferramentas presentes na pagina WebLogo
(http://weblogo.berkeley.edu/). O WebLogo € um aplicativo capaz de criar uma
representacdo grafica de um alinhamento multiplo de aminoacidos ou &cidos
nucléicos. Cada grafico € composto por pilhas de simbolos, uma pilha para cada
posicdo na sequéncia. A altura total indica a conservacdo da sequéncia naquela
posicdo, enquanto que a altura dos simbolos indica a frequéncia relativa de cada
aminoacido ou nucleotideos naquela posicédo, medida em bits (Crooks et. al., 2004).

Também foram usadas ferramentas disponiveis no programa EMBOSS
(European Molecular Biology Open Software Suite - http://bioinfo.nhri.org.tw/cgi-
bin/femboss). O EMBOSS é um software livre de analise especialmente
desenvolvido para as necessidades da biologia molecular. O software trabalha
automaticamente com os dados em uma variedade de formatos e integra uma gama
de pacotes disponiveis e ferramentas para analise de sequéncias. Dentre esses
pacotes, foram usados programas de andlises e predicdo de estruturas secundéarias,
composicdo, motivos e assinaturas de familias protéicas e ponto isoelétrico (Rice e
Bleasby, 2000).
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4.2.6 Tecnologia de microarranjo peptidico

O soro dos individuos também foi analisado utilizando o microarranjo
peptidico utilizado pelo grupo de pesquisa da Dra.Or-Guil. As amostras foram
levadas para Humboldt University em Berlin onde avaliamos o padrdo do perfil
peptidico/imunolégico do soro de cada paciente utilizando a técnica de peptide
microarray tecnology. As andlises matematicas/estatisticas comparativas desta
técnica foram de acordo com os protocolos utilizados correntemente pelo grupo da
Dra. Or-Guil (Weiser e cols., 2005 e Tapia e cols., 2007). Para a realizacdo destes
experimentos foi aplicada uma bolsa do tipo sanduiche.

A técnica do microarranjo peptidico consistiu na hibridizacao de peptideos na
superficie de um microchip. Esses microchips foram adquiridos através do contato
da Dra. Orguil com a empresa Pepscan Presto (RC Lelystad, Holanda). Os
mircrochips foram entdo incubados com o plasma dos individuos dos grupos
experimentais, que continha os anticorpos a serem analisados, conforme descrito no
item 4.2.9 de métodos. Anticorpos conjugados com a fluorescéncia Alexa647 foram
utilizados para a deteccdo da ligacdo dos anticorpos presentes no plasma. A partir
dessa ligacdo pode-se inferir a afinidade dos anticorpos presentes no plasma aos
peptideos fusionados ao microchip, testando assim quais peptideos sao detectados

preferencialmente em cada um dos individuos experimentais.

4.2.7 Quantificagdo das imunoglobulina 1gG e IgM do s sujeitos da
pesquisa por ensaio imunoenzimatico (  ELISA).

A IgG e IgM do plasma do sujeitos da pesquisa foram medidas de acordo
com as instrugbes do fabricante dos kits quantificagdo de I1gG e IgM humanas
(BethylLabs, Montgomery, TX). As placas de 96 pocos EIA (Sigma, Monique,
Alemanha) foram revestidas com 10 ug/ml do anticorpo de cabra anti-lgM humana
ou cabra anti-IlgG-Fc humana e bloqueadas com TBS com BSA 1%.

As pré-diluicdes dos padrbes, controles e amostras dos grupos de estudo,
foram incubadas a 4° C durante a noite. Apds sucessivas lavagens, 0s anticorpos

ligantes foram detectados utilizando 10 ug/ml do anticorpo de cabra anti-igM
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humana ou IgG-Fc ambos conjugados com peroxidase (HRP). Os ensaios foram
revelados com o substrato TMB e lidos por um leitor Tekan a 450nm. As curvas
padrdo foram estabelecidas a partir do soro humano de referéncia (IgG e IgM).
Todas as amostras foram medidads em duplicata e os ensaio incluiram o controle
de um pool de soro humano (Lonza, Verviers, Bélgica). O R2 dos quatro parametros
da curva padrdo foi igual ou maior que 0,996 e a OD mensurada no branco foi
menor que 0,15 para todas as placas EIA. Quando a porcentagem do coeficiente de

variagdo da mensuracao da duplicata excedia 10, a amostra era dosada novamente.

4.2.8 Quantificacdo da proteina total (BCA)

A proteina total do soro plasma foi determinada pelo ensaio Pierce’s BCA
protein (Fisher Scientific, Schwerte, Alemanha) de acordo com as instru¢cdes do
fabricante e usando albumina sérica bovina (BSA) como padrdo. As pré-diluicdes
dos padrdes, controles e amostras dos grupos de estudo foram misturadas com a
working solution do kit BCA numa propor¢ao 1:8, e foram incubadas em placas de
96 pocos EIA a 37 € por 30 min. Apo6s o arrefecimento, a absorbancia foi
mensurada a 560nm em um leitor Tekan XY. Todas as amostras foram mensuradas

em duplicata.

4.2.9 Ensaio de microarranjo peptidico -  Peptide Microarray Probing

Os chips de microarranjo peptidico foram adquiridos da empresa Pepscan
Presto (RC Lelystad, Holanda). Cada microarranjo foi dividido em trés subarranjos
exibindo a mesma biblioteca contendo 1.000 peptideos aleatéreos (942 15-mers,
16x YGGFL, 2x RRPYIL, 2x RPPGFSAFK and 4x RPPGFSPFR). A distribuicdo de
aminoacidos dos peptideos foi aleatéria com excecado do aminoacio cisteina que foi
excluido. Todas as incubacdes dos arranjos peptidicos foram realizadas
automaticamente em uma estacdo de hibridizagdo TECAN (4800HS Pro, TECAN,
Salzburg, Austria). Inicialmente os chips foram bloqueados com PBS/BSA 1% (p/v)
por 30 min. e lavados em PBS contendo 0,05% Tween-20 (PBST) antes da injecao
da amostra. As amostras foram incubadas durante duas horas, em um volume total

180uL por amostra, em uma diluicdo de 1:10 em PBS/BSA 1% cada. Os chips foram
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lavados com PBST e os anticorpos ligantes foram detectados utilizando 180uL do
anticorpo anti-lgM humana conjugado a Alexa647 (20 pg/ml; Invitrogen, Darmstadt,
Alemanha). Apés uma incubacédo de uma hora, os chips foram consecutivamente
lavados em PBST (3x), tampao salino de citrato de sddio (SSC) (2x) e agua
destilada (1x). Finalizando, todos os chips foram secos por centrifugagdo a 1.500
rpm por dois minutos. Todas as incubacdes e passos de lavagens foram realizados
a 30°C. Juntamente com as incubac¢fes das amostras, foram utilizados um branco
e cinco repeticbes de um individuo normal (Ltx36) como controles, respectivamente

da influéncia da detec¢éo da IgM humana e da variabilidade tecnolégica do ensaio.

4.2.10 Aquisicdo e processamento de dados

Os Microarranjos foram escaneados usando um Scanner GenePix 4200AL
Microarray (Molecular Devices GmbH, Ismaning, Alemanha) a um comprimento de
onda de 635 nm. O software GenePix Pro 6.0 foi usado para a geracéo
automatizada de arquivos de imagem com uma resolugcdo de 10 pm e posterior
analise dessas imagens. O posicionamento dos spots (microambiente ou ponto de
incubac&do do microchip onde ocorre a interacdo do peptideo com os anticorpos do
plasma ou com os controles) e do grid de analise (grade onde o software posiciona
os spots) foi feito de forma semi-automatica, por meio do software GenePix Pro 6.0
e a intensidade do sinal (SI) de cada spot foi quantificada levando em conta a
intensidade média de todos os pixels nas regides circulares em torno do centro do
spot.

4.2.11 Analise de dados e estatistica

A média da intensidade de sinal (Sl) dos spots foi determinada usando uma
funcdo de leitura de dados implementada no ambiente R (R-Development-Core-
Team. 2011). A média da Sl foi cruzada nos sub-arrays (n=3) e calculada para cada
peptideo (n=942). Os dados quantitativos foram testados quanto a normalidade
usando o teste coletivo de normalidade D'Agostino-Pearson. A associacao entre
variaveis nos conjuntos de dados foi avaliada pelo coeficiente de correlacdo de
Pearson (r) e regressao linear. Diferencas significativas entre os grupos de estudo

foram determinadas pelo teste Kruskal-Wallis ANOVA com Dunn’s post-test ou
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Mann-Whitney U test. Kruskal-Wallis ANOVA with Dunn’s post-test or Mann-Whitney
U test. Os niveis de significancia foram fixados em P<0,05, P<0,01, P<0,001 e

P<0,0001.

4.2.12 PCA e P-SVM

Andlise de componente principal nao-supervisionado (PCA - principal
component analysis) foi feito no ambiente estatistico R usando o pacote PCA-
métodos (R-Development-Core-Team. 2011). A principal funcdo do método PCA é a
analise dos dados usados visando sua reducao, eliminacdo de sobreposicdes e a
escolha das formas mais representativas desses dados a partir de combinacdes
lineares das variaveis originais.

Foi inventado por Pearson (1901) e Hotelling (1933) e, provavelmente, é o
método multivariado mais utilizado e conhecido de reducdo de dados, sendo muito
utilizado no reconhecimento de padrbes, ou seja, € uma maneira de identificar a
relacdo entre as caracteristicas extraidas dos dados. E bastante Gtil quando os
vetores de caracteristicas tém muitas dimensdes e quando uma representagcdo
grafica ndo é possivel, mas também pode ser Gtil em dimensées menores.

A classificacdo de dados supervisionados, foi realizada utilizando uma
implementacédo do algoritmo P-SVM (Potential Support Vector Machine) (Hochreiter
e Obermayer, 2006) em R. O P-SVM é uma técnica para a analise de dados que
possivelmente contenham uma dualidade antag6nica, onde dois conjuntos de dados
sdo caracterizados por uma matriz de valores numéricos que descrevem suas
relagbes mutuas. Esta técnica € um método para a construgéo de classificadores e
funcdes de regressao para os dados analisados.

Ao contrario da abordagem utilizada no SVM tradicional, o P-SVM minimiza a
medida de capacidade em escala invariante e requer um novo conjunto de
restricdes. Como resultado, o método de P-SVM leva a uma expansao normalmente
escassa das fungdes de classificacdo e regressao em termos da linha, em vez de os
objectos de coluna e pode manipular os dados e as matrizes do kernel que néo séo
nem definida positiva nem quadrado.

Hochreiter e Obermayer (2006) descrevem dois esquemas de regularizacao

complementares. O primeiro esquema melhora o desempenho de generalizacao



65

para tarefas de classificagdo e de regresséo; o segundo esquema leva a selecéo de
um pequeno conjunto informativo de objectos de suporte em linha e pode ser
aplicado na selecdo das caracteristicas. Parametros de referéncia, para a
classificacado, regresséao, e tarefas de selecdo de caracteristicas séo realizados tanto
com os dados de teste (toy data) quanto como o0s varios conjuntos de dados (real-

world data) a serem analisados.
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Resultados

“Ndo se preocupe em entender.
Viver ultrapassa todo entendimento.

Mergulhe no que vocé ndo conhece”

Clarisse Linspector

Escritora Brasileira
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5. RESULTADOS

5.1ELISA de ligacao direta

Conforme descrito no item 4.1.2 de materiais e métodos foi feito o teste do
tipo ELISA de ligacéo direta para a deteccédo dos anticorpos que foram utilizados na
captura dos anticorpos presentes no plasma dos sujeitos da pesquisa (fig.03 e 04).

A figura 03 mostra a ligacado dos anticorpos (tabela 02) a placa sensibilizada
com IgG humana, todos os anticorpos ligaram-se a IgG sensibilizada na placa,
inclusive aqueles que tem como alvo a IgM com excecéo do Ab 72. Ja a figura 04
mostra a ligagdo dos anticorpos a placa sensibilizada com IgM humana, todos os
anticorpos ligaram-se a IgM sensibilizada na placa, inclusive aqueles que tem como
alvo a IgG com excecao do Ab 19.

Para a verificacao de respostas cruzadas os anticorpos inicialmente utilizados
contra IgG humana também foram testados contra IgM humana e vice-versa. A
figura 03 apresenta a ligacdo dos anticorpos a placa que foi sensibilizada com I1gG
humana enquanto que a figura 04 apresenta a ligacdo dos anticorpos que se

ligaram a placa sensibilizada com IgM humana.
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Figura 03: Imunoensaio enzimatico de ligacao direta (ELISA) a IlgG humana comparando a atividade
ligante dos diferentes anticorpos. A placa de microtitulagdo foi sensibilizada com IgG humana em trés
concentragdes distintas (lug, 0,5ug e 0,1lug), bloqueada com 3% BSA e logo ap6s foi incubado com os
anticorpos de interesse (Ab 07, 19, 20, 70a, 70b, 71 e 72) em duas titula¢des diferentes (1:2.500 e 1:10.000). As
proteinas de interesse foram detectadas com os anticorpos Ab 03 (anti-lgG de coelho feito em cabra conjugado
a fosfatase alcalina) para os anticorpos feitos em coelho e o Ab 13 (anti-lgG de cabra feito em coelho conjugado
a fosfatase alcalina) para os anticorpos feitos em cabra, ambos utilizados na titulagdo 1:5.000. Nao foi
necessario 0 uso de anticorpos secundarios para a deteccao dos alvos Ab 19 e Ab 72 devido eles ja serem
conjugados a fosfatase alcalina. A reagdo colorimétrica foi visualizada adicionando-se 1 mg/mL de pNPP.
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Figura 04: Imunoensaio enzimatico de ligacao direta (ELISA) a IgM humana com parando a atividade
ligante dos diferentes anticorpos. A placa de microtitulagdo foi sensibilizada com IgM humana em trés
concentragdes distintas (lug, 0,5ug e 0,1ug), bloqueada com 3% BSA e logo apés foi incubado com os
anticorpos de interesse (Ab 07, 19, 20, 70a, 70b, 71 e 72) em duas titulagcBes diferentes (1:2.500 e 1:10.000). As
proteinas de interesse foram detectadas com os anticorpos Ab 03 (anti-IgG de coelho feito em cabra conjugado
a fosfatase alcalina) para os anticorpos feitos em coelho e o Ab 13 (anti-lgG de cabra feito em coelho conjugado
a fosfatase alcalina) para os anticorpos feitos em cabra, ambos utilizados na titulagdo 1:5.000. Nao foi
necessario o uso de anticorpos secundarios para a deteccdo dos alvos Ab 19 e Ab 72 devido eles ja serem
conjugados a fosfatase alcalina. A reagao colorimétrica foi visualizada adicionando-se 1 mg/mL de pNPP.
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5.2 Selec¢ao dos fagos reativos

A partir do imunoensaio enzimatico de ligacdo direta foram selecionados os
anticorpos Ab 19 e o Ab 72 para a captura dos anticorpos do plasma dos sujeitos da
pesquisa, respectivamente IgG e IgM. A concentracéo escolhida para a captura foi
de 1lug/poco.

Optou-se por trabalhar com um pool de pacientes em cada selecdo. Foram
selecionados quatro amostras de plasma de individuos diferentes para cada grupo
de pesquisa. O conjunto biblioteca de fagos mais plasma de paciente foi
selecionada por adsor¢cdo em anticorpos anti-lgG ou anti-lgM humana gerando um
conjunto de fagos reativos com o repertorio de IgG e IgM.

Esses fagos foram entdo sequenciados para que obtivéssemos as
sequéncias dos peptideos reativos aos anticorpos dos pacientes.

5.3 Sequéncias peptidicas obtidas a partir do pool de individuos

saudaveis

As sequéncias de DNA obtidas por meio do sequenciamento automatico
foram manipuladas para obtenc&o do reverso complemento e traducéo in silico. O
programa feito pelo laboratério de bioinformética da UnB localizava a presenca do
peptideo mimético pela presenca de dois espagadores que flanqueiam a sequéncia
peptidica de interesse. VPFYSHS (proximo ao sitio Kpnl) e GGGSAE (préximo ao
sitio Eagl).



5.4 Andlise comparativa das sequéncias peptidicas

As andlises comparativas foram feitas utilizando programas e aplicativos
disponiveis livremente na internet. Para a comparacdo entre as sequéncias foram
verificados os seguintes critérios e aplicativos;

— Predigdo de estruturas secundarias — EMBOSS/Garnier (tabelas 03 a 08);

— Localizacao de sitios antigénicos — EMBOSS/Antigenic (tabelas 03 a 08);

— Composicado da proteina quanto ao ponto isoelétrico — EMBOSS/lep (tabelas 03
a 08 e fig.05);

— Frequéncia dos aminoacidos — Weblogo (fig.06 a 20);

Tabela 03. Dados obtidos a partir das analises computacionais das sequéncias
peptidicas obtidas a partir dos fagos eluidos selecionadas com o pool de anticorpos
IgG dos individuos saudaveis.

] Estrutura Secundaria
Sequéncia Nome PI Helix  Sheet  Turns Coil Estrutura Antigenic
(H) (E) M ©) Predita
| HPTLANQVRFA EGS. 01 10. 55 0 7 EECCCCCEEEEE TLANQV
TSNSHPSNEKLP EGS. 02 7.54 0 0 TCTCCCTTTCCC -
HTNLHAKELPTL EGS. 03 7.71 2 HHHHHHHHHHHH -
SNPGVHNLPSSS EGS. 04 7.55 CCTTEEECCTCC -
ATPVGALAVSGQ EGS. 05 6. 09 EEEEEEEEEETT \V/e'\WA\Y)
QLTQAPHSSSTR EGS. 06 10. 55 EEEECCTCCCTT -
LGNLEL GPVDKV EGS. 07 4.18 CCCCCECHHHHE -
TTSTTELMWSW EGS. 08 3.84 CCCCHHHEEEHH -
HNL SSGGQT TPA EGS. 09 7.55 CCCTTTTCCCET
KSMPADVKI NSL EGS. 10 9.53 TCHHHHHHEEEE PADVKI
ALHPLTNRHYAT EGS. 11 9.35 HHCCCTTTTTCE -
SHALPLTWETAA EGS. 12 7.55 CCCCCCTHCHHC LPLTW5
SPSMLTSMAPNT EGS. 13 6. 09 -
SPSLSLPNGHTQ EGS. 14 7.55 CCTCCCCTTCCE -
ALHPLTNRHYAT EGS. 15 9.35 HHCCCTTTTTCE
TI NPHKSRYEAP EGS. 16 9.29 ECCCTCCTTECC
S| LPTKELPFEP EGS. 17 4. 25 EECCTCCCCTHH
LNFTTPKSAFNL EGS. 18 6.70 EETCCCTCCHEE
APMGMIPTTMYQ EGS. 19 6. 09 CCTTCCCCEEEE -
VTKAPYTQESTS EGS. 20 6. 40 ETCCCCEETTTC -
HPADHAHHPNSP EGS. 21 6. 96 CHHHHTCCTTCT DHAHHP
DAGTHKQQSEI R EGS. 22 7.55 HHHHCCCCCEEE -
SSPYI| Pl PRLSS EGS. 23 9.34 CCTTEEEEEECC Yl Pl PR
SPELM ASFEKH EGS. 24 5.49 CHHHHHHHHHHH -
NHNVWAWGKQYRL EGS. 25 10. 45 CCTTTTTTTTTE -
TONPEATRTNAH EGS. 26 7.55 -
WQTHNKPFMRSY EGS. 27 10. 45
GWBQPQSVTRV  EGS. 28 10. 54
HAARSDT TSSNH EGS. 29 7.71
SLMPTQPYVNPP EGS. 30 6. 09
TNTPl TQQOSQR ~ EGS. 31 10. 54
TPQINTVNHTRY EGS. 32 9.35
RAYDFLPAADFL EGS. 33 4.10
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KSPHTHSHAAM)Q EGS. 34 9.70 5 0 0 7 CCCCCCCHHHHH HTHSHA
HDHNPSTTNGT L EGS. 35 6. 49 0 2 8 p TTCCTTTTTTEE -
HENKSM LI SLP EGS. 36 7.54 6 4 0 2 HHHHHHEEEECC -
NNQLWHSSSPPP EGS. 37 7.55 0 0 6 6 CTTTTCTCCCCT -
QAQPPRVPVALV EGS. 38 10. 54 0 6 3 3 TCCCTTEEEEEE PPRVPV
TLFANDMSGSSQ EGS. 40 3.74 2 2 3 5 EEHHCTTCTCCC -
MNNNKPRPYLNL EGS. 41 10. 45 0 ) 3 4 TTTCCCCEEEEE -
YYQDHLAADRLK EGS. 42 7.53 10 2 0 0 EEHHHHHHHHHH DHLAAD
DTHVAHMQDTYQ EGS. 43 5.25 8 0 4 0 HHHHHHHHTTTT -
GDLTTATGPYYR EGS. 44 6.32 0 5 5 2 TTEEETCCTTEE -
STELVWNLSSEYY EGS. 45 3.61 3 0 4 ) CHHHTCCCCTTT -
GREPVGTSWALS EGS. 46 6.41 0 5 3 4 TCCCTTEEEEEC -
HWIHFESPETKF EGS. 47 6.50 3 0 2 7 TCCCCCCCTHHH -
SVGLPAPPVDST EGS. 48 3.74 0 5 2 5 EECCCCCTTEEE LPAPPV
YNARTESLLLAP EGS. 49 6. 40 8 1 0 3 CCCHHHHHEHHH -
HQHQFSSLQSRH ~ EGS. 50  10. 55 1 0 6 5 HCCTTTCCTCTT QFSSLQ
RTPALDSMYPAT EGS. 51 6. 33 1 4 3 4 EECTCTCEECTH -
HSPLKI VALLPG EGS. 52 9.70 0 6 2 4 CCCTEEEEEECT LKI VAL

(@]
w
w

QFPPTLDSSANP EGS. 53 3.74 6 EEETTCTCCCCC -

ponto isoelétrico predito pelo programa EMBOSS/lep ; estruturas secundarias preditas pelo programa
EMBOSS/Garnier (Garnier, Osguthorpe and Robson (1978) J. Mol. Biol. 120:97-120); predicdo de regides
potencialmente antigénicas indicadas pelo programa EMBOSS/Antigenic.

Tabela 04. Dados obtidos a partir das analises computacionais das sequéncias
peptidicas obtidas a partir dos fagos eluidos selecionadas com o pool de anticorpos
IgM dos individuos saudaveis.

. Estrutura Secundaria
Sequéncia Nome Pl Helix  Sheet Tums  Coil Estrutura Antigenic
(H) (E) (T) (©) Predita

SRTPPSI SLPTV EMS. 01 10. 54 (0] TTCCTTTEEEEE PPSI SL
NQPHHQETDRYA  EMS. 02 6. 49 0 CCCCCCTTTTTT -
TNRSDVFTHARA  EMS. 03 10. 39 CCTTTEEEHHHH
TPHFVDNAQVG ~ EMS. 04 5.29 CCTCCHHHHHTC -
DSKETVQGE AHE EMS. 05 4.42 CCHHHHHHHHHH =
TLMIAAPTNPDY  EMS. 06 3.74 EEEEECCCCTTT -
GKTPLTSI TSDS  EMS. 07 6. 33 TCCCEEEEECTC -
HWIHFVSPETKL EMS. 08 7.71 TTCCCCCCTHHH HFVSPE
APDNRGTLPSWR  EMS. 09 10. 39 CCTTTTCCCTTC -
HWIHFVSPETKL EMS. 10 7.71 TTCCCCCCTHHH HFVSPE
QGQ KSTAPLQA  EMS. 11 9.70 TTTCCCCCCCHH -
HWIHFVSPETKL EMS. 12 7.71 TTCCCCCCTHHH HFVSPE
HWIHFVSPETKL EMS. 13 7.71 TTCCCCCCTHHH -
YQPYQLTAQ PV EMS. 14 6. 08 TCTTEEEEEEEE YQLTAQ
NRNSAVSLVTRA EMS. 15 12.50 CTTCCEEEEEHH =
CCHHHHHHHHHH -
TCCCCCTEEEEE PSPI AS
CCCCEEEETHEE AVNAPV
EEEETEECTTTC
ECCCTTEEEEEE -
TCCCTEEEEECC =
ponto isoelétrico predito pelo programa EMBOSS/lep ; estruturas secundarias preditas pelo programa
EMBOSS/Garnier (Garnier, Osguthorpe and Robson (1978) J. Mol. Biol. 120:97-120); predicdo de regides
potencialmente antigénicas indicadas pelo programa EMBOSS/Antigenic.
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Tabela 05. Dados obtidos a partir das analises computacionais das sequéncias
peptidicas obtidas a partir dos fagos subtraidos selecionadas com o pool de

anticorpos IgG dos individuos saudaveis.

] Estruturas Secundaria
Sequéncia Nome Pl Helix Sheet Turns Coail Estrutura Antigenic
(H) (E) (T) (©) Predita
CCCEEECHTHHH
CCTTTTEECCCT
CCTTTTEECCCT
HHHHCCCCCTCC SHHLSS
CTTHHHHHHCCC THARLA
HHHHTTCCCCCT LANVTP
TEEETTTTTTTT -
TCCCCCHHHTCC PLTI AP
EEETCCCCTCTT =
CCTTTTEEEEEE -
EETTTTTCITIT EDFYKP
CCCTHHEEEEHH -
EEEETTCCCCCC PRSHGV
ECTTTCCCCCCT -
CEEETTTTCCCT =
CCCCHHHHHHHH -
ETTCCCT TEEEE HVPPQF
HCEEEEECCCTC VHVTSL
EEETTCCCTHHH
HHHHHHHEEEEE EAVTHY
HHHHHCCCCCCC -
CHHHEEETCCCT -
CTCCCEEEEEEH APLLTA
CCTTEEEEEECT LKLYSA
CCTEEECTCCCC =
CTTCTTCCCTTC TPWSP
TTCCCCEEEEEE =
EETCCCCCTEEE TNPI PV
TEEEEECCCCTT =
EEEECTCCEEEE -
HEEEEETTCCCC -
HEEEEETTCCCC -

APPI LTEPKSAA SGS. 01 6, 40
APQDNTI MPSPT SGS. 02 3,74
APQDNTI MPSPT SGS. 03 3,74
ATWSHHL SSAGL SGS. 04 7,71
CPSTHARL AHKP SGS. 05 9, 83
DHLLANVTPHPNV SGS. 06 6, 49
DI YPYLVWRFNTW SGS. 07 6, 32
FHGPLTI APKHH SGS. 08 9,70
| RSDLTATYSHR SGS. 09 9,34
LEPTNG LPVAP SGS. 10 3,84
LPYEDFYKPFYC SGS. 11 4,18
MKPSYHVDFVRD SGS. 12 7,54
M_VPRSHGVGQS SGS. 13 10, 55
MRPDTAYPHAPR SGS. 14 9, 34
NTI NFWDRGPLR SGS. 15 10, 39
NTPAHANADFFD SGS. 16 4,10
QPMHVPPCQFI FR SGS. 17 10, 55
QSSMHVTSLPAC SGS. 18 7,55
QYLPATKPDLAC SGS. 19 6, 33
RHHEAVTHYI YT SGS. 20 7,79
SCAALHSSNTTE  SGS. 21 5, 36
SGHQLLLNKVPN SGS. 22 9,70
SNRAPLLTAVSW SGS. 23 10, 54
SPPLKLYSAQPF  SGS. 24 9, 29
SPSMLTSMAPNT SGS. 25 6, 09
SPVTPWYSPPLS SGS. 26 6, 09
TGGTPI GGLRTL SGS. 27 10, 54
TLFTNPI PVRNY SGS. 28 9, 34
TRQTVNVAPPPPY SGS. 29 9,34
TVGIPI GGLRTL SGS. 30 10, 54
VATHVRTSSTSN SGS. 31 10, 55
VATHVRTSSTSN SGS. 32 10, 55
VLNNQPASSMDV SGS. 33 3,74 EECCCCTCEEEE -
YDPPPRAHPPLP SGS. 34 7,54 0 TCCCTTTCCCCT PPRAHP
ponto isoelétrico predito pelo programa EMBOSS/lep ; estruturas secundarias preditas pelo programa
EMBOSS/Garnier (Garnier, Osguthorpe and Robson (1978) J. Mol. Biol. 120:97-120); predi¢cdo de regides
potencialmente antigénicas indicadas pelo programa EMBOSS/Antigenic.
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Tabela 06. Dados obtidos a partir das analises computacionais das sequéncias
peptidicas obtidas a partir dos fagos subtraidos selecionadas com o pool de
anticorpos IgM dos individuos saudaveis.

] Estruturas Secundéria
Sequéncia Nome Pl Helix () Sheet(E) Tums(T) Coil (C) ES:rel:jtiLtJ;a Antigenic

AHENTKHNEAAC 6, 50 12 (0] HHHHHHHHHHHH
AHENTKHNEAAG SMS. 02 6, 50 12 HHHHHHHHHHHH
ANHHL PANTNRV 10, 55 HHCCCCTTCCEE
ASGRDHFLRLSF SMs. 04 10, 39 CCTTHHEEETTT
CPNGLLGPCPSL 5,82 ETTTTCCTEETE GLLGPC
DPVI TLPLRELV SMS. 06 4,18 EEEEEEEHHHHH | TLPLR
DYGRVTFRPLAG 9, 34 TTTEEEEECTCC RVTFRP
El GTGPAHPNSR SMVS. 08 7,55 ETTCCCCCCTCT TGPAHP
GAPGHDSSQ MG 5,29 CCCCCCCEEEET
CGPQAVLQEALLQ SMS. 10 3,84 CCCHHHHHHHHH AVLCQEA
GSVYDI NPLI VP 3,74 EEEEEEEEEEEE YDl NPL
| DHTDHGARSLF SMS. 12 6, 49 EECCTTTTCCCT -
| HNPQPLGPSTF 7,55 TCCCCTCCCCEE PQPLGP
KAQPAEMLTSFM SMS. 14 6, 40 HHHHHHHHHHHH -
KCVVNGCFCGRLP 8, 82 EEEEETTTTECC VNGCFG
KTl PRQSFDWQP SMS. 16 9, 69 TECCTTTTTCCC -
KYFQPPLQQAAA 9,29 TTTCCCCHHHHH QPPLQQ
LVI YEDAQARRY SMS. 18 6, 48 EEEHHHHHHHTT -
MPALI TLQPRAH 10, 55 EHHHHHEECTCC LI TLQP
NI TEKGFPQAAR SMS. 20 9, 69 CCCTTCCCHHHH -
QCETMYETHRQTE 4,47 HHHHHHHHHHHC
QLTARGVTETTT SMS. 22 6,41 EEECCCCCEEEC
QSTDDSPPHRI L 5,40 ETTTTCCCTEEE
QVMLASTTAESL SMB. 24 3,84 EEEEHHHHHHHH
QYTKWEVTPTMS 9, 29 TTTTTCCCCTCC
RPPAQPEAYSLP SMVS. 26 6, 40 CCCCCCTETCCC -
SHQVSPALNYMI 7,54 CCCCCCCCCEEE VBPALN
SNVRHNGSHPVA SMs. 28 10, 55 CTTTTTTCCCEE -
SSAPSVSSRHHP 10, 55 CCCCTCCTTCCC PSVSSR
THTFTQGRPPAP SMS. 30 10,55 CEETTTTCCCCC -
TLQAKDKVPQAR 10, 78 HHHHT TCCEHHE -
TN RQVALPTNL SMs. 32 10,54 CEEEEEEECTCC RQVALP
TPLYYSVWPHAF K] EETTTEEECTCT YYSVWP
TPPPYLSLRI PP SMB. 34 9, 34 CCCTTEEEEECT PYLSLR
TPPTRSYWPTEA 6, 40 CCTTTTTCCCCC
TPRPVWSSLQAH SMS. 36 10, 55 CCCCTCCCCCcC PVWESL
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VSYPKHPI | VAN SMS. 38 9, 30 0 3 ECCTTCEEEEEE PKHPI |
VYAKI HPAHRSS SMS. 40 10, 45 4 2 HHHHEECTCTTT KI HPAH
VWHGGPFRDVHYQ 7,70 0 4 TCCCCTTTEETT -

CCTEEEEHHHHH -

ponto isoelétrico predito pelo programa EMBOSS/lep ; estruturas secundarias preditas pelo programa
EMBOSS/Garnier (Garnier, Osguthorpe and Robson (1978) J. Mol. Biol. 120:97-120); predicdo de regides
potencialmente antigénicas indicadas pelo programa EMBOSS/Antigenic.
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Tabela 07. Dados obtidos a partir das analises computacionais das sequéncias
peptidicas obtidas a partir dos fagos eluidos e subtraidos selecionadas com o pool
de anticorpos IgG e IgM dos individuos tolerantes operacionais.

Estrutura Secundaria

Sequéncia Nome Pl Helix  Sheet  Turns Coil Estrutura Antigenic
(H) (E) ©) © Predita

HNL SSGGQTTPA EGT. 01 7.55 0] 1 5 6 CCCTTTTCCCET -
KSMPADVKI NSL EGT. 02 9.53 6 4 1 1 TCHHHHHHEEEE PADVKI
LLADT THHRPWI EGT. 03 7.71 ) 0] P ) HHHHHCCCCTTC -
VYKNPYGHSQ S EGT. 04 9.14 0 4 5 3 ETTCTTTCCEEE -

Cl AKSHATPLWR EGT. 05 9. 83 4 1 2 ) HHHHCCCCCTTE KSHATP
ALHPLTNRHYAT EGT. 06 9. 35 2 1 5 4 HHCCCTTTTTCE -
SPSLSLPNGHTQ EGT. 07 7.55 0] 1 3 8 CCTCCCCTTCCE -
RSMIMPTPVHLP EGT. 08 10. 55 0 0 4 8 TTTCCCCCTCCC -
TQTTVSSTKPY EGT. 10 9.29 0 5 3 4 EEEEECCTCCTT TVSSTQ
TTSTTELMSW EMT. 02 3.84 5 3 0 4 CCCCHHHEEEHH -
QSSGAL SFPVRP EMI. 03 10. 54 0] P 3 7 TCCTCCCEETCC GALSFP
WDSYSVRVLAPM SMT. 01 6. 33 0 7 5 3 TTTTEEEEEEET YSVRVL
TQTYGAQEPKLE  SMT. 02 4. 25 3 1 0 8  ECCCCCOCCHHH -
NQPHHQETDRYA SMT. 03 6. 49 0 0 6 6 CCCCCCTTTTTT -
LANTLANPPTGD SMT. 04 3.74 0] 3 4 ) EEECCCCCTTTT -
TNRSDVFTHARA SMI. 05 10. 39 4 3 3 2 CCTTTEEEHHHH -
DSKETVQE HNE SMT. 07 4.42 5 0 0 7 CCHHHHHCCCCC ETVQE
TLMTAAPTNPDY SMT. 08 3.74 0 5 3 4 EEEEECCCCTTT -
AQALEVONKSVH SMT. 09 7.54 12 0 0 0 HHHHHHHHHHHH -
YPLTNTSFGGWN SMT. 11 6. 09 0 5 3 4 EETEEECTTCCC -
APMGMTPTTMYQ SMT. 12 6. 09 0] 4 2 6 CCTTCCCCEEEE -

| THTGMIRGM T SMT. 13 10. 55 0 6 0 6 EECCCCCCEEEE -
HPADHAHHPNSP SMT. 14 6. 96 4 0] 4 4 CHHHHTCCTTCT DHAHHP
| HFTLANQVRFA SMI. 15 10. 55 0 7 0 5 EECCCCCEEEEE TLANQV
HTNLHAKELPTL SMT. 16 7.71 12 0] 0] 0 HHHHHHHHHHHH -
APTYNNHTHRSP SMT. 17 9. 35 0 0 7 5 CCTTTTTCTCCT -
DPTLAPRTRLYP SMT. 18 9.34 0] ) 4 3 CCTCEETETEET -
ATPVGALAVSEQ SMT. 19 6. 09 0 10 2 0 EEEEEEEEEETT VGALAV
QLTQAPHSSSTR SMT. 20 10. 55 0 4 3 ) EEEECCTCCCTT -
LGNLELGPVDKV SMT. 21 4.18 4 2 0 6 CCCCCECHHHHE -

ponto isoelétrico predito pelo programa EMBOSS/lep ; estruturas secundarias preditas pelo programa
EMBOSS/Garnier (Garnier, Osguthorpe and Robson (1978) J. Mol. Biol. 120:97-120); predicdo de regides
potencialmente antigénicas indicadas pelo programa EMBOSS/Antigenic.
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Tabela 08. Dados obtidos a partir das analises computacionais das sequéncias
peptidicas obtidas a partir dos fagos eluidos e subtraidos selecionadas com o pool
de anticorpos IgG e IgM dos individuos rejeicdo crbnica.

Estrutura Secundaria

Sequéncia Nome P’ Helix  Sheet  Turns  Coil Estrutura Antigenic
(H) (E) (T (©) Predita

4 CHHHCTTCCTHE HELRSP
CCEEECTCTCCC -

TTCCTCCCCTTT TPHLPS
TTTTCCCTCCCE
EECCTCTCEETT
TTCCCCCTTEEE
EECCCTCCTTCC
CCCCCCCTTCCC
CTTCCCCCHCTT
10. 80 EEEETTCCCCCT
5. 45 2 EEEECCTTTTHH -

SSQFLSLNSRGY ~ SMR 01 10. 54 00 4 3 5 CEEEECCCTTTC FLSLNS

7.55 4
NSFDLLNGFRSA  EGR 02 6. 33

9. 30
QNDRVPPTHGSF EGR 04 7.55

7.54
GWSPSPPSVDQ  EMR. 01 6. 33
5
10. 39
4.25
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‘ponto isoelétrico predito pelo programa EMBOSS/lep ; estruturas secundarias preditas pelo programa
EMBOSS/Garnier (Garnier, Osguthorpe and Robson (1978) J. Mol. Biol. 120:97-120); predicdo de regides
potencialmente antigénicas indicadas pelo programa EMBOSS/Antigenic.

pH rage of selected peptide sequence

90 HEGS n=53
80 M EMS n=21
SGS n=34
HSMS n=41
B SMT n=21
EGT n=10
EMT n=3
EGR n=5

R

Oto2 2to3 3to4 4to5 5to6 6to7 7t0 8 8to9 9t0o10 10to1l 11to12

% of sequence

Isoelectric point predicted

Figura 05. Gréafico com a predicdo do ponto isoelétr ico das sequéncias obtidas a partir dos fagos
subtraidos e eluidos selecionados com o pool dos anticorpos IgM e IgG dos grupos de estudo. EMS,
fagos eluidos selecionados a partir do pool de IgM de individuos saudaveis; SMS, fagos subtraidos
selecionados a partir do pool de IgM de individuos saudaveis; SGS, fagos subtraidos selecionados a partir do
pool de IgG de individuos saudaveis; EGS, fagos eluidos selecionados a partir do pool de IgG de individuos
saudaveis; SMT, fagos subtraidos selecionados a partir do pool de IgM de individuos tolerantes; EGT, fagos
eluidos selecionados a partir do pool de IgG de individuos tolerantes; EMT, fagos eluidos selecionados a partir
do pool de IgM de individuos tolerantes; EGR, fagos eluidos selecionados a partir do pool de 1gG de individuos
rejeicdo; SGR, fagos subtraidos selecionados a partir do pool de IgG de individuos rejeicdo; EMR, fagos eluidos
selecionados a partir do pool de 1gM de individuos rejei¢cdo; SMR, fagos subtraidos selecionados a partir do pool
de IgM de individuos rejeicao.
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Figura 06 . Distribuicdo dos amino4cidos que compdem as sequé ncias peptidicas selecionadas a partir

das IgGs subtraidas dos individuos saudaveis (SGS). Os peptideos foram alinhados e a frequencia de sua
distribuicdo na sequéncia foi calculada utilizando o aplicativo WebLogo. A altura total indica a conservagcao da
seguéncia naquela posigdo, enquanto que a altura dos simbolos indica a frequiéncia relativa de cada aminoacido

ou nucleotideos naquela posigdo.n=34
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Figura 07 . Distribuicdo dos aminoacidos que compdem as sequé ncias peptidicas selecionadas a partir

das IgMs subtraidas dos individuos saudaveis (SMS). Os peptideos foram alinhados e a frequencia de sua
distribuicdo na sequéncia foi calculada utilizando o aplicativo WebLogo. A altura total indica a conservagéao da
seguéncia naquela posigdo, enquanto que a altura dos simbolos indica a frequiéncia relativa de cada aminoéacido

ou nucleotideos naquela posigdo.n=42
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Figura 08 . Distribuicdo dos aminoacidos que compdem as sequé ncias peptidicas selecionadas a partir
das IgGs eluida s dos individuos saudaveis (EGS). Os peptideos foram alinhados e a frequencia de sua
distribuicdo na sequéncia foi calculada utilizando o aplicativo WebLogo. A altura total indica a conservacédo da
seguéncia naquela posigdo, enquanto que a altura dos simbolos indica a frequiéncia relativa de cada aminoacido
ou nucleotideos naquela posigdo.n=53
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Figura 09 . Distribuicdo dos aminoacidos que comp8em as sequé ncias peptidicas selecionadas a partir

das IgMs eluida s dos individuos saudaveis (EMS). Os peptideos foram alinhados e a frequencia de sua
distribuicdo na sequéncia foi calculada utilizando o aplicativo WebLogo. A altura total indica a conservacéo da
sequéncia naquela posi¢ao, enquanto que a altura dos simbolos indica a freqiiéncia relativa de cada aminoacido

ou nucleotideos naquela posi¢do.n=21
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Figura 10. Distribuicdo dos aminoac idos que compdem as sequéncias peptidicas seleciona  das a partir
das IgMs subtraidas dos individuos tolerantes opera  cionais (SMT). Os peptideos foram alinhados e a
frequencia de sua distribuicdo na sequéncia foi calculada utilizando o aplicativo WebLogo. A altura total indica a
conservacao da sequéncia naquela posicédo, enquanto que a altura dos simbolos indica a freqiiéncia relativa de
cada aminoacido ou nucleotideos naquela posi¢cdo.n=21
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Figura 11. Distribuicdo dos aminoacidos que compdem as sequé ncias peptidicas selecionadas a partir

das 1gGs eluidos dos individuos tolerantes operacio nais (EGT). Os peptideos foram alinhados e a
frequencia de sua distribuicdo na sequéncia foi calculada utilizando o aplicativo WebLogo. A altura total indica a
conservacao da sequéncia naquela posicdo, enquanto que a altura dos simbolos indica a freqiiéncia relativa de

cada aminoacido ou nucleotideos naquela posi¢do.n=10
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Figura 12 . Distribuicdo dos aminoacidos que comp8em as sequé ncias peptidicas selecionadas a partir
das IgGs e IgMs eluidas dos individuos tolerantes o  peracionais (EGT e EMT). Os peptideos foram
alinhados e a frequencia de sua distribuicdo na sequéncia foi calculada utilizando o aplicativo WebLogo. A altura
total indica a conservacdo da sequéncia naquela posigdo, enquanto que a altura dos simbolos indica a

freqliéncia relativa de cada aminoacido ou nucleotideos naquela posicao.n=13
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Figura 13. Distribuicdo dos aminoacidos que compdem as sequé ncias peptidicas selecionadas a partir
das IgGs e IgMs eluidas dos individuos rejeicdo cr6  nica (EGR e EMR). Os peptideos foram alinhados e a
frequencia de sua distribuicdo na sequéncia foi calculada utilizando o aplicativo WebLogo. A altura total indica a
conservacao da sequéncia naquela posicédo, enquanto que a altura dos simbolos indica a freqiiéncia relativa de
cada aminoacido ou nucleotideos naquela posi¢do.n=6
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Figura 14 . Distribuicdo dos aminoacidos que compdem as sequéncias peptidicas selecionadas a partir
das IgGs e IgMs subtraidas dos individuos rejei¢do cronica (SGR e SMR). Os peptideos foram alinhados e
a frequencia de sua distribuicdo na sequéncia foi calculada utilizando o aplicativo WebLogo. A altura total indica
a conservagdo da sequéncia naquela posicdo, enquanto que a altura dos simbolos indica a freqiiéncia relativa
de cada aminoacido ou nucleotideos naquela posicdo.n=6
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Figura 15. Distribuicdo dos aminoacidos que comp8em as sequé ncias pe ptidicas selecionadas a partir
das IgGs e IgMs subtraidas e eluidas de todos os in  dividuos dos grupos de estudo (  OT, CR e HE). Os
peptideos foram alinhados e a frequencia de sua distribuicdo na sequéncia foi calculada utilizando o aplicativo
WebLogo. A altura total indica a conservacdo da sequéncia naquela posi¢do, enquanto que a altura dos
simbolos indica a fregliéncia relativa de cada aminoacido ou nucleotideos naquela posi¢do.n=196
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Figura 16 . Distribuicdo dos aminoacidos que comp8em as sequé ncias peptidicas selecionadas a partir
das IgGs e IgMs subtraidas e eluidas de todos os in  dividuos saudaveis (EGS, EMS, SGS e SMS). Os
peptideos foram alinhados e a frequencia de sua distribuicdo na sequéncia foi calculada utilizando o aplicativo
WebLogo. A altura total indica a conservacdo da sequéncia naquela posicdo, enquanto que a altura dos
simbolos indica a freqiéncia relativa de cada aminoacido ou nucleotideos naquela posi¢do.n=150
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Figura 17. Dis tribuicdo dos aminoacidos que compdem as sequéncias peptidicas selecionadas a partir

das IgGs e IgMs subtraidas e eluidas de todos os in  dividuos tolerantes operacionais (EGT, EMT, SGT e
SMT). Os peptideos foram alinhados e a frequencia de sua distribuicdo na sequéncia foi calculada utilizando o
aplicativo WebLogo. A altura total indica a conservagao da sequéncia naquela posi¢cdo, enquanto que a altura
dos simbolos indica a freqiiéncia relativa de cada aminoacido ou nucleotideos naquela posi¢do.n=34
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Figura 18. Distribuicdo dos aminoacidos que compdem as sequé ncias peptidicas selecionadas a partir
das IgGs e IgMs subtraidas e eluidas de todos os in  dividuos rejeicdo crénica (EMR, EGR, SMR e SGR).
Os peptideos foram alinhados e a frequencia de sua distribuicdo na sequéncia foi calculada utilizando o
aplicativo WebLogo. A altura total indica a conservagao da sequéncia naquela posi¢cdo, enquanto que a altura
dos simbolos indica a freqliéncia relativa de cada aminoacido ou nucleotideos naquela posi¢do.n=12
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Figura 19. Distribuicdo dos aminoacidos que comp8em as sequé ncias peptidicas selecionadas a partir
das 1gGs e IgMs eluidas dos individuos tolerantes o peracionais e rejeicéo cronica (eluidas de OT e CR)

Os peptideos foram alinhados e a frequencia de sua distribuicdo na sequéncia foi calculada utilizando o
aplicativo WebLogo. A altura total indica a conservacdo da sequéncia naquela posicdo, enquanto que a altura
dos simbolos indica a freqliéncia relativa de cada aminoacido ou nucleotideos naquela posi¢do.n=19
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Figura 20 . Distribuicdo dos aminoacidos que comp8em as sequé ncias peptidicas selecionadas a partir
das IgGs e IgMs subtraidas dos individuos tolerante s operacionais e rejei¢do cronica (subtraidas de OT
CR e HE). Os peptideos foram alinhados e a frequencia de sua distribuicdo na sequéncia foi calculada utilizando
o aplicativo WebLogo. A altura total indica a conservacao da sequéncia naquela posi¢cao, enquanto que a altura
dos simbolos indica a freqiiéncia relativa de cada aminoacido ou nucleotideos naquela posi¢do.n=103
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5.5Avaliacdo da concentracdo sérica de IgG, IgM e  proteina total e a sua
correlacdo com a intensidade de sinal (Sl) encontra  da nos

microarranjos

Para avaliar as diferencas na composicao protéica do plasma entre 0s grupos
estudados, foi realizado um ELISA especifico para os isotipos IgM e IgG e na
guantificacdo de proteina total foi utilizando o kit BCA (tabela 09). As analises de
Mann-Whitney U néo revelaram diferencas significativas entre os grupos no que diz
respeito a IgM (0,5-0,7 mg/ml), IgG (5,8-7,8 m/ml) ou de proteina total (39,3-43,4
mg/ml) (p> 0,05) (fig.21A-C). A variacao interna de cada grupo foi comparavel em
todas as trés analises (CV, coeficiente de variacdo 20-50%), com excecdo dos
niveis de IgM entre o grupo de pacientes estaveis (EST) (CV 93%). Este ultimo é
explicado pela presenca de uma amostra de plasma sanguineo (Ltx28) mostrando
um titulo de IgM quatro vezes maior que os demais. No entanto, como os niveis de
IgG e proteina total dessa amostra foram normais, esta néo foi classificada como
um caso isolado (outlier); vale ressaltar que a sua inclusdo nao afetou nenhuma das
analises ou estatisticas apresentadas neste trabalho. Houve uma boa correlagcéo
guando cruzados os niveis de IgM e IgG das amostras de plasma (Pearson r=0,663;
p<0,001) (fig.22C). Da mesma forma, a proteina plasmatica total mostrou um alto
grau de correlacdo com IgG (r>0,702; p<0,001) (fig.22B), mas n&o com IgM
(r=0,145; p>0,05) (fig.22A). N&o foram encontrados valores significativos que
correlacionassem o0s niveis de concentracdo sérica das proteinas analisadas (IgG,
IgM e proteina total) e a média da intensidade de sinal (SI) dos microarranjos.
(fig.23A-C)
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Tabela 09: Concentracdes de IgM, IgG e proteina total do plasma das amostras
sanguineas dos individuos transplantados renais com diferentes niveis de tolerancia
(n=23) e dos individuos saudaveis (n=9). Média das concentrades em duplicatas
determinadas por ELISA (IgG e IgM) e BCA (proteina total).

2 média [IgM] (mg/ml)  média [IgG] (mg/ml)  [proteina total] (mg/ml)

Grupos de estudo

Obtido por ELISA Obtido por ELISA Obtido por BCA

LTx03 0.19 2.56 14.06
LTx08 0.45 4.21 24.27
LTx10 0.47 4.11 19.97
LTx16 0.16 5.29 32.90
LTx62 0.47 3.32 13.13
Rejeicdo Crbnica (CR - n =10)

LTx01 0.17 2.50 5.09
LTx04 0.10 1.55 5.19
LTx05 0.43 4.95 30.01
LTx06 0.14 2.25 23.9
LTx07 0.28 3.23 22.19
LTx13 0.72 5.12 2451
LTx25 0.29 3.51 29.49
LTx26 0.63 3.99 30.93
LTx32 0.30 3.96 23.67
LTx67 0.42 2.27 17.92
LTx09 0.23 3.36 24.86
LTx12 0.20 3.80 25.8
LTx14 0.16 1.65 13.64
LTx27 0.28 2.53 16.93
LTx28 1.13 2.94 18.75
LTx30 0.28 4.09 18.28
LTx31 0.23 2.06 19.56
LTx33 0.24 2.76 19.21
LTx36 0.26 3.35 28.64
LTx37 0.39 4.07 27.85
LTx38 0.39 2.97

LTx40 0.17 2.19 13.47
LTx41 0.16 2.93 25.94
LTx43 0.14 2.52 16.15
LTx44 0.38 3.09 21.87
LTx18 0.35 3.17 20.02
LTx15 0.15 1.62 12.92

®Grupos de estudo utilizados na pesquisa, em tratamento com imunossupressores (ST, individuos com funcéo
estavel do enxerto; CR, individuos com rejeicdo cronica) e grupos que ndo estdo sob tratamento de
imunossupressores (OT, individuos tolerantes operacionais; HE, voluntarios saudaveis); Para mais detalhes
sobre os dados clinicos dos sujeitos da pesquisa veja anexo lll
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Figura 21. Niveis de IgM, IgG e proteina total no plasma sangu ineos das amostras dos grupos de estudo

(A) IgM plasmatica total (ELISA). (B) IgG plasmatica total (ELISA). (C) Proteina total (BCA). Os simbolos
representam os valores médios das amostras analisadas em duplicata; barras indicam a média do grupo de
estudo. Os grupos de estudo em tratamento com imunossupressores (ST, estaveis; CR, individuos com rejei¢édo
cronica) sao destacados em vermelho. Os grupos que ndo estdo sob tratamento de imunossupressores (OT,
individuos tolerantes operacionais; HE, voluntarios saudaveis) sdo mostrados em preto. Nao foram observadas
diferencas estatisticas significantes entre os grupos de estudo (p>0,05; teste Mann-Whitney U).
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Figura 22. Correlagao entre os niveis plasmaticos de IgM, 1gG e proteina total das amostras sanguineas

dos grupos de estudo. (A-C) Os simbolos representam os valores médios das amostras analisadas em
duplicata. Os grupos de estudo em tratamento com imunossupressores (ST, estaveis; CR, individuos com
rejeicdo crénica) sdo destacados em vermelho. Os grupos que ndo estdo sob tratamento de imunossupressores
(OT, individuos tolerantes operacionais; HE, voluntarios saudaveis) sdo mostrados em preto. As associa¢des
entre as concentragdes plasmaticas de IgM, IgG e proteina total foram avaliadas pelo coeficiente de correlagéo

de Pearson (r); ** p<0.01, *** p<0.001. Os valores atipicos (outliers) em parénteses foram excluidos das analises
de correlagao.
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Figura 23. Andlise de correlagdo entre a concentracdo sérica d e IgG, proteina total e IgM e a média de

intencidade de sinal (SI) das IgMs. (A) 1gG plasmatica (B) Proteina total (C) IgM plasmatica. Os grupos de
estudo em tratamento com imunossupressores (ST, estaveis; CR, individuos com rejeigcdo cronica) séo
destacados em vermelho. Os grupos que ndo estdo sob tratamento de imunossupressores (OT, individuos
tolerantes operacionais; HE, voluntarios saudaveis) sdo mostrados em preto. As correlacdes entre a

concentragdo de IgM e a média da Sl das IgMs. foram avaliadas pelo coeficiente de correlagédo de Pearson (r); **
p<0.01, *** p<0.001.
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5.6 Andlises de correlagdo e variacao da intensida  de de sinal nos

microarranjos peptidicos

Para investigar as diferengcas entre grupos de estudo foram utilizados os
anticorpos do tipo IgM presentes no plasma dos sujeitos da pesquisa, as amostras
de plasma (n=30) foram incubadas nas bibliotecas de microarranjo contendo 942
peptideos aleatdrios. Como controle interno do ensaio, seis microarranjos adicionais
foram incubados com a amostra de um mesmo individuo saudavel (HE) Ltx36 (n=5;
repeticdes) ou somente tampao de incubagao (n=1, branco). O perfil da intensidade
de sinal (SI) das IgMs foi obtido através da deteccdo do anticorpo secundario anti-
IgM humana conjugado com fluorescéncia (Alexa647).

A intensidade de sinal (SI) observada nos microchips peptidicos foi de uma
forma geral, a mesma para todas as amostras (fig.25), a maioria seguiu o log de
uma distribuicdo normal — curva gaussiana, mesmo quando analisamos a
distribuicdo da intensidade de sinal (Sl) dos dados agrupados das cinco incubacdes
das repeticbes da amostra Ltx36 (fig.24A); contudo, a distribuicdo de Sl diferiu por
localizacdo (média, 1) e escala (desvio padrdo, SD) (fig.25). A S| dos brancos foi
significantemente baixa (fig.24B) e ndo teve correlacdo com as Sls das amostras de
pasma (Pearson rmean=0.253;), indicando que o perfil de SI das amostras nao foi
influenciado pelo anticorpo utilizado na deteccéo das IgMs. A variacdo experimental
observada na sondagem do ensaio de microarranjo foi baixa, enquanto que a
correlacdo de Pearson entre as repeticbes da amostra Ltx36 foram fortes e
significativas (rmean=0.906; p>0.0001) (fig.33). A correlagdo dos perfis de Sl dentro
dos grupos de estudo foi baixa (rmean=0.561 to 0.663; p>0.0001 para todos os
grupos) e o desvio padrdo da média da Sls dos peptideos foi maior para os grupos
de estudo em comparacdo com o grupo de repeticdo Ltx36 (fig.24C). Assim, a
variabilidade biologica das amostras excedeu a variabilidade tecnoldgico do ensaio.

Quando representados como curvas cumulativas de frequéncia, as
distribui¢ces individuais de Sl das amostras dos quatro grupos de estudo néo
demonstrou uma separacdo, mas sim, uma sobreposicao (fig.24B). Para analisar o
nivel desta sobreposicdo foram feitos varios graficos do tipo snake plots
comparando os grupos de estudo analisados um contra o outro ou em conjunto.

Onde a média de cada peptideo por grupo foi calculada e as medias de um grupo
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foram ordenadas de acordo com a ordem crescente do outro grupo. Dessa forma a
sobreposicdo das Sl pode ser observada: imunossuprimidos contra néao
imunossuprimidos (fig.26), OT contra CR (fig.27), OT contra HE (fig.28), OT contra
ST (fig.29), todas as Sl dos grupos em conjunto (fig.30) e CR contra os demais
grupos (fig.31). Além da comparacdo da Sl de cada sujeito da pesquisa utilizando a
meédia da intensidade de sinal de cada microchip (fig.32).

O teste de Kruskal-Wallis identificou diferencas significativas entre todas as
amostras (p<0.0001); no entanto um teste a posteriori revelou, que ambos, a
variacao intra-grupos e entre-grupos contribuiram para a significancia. Além disso,
0s grupos de estudo nédo foram classificados exclusivamente pelos valores meédios
da Sl de cada um dos 942 peptideos (calculado através de todas as amostras em
um grupo) (fig.24D) mas uma sobreposicdo das Sls foi observada.

Finalmente, a duplicata do teste Mann-Whithey U demonstrou nenhuma
diferenca significativa na média de S| das amostras entre os grupos (p>0,05), com
excecdo dos voluntarios saudaveis (HE) e os individuos com rejeicao crbnica (CR)
(p=0.021) (fig.24E). Quando analisados como um todo, os grupos de estudo nédo sao
classificados tendo como base unicamente a intensidade de sinal, ainda que as
amostras CR demonstrem uma tendéncia de Sl em niveis mais baixos quando

comparados a Sl das amostras dos individuos HE (fig.24B, D e E).
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Figura 24. Intensidade de sinal (SI) do perfil de li gacdo das amostras de plasma dos grupos de estudo
utilizando os microarranjos peptidicos randémicos. As amostras de plasma (n=30) e controles (cinco
repeticbes do plasma Ltx36 e um branco) foram sondados utilizando os microarranjos contendo a biblioteca de
942 peptideos randdmicos. A intensidade de sinal dos perfis de ligagdo das IgMs foram obtidas ap6s a detecgéo
com o anticorpo secundario anti-lgM humana conjugado com Alexa647. (A) Distribuicdo da intensidade de sinal
(SI) dos dados agrupados das cinco incubacdes das repeticdes da amostra Ltx36. O histograma em distribui¢cdo
logaritmica (log) das intensidades de sinal (barras) se encaixou dentro de uma distribuicdo Gaussiana
(distribuicdo normal) (linha vermelha). (B) Distribuicdes cumulativas das intensidades de sinal das amostras de
plasma incluidas no estudo e a incubagéo do branco. (C) Relagdo entre a média da intensidade de sinal (Sl) e o
desvio padrao (SD - standard deviation). Para cada grupo, a média da intensidade de sinal (SI) de cada
peptideo foi calculada e plotada em funcéo do seu desvio padrdo (SD). As analises de correlagdo revelardo uma
forte correlacéo linear em todos os grupos de estudo (Pearson r>0,85). Para maior clareza de dados, apenas as
curvas de regressdo linear ajustadas aos dados sdo mostradas. (D) Comparagdo entre os grupos de estudo a
partir dos peptideos ordenados pela média da intensidade de sinal. Para o grupo de voluntarios saudaveis, a
média da intenidade de sinal foi ordenada em uma escala ascendente. A intensidade de sinal média
correspondente aos peptideos dos outros grupos de estudo também é mostrada de acordo com esta
classificacdo. (E) A média de intensidade de sinal das amostras. Os simbolos representam a média de
intensidade de sinal das amostras em todos o0s 942 peptideos; as barras indicam a média dos grupos de estudo.
Diferencas estatisticamente significativas s&o indicadas (* p < 0.05; teste Mann-Whitney U). Em todas as
subfiguras, os grupos de estudo em tratamento com imunossupressores (ST, estaveis; CR, individuos com
rejeicdo crbnica) sdo destacados em vermelho e 0s grupos que néo estéo sob tratamento de imunossupressores
(OT, individuos tolerantes operacionais; HE, voluntarios saudaveis) séo mostrados em preto.
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analisada . Distribuicdo da intensidade de sinal (SI) dos dados de cada um
dos microchips analisados. A funcéo histfit (Matlab) foi aplicada para a transformacao logaritmica da distribuicdo
da intensidade de sinal de cada amostra. O histograma em distribui¢céo logaritmica (log) das intensidades de
sinal (barras) se encaixou dentro de uma distribuicido Gaussiana (distribuicdo normal) (linha vermelha). ST,
estaveis; CR, individuos com rejeicdo cronica, OT, individuos tolerantes operacionais; HE, voluntarios
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Figura 26. Snake plot dos grupos imunossuprimidos contra 0s nao -imunossuprimidos . (A) Sobreposi¢éo
das intensidades de sinal dos peptideos de cada microchip dos grupos imunossuprimidos (laranja) contra os
nao-imunossuprimidos (rosa) com o desvio padrao. O desvio padrédo e a média foram calculadas por grupo e

plotadas em funcdo de cada um. Detalhe: média contra o desvio padrdo de cada uma das 5 repeti¢cGes da
amostra Ltx 36 utilizada como controle das incubac®es interchips. (B) Snake plot onde média de cada peptideo
por grupo foi calculada e as medias de um grupo foram ordenadas de acordo com a ordem crescente do outro

grupo.
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Figura 27. Snake plot dos grupos tolerantes operacionais contra 0s individuos rejeicdo conica . (A)
Sobreposi¢do das intensidades de sinal dos peptideos de cada microchip do grupo tolerante operacional (preto)
contra o grupo rejeicao cronica (vermelho) com o desvio padrdo. O desvio padrdo e a média foram calculadas
por grupo e plotadas em funcdo de cada um. (B) Snake plot onde média de cada peptideo por grupo foi
calculada e as medias de um grupo foram ordenadas de acordo com a ordem crescente do outro grupo.
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Figura 28. Snake plot dos grupos tolerantes operacionais contra o0s individuos saudaveis . (A)

Sobreposicdo das intensidades de sinal dos peptideos de cada microchip do grupo tolerante operacional (preto)
contra o grupo de individuos saudaveis (azul) com o desvio padréo. O desvio padrédo e a média foram calculadas
por grupo e plotadas em funcédo de cada um. (B e C) Snake plot onde média de cada peptideo por grupo foi
calculada e as medias de um grupo foram ordenadas de acordo com a ordem crescente do outro grupo.
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Figura 29. Snake plot dos grupos tolerantes operacionais contra os indivi duos estaveis . Snake plot onde

média de cada peptideo por grupo foi calculada e as medias das intensidades de sinal de um grupo foram
ordenadas de acordo com a ordem crescente do outro grupo. Grupo tolerante operacional (preto) contra o grupo
de individuos estaveis (cinza).
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Figura 30. Sobreposi¢édo da intensidade de sinal (SlI) de todos 0s grupos da pesquisa. (A) Sobreposicéo
das intensidades de sinal dos peptideos de cada microchip do grupo tolerante operacional (preto), individuos
saudaveis (azul), individuos estaveis (cinza) e individuos rejei¢éo cronica (vermelho). O desvio padrao e a média
foram calculadas por grupo e plotadas em fung¢do de cada um. (B) Detalhe: média contra o desvio padrao de
cada uma das 5 repeticdes da amostra Ltx 36 utilizada como controle das incubag@es interchips. n=30.
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Figura 31. Comparacédo dos s nake plots dos individuos rejeicdo cronica contra os demais grupos. A
média de cada peptideo do grupo rejei¢cao crénica (vermelho) foi calculada e as medias foram ordenadas de
acordo com a ordem crescente e plotadas contra a Sl dos peptideos de cada microchip dos demais grupos, (A)
tolerantes operacionais (OT, cinza), (B) individuos saudaveis (HE, preto) e (C) individuos estaveis (ST, laranja)
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Figura 32. Comparagdo da Sl de cada sujeito da pesquisa utilizando a média da intensidade de sinal de
cada microchip. A média da intensidade de sinal de todos os peptideos de cada microchip foi calculada
resultando em 30 médias de intensidade de sinal, que foram codificados por cores de acordo com o diagnéstico
clinico. Rejeicéo cronica em vermelho, saudaveis em azul, tolerantes operacionais em preto e estaveis em cinza.
Detalhe: média de cada uma das 5 repeticdes da amostra Ltx 36 utilizada como controle das incubagdes
interchips.

Ltx36 Ltx36 Lix36 Lix36 Ltx36 Branco
Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Correlation of all median signal intensities on the chip
4 42 62 52 a7 73 blank
Ltx 36 12 1 08613 0.84763 0.8701 083445 0.14786
Dia 01 2 i 62 0.8613 1 0.86481 0.82067 0.8319 0.20508
F K r. ' L 52 084763 086481 1 087748 086912 020423
0 3 a7 0.8701 0.82067 0.87748 1 0.85221 0.18019
4 73 083445 08319 0.86912 085221 1 024221
Lix 36 blank  0.14786 0.20508 0.20423 0.18019 0.24221 1
Dia02 2
0 e # P Fa I3 Correlation of mean of three blocks signal intensities
4 42 62 52 a7 3 blank
Ltx 36 42 1 091091 089477 091031 088366 0.15676
Dia 03 2 62 0.91091 1 0.91163 0.87898 0.87361 0.21907
% 52 089477 091163 1 093377 092437 021186
of * i # rd L 4 0.91031 0.87898 0.93377 1 0.90206 0.18937
73 0.88366 0.87361 0.92437 0.90206 1 0.25743
4 blank 015676 021307 0.21186 0.18937 025743 1
Ltx 36
Dia04 2
ol # # F ¥/ b
4
Lix 36
Dia05 2
o] # F # - b
4000
2000
Branco o i . . e
0 2 4 0 2 4 0 2 4 0 2 4 0 2 4 0 2000 4000
x10* x 10 x 10" x 10* x 10
Figura 33. Andlises de correlacdo entre as cinco repeti¢cdes utilizadas como controle interchip e o

branco. A correlagdo entre os controles interchips foi analisada através da incubagdo da mesma amostra (Ltx
36) em cada um dos dias em as incubacdes foram realizadas. Essas repeticbes foram comparadas entre si de
acordo com o dia de incubacédo e o branco. A correlagéo foi calculada entre as repeticfes, ambas com suas
respectivas médias e medianas
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5.7 Correlagéo entre a intensidade de sinal e o tit  ulo das IgMs

Para avaliar a influéncia da composicao protéica das amostras nos perfis de
Sl das IgMs, foi realizada a analise de coeficiente de correlagdo de Pearson entre 0s
niveis de IgM, IgG e proteina total e a média de S| das amostras.

Enquanto a foi observada uma correlacdo entre a concentracdo de IgM da
amostras e a sua Sl (r=0,800; p<0,001) (fig.34), nenhuma relagcédo significante foi

observada entre IgG/SI ou proteina total/Sl. (fig.23).
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Figura 34. Analise de correlagdo entre a concentrag  ao da IgM plasmatica e da média de intensidade de

sinal (SI). Os simbolos representam as médias de intensidade de sinal das amostras analisadas em duplicata.
Os grupos de estudo em tratamento com imunossupressores (ST, estaveis; CR, individuos com rejeigdo cronica)
sdo destacados em vermelho. Os grupos que ndo estdo sob tratamento de imunossupressores (OT, individuos
tolerantes operacionais; HE, voluntarios saudaveis) sdo mostrados em preto. As associacdes entre as

concentragdes plasmaticas de IgM e a média de intensidade de sinal foram avaliadas pelo coeficiente de
correlacéo de Pearson (r); *** p<0.001.
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5.8Validacéo da correlacdo do branco contra as dem  ais amostras

Para avaliar a confiabilidade da leitura das intensidades de sinal dos
microchips foi feita a validagdo desses dados através de testes de correlacdo entre
uma mostra aleatoria (Ltx 33, ST) contra o branco (Fig 35A) e testes de correlacao
entre a média da Sl de todos os grupos contra o branco (fig.35B). Além disso,
também foi feito um diagrama do tipo heatmap para que fosse avaliado se a
intensidade de sinal encontrada nos microchips era influenciada pelo dia da
incubacdao (fig.36A) ou pelo diagndstico clinico como imunossuprimido (IS, CR + ST)
ou nao imunossuprimido (NIS, OT+HE) e (fig.36B).

A B
o 3.04
12000
254
10000
2.04
o Diagnosis
= 8000+ Chronical rejection
W ¢ E154
5 , . o é 15 Healthy
b 6000 ¢ . o Operational tolerance
& o 104 Stable
e o s}
4000 ‘ o
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B
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Blank (S1) Correlation coefficient (r)

Figura 35. Baixa correlagdo entre o branco e as dem ais amostras. (A) Correlacé@o entre o individuo Ltx 33
(ST) e o branco. (B) Histograma de todas correlagdes com o branco. A média da correlagdo com o branco foi
'media=0,253. O desvio padrao foi 0=0,063.
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(a) Heatmap by diagnosis groups and day of incuba-
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(b) Heatmap by diagnosis groups and status of im-
MUNosSuUppression

Figura 36. Intensidades de sinal das IgMs agrupadas quanto ao dia da incubacdo e estado de
imunossupressdo. Histograma do agrupamento hierarquico da matrix de correlacdo de todos os perfis de
ligacdo dos anticorpos. N&o existe agrupamento aparente das amostras quanto ao dia de incubagdo. No
entanto, estaveis e saudaveis se aglomeram. A média da correlagdo entre todas as amostras € rmedia=0,648. O
desvio padrdo € 0=0,102. n=30. IS, imunossuprimidos. NIS, ndo imunossuprimido. ot, individuos tolerantes
operacionais. cr, individuos rejeicdo cronica. st, individuos estaveis. he, individuos saudaveis.
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5.9 Andlises de componente principal  (PCA)

No presente estudo 30 amostras de plasma foram sondadas utilizando 942
peptideos randémicos. Assim, o conjunto completo de dados pode ser considerado
como um conjunto de 30 pontos em um espaco dimensional de 942. Para explorar,
se 0s quatro grupos de estudos (OT, CR, ST ou HE) se agrupariam nesse espaco
altamente dimensional, foi inicialmente realizada a analise de componente principal
(PCA — Principal Componente Analysis). PCA falhou em separar os grupos de
estudo quando todos os grupos eram analisados em conjunto (fig.37A). Quando os
dados foram confrontados aos pares a analise de PCA conseguiu separar no plano
gerado pelo PC1 e PC2 entre os grupos CR contra OT (fig.37B) e CR contra HE

(fig.37C).Dessa forma o grupo CR conseguiu ser agrupado.
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Figura 37. Analise de componente principal (PCA - principal component analysis ) dos dados da

intensidade de sinal das amostras. As amostras de plasma (n=30) foram sondados utilizando os microarranjos
contendo a biblioteca de 942 peptideos randdmicos. A intensidade de sinal dos perfis de ligacdo das IgMs foram
obtidas apos a deteccdo com o anticorpo secundario anti-lgM humana conjugado com Alexa647. (A) Corrida de
PCA no plano dimensionado 942x30, a matrix de dados identificou duas fontes dominantes de varidncia (PC1 e
PC2), que juntas respondem por 77,2% da variancia nos dados. Os grupos de estudo nao se separaram no
plano gerado por PC1 e PC2. (B) Corrida de PCA entre os grupos CR e OT com os dados de intensidade de
sinal de 16 peptideos extraidos por P-SVM. Foi identificado duas fontes dominantes de variancia (PC1 e PC2),
gue juntas respondem por 91.7% da variancia nos dados. O grupo CR se separou nesse plano gerado por PC1
e PC2. (C) Corrida de PCA entre os grupos CR e HE com os dados de intensidade de sinal de 22 peptideos
extraidos por P-SVM. Foi identificado duas fontes dominantes de variancia (PC1 e PC2), que juntas respondem
por 68,3% da variancia nos dados. O grupo CR se separou nesse plano gerado por PC1 e PC2. ST, individuos
transplantados estaveis (laranja); CR, individuos transplantados com rejei¢éo crénica (vermelho); OT, individuos
transplantados com tolerancia operacional (cinza); HE, voluntarios saudaveis (preto).
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5.10 Andlise por P-SVM ( Support Vector Machine Analysis ) e BACC

(Balanced Accuracy )

A andlise de vetor de suporte de maquina foi realizada utlizando uma
implementacdo em R do algoritmo P-SVM (Potential Support Vector Machine)
(Hochreiter e Obermayer, 2006). A SVM facilitou a classificacéo linear de dados em
muiltidimensdes com incorporacdo de selecdo de caracteristicas. O desempenho da
classificacdo foi medido usando a validacdo cruzada leave-one-out. Onde a selecdo de
caracteristicas e a selecdo de hiper parametros foram realizadas em um loop de validacao
cruzada interno, independentemente da amostra teste do loop de validacdo cruzada
externo. O loop interno foi usado para determinar a combinacao de parametros que dariam
o melhor desempenho de classificagdo: o custo do parametro C variou de 1 a 13 em 5
passos, o parametro de dispersdo variou de 0,1 a 1,4 em 5 passos, € 0 numero maximo de
caracteristicas variou de 1 a 10. O critério de classificacdo almejado foi o BACC (balanced
accuracy, Equacgédo 1), uma vez que o numero de recursos é elevado em relagdo ao numero
de amostras, as correlagcdes entre as caracteristicas e do alvo podem ocorrer ao acaso.
Para quantificar esses efeitos aleatérios, foram realizados testes de permutacdo. Para cada
uma das trés tarefas de classificacdo, anteriormente foi realizada uma validacdo cruzada
com 1000 embaralhamentos independentes do label vector. Em seguida, a proporcéo dos
resultados em que a BACC foi, pelo menos tdo bom quanto para o label vector original
desembaralhado é uma estimativa ndo tendenciosa do verdadeiro p-value, i. e. a
probabilidade para alcancar uma BACC pelo menos tdo boa quanto a observada sob a

hipétese nula de que as etiquetas e os dados de entrada sdo independentes.

Tabela 10. Classificacdo supervisionada dos grupos de estudo por P-SVM?

Study Groups BACC  Sensitivity [%]  Specificity [%]  p-value
OT-CR 73.8 60.0 87.5 0.029
(ST+CR)-(HE+OT) 68.8 50.0 87.5 0.019
CR-HE 66.0 44.4 87.5 0.037
(HE+OT+ST)-CR 49.4 36.4 62.5 0.553
OT-HE 46.7 60.0 333 0.461
OT-ST 37.5 75.0 0.0 1.000
CR-ST 37.5 75.0 0.0 1.000

®Grupos de estudo em tratamento com imunossupressores (em vermelho, ST, estaveis; CR,
individuos com rejeigdo crénica) e os grupos que nao estdo sob tratamento de imunossupressores
(OT, individuos tolerantes operacionais; HE, voluntarios saudaveis); BACC, balanced accuracy.

Equacéo 1: BACC = 1/2 x (recall class 1 + recall class 2)



Tabela 11. Conjunto de peptideos randdmicos selecionados por P-SVM?*

# OT-CR CR-HE
&KI LTMIKEQEFFDE MNFMQ Al NVTVPHF

|

PTNSSFFRGKQEY! H YGNRAQNWAI SHVRE
AWHNPI AMALTPLYI PQESSQTYALWPGNI
LVMVRGGYKKYEVHR ADATPQQYLKHYQTT
LEI NFHQRQTNVYPP WOWESVANI KFLTPR
FLFRAWPWTRHQ GAG VRKVTHHSAYW YYG
HT GAPL SKSWGKVPD GFTGKPQGALPYGAD
RNHDI LEI EI EAPKR Pl GMTKSDWARGQAF
QW WONGPKLVDHI P GVL PVNNEL GSWAGT
LQAKVRGTMAI SHWA | KVNHRYESL PGQSL
KVEQVIGQERPDETLY VDGLQFLTSDMTETH
Pl GMTKSDWARGQAF TMNHI YEMRQAENVH
GSVGTPGAHDEF| VI HPASPSWG DRPHKI
SEI QPSMAM DADAH QHNEVRFRVWAVKREM
WGVI PRPHSLLLFFE ESNRW.EWGQ YASH
EKTVSAEYVI VDVHA FNPWNEVEFNYTKMA
ERFQAGHLETLAQHR
| DYVKTKNNVDKDVP
SYLWANSRQYDTMNQ
TVEI FNWTGYYAEVG
GYWIENGHI RNMADP
YW KQFVFEVAENYS

#Sequeéncia de aminoacidos dos peptideos que discriminaram OT-CR (n=16) ou CR-HE (n=22).

|

4

| |
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Discussao

“Quem decidir se colocar como juiz da verdade e do

conhecimento é naufragado pela garganta dos Deuses”

Albert Einstein

Fisico Alemao
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6. DISCUSSAO

6.1 Resultados obtidos a partirdo  phage display

Diante dos objetivos propostos, inicialmente observamos que foi possivel
padronizar as técnicas de selecdo dos fagos reativos, tanto da biblioteca comercial,
guanto dos fagos subtraidos e eluidos a partir dos anticorpos dos pacientes
saudaveis (fig.02), como exemplo podemos citar a deteccdo dos melhores
anticorpos (Ab 19 e Ab 72, respectivamente, anti-Fc humano feito em cabra
conjugado a fosfatase alcalina e anti-lgM humana feito em cabra conjugado a
fosfatase alcalina) que foram utilizados na captura dos anticorpos presentes no
plasma dos sujeitos da pesquisa (fig.03 e 04). Mesmo que os anticorpos Ab 19 e 72
tenham apresentado um melhor desempenho pela auséncia de um anticorpo
conjugado para sua deteccao, eles apresentaram um resultado aceitavel quanto a
captura, devido ndo apresentarem resposta cruzada, ou seja, o anticorpo anti-lgG
(Ab19) ndo demonstrou um alto sinal de captura (Abs >0,1) quando desafiado contra
a molécula de IgM, o mesmo aconteceu quando o anticorpo anti-IgM foi testado
contra a molécula de IgG (Abs >0,1).

A auséncia de um perfil diferencial utilizando a técnica de phage display,
provavelmente se deve a presenca de poucas sequéncias de individuos tolerantes e
individuos com rejeicdo cronica para a devida comparagcdo com as sequencias
peptidicas obtidas até o presente momento (tabelas 03 a 08), assim como a
necessidade de um maior nimero de sequéncias peptidicas dos individuos
saudaveis para que se possa estabelecer um padrédo de reatividades dos desses
individuos ditos normais. Isso se deve até por uma dificuldade da técnica, ja que o
sequenciamento utilizado foi pelo método Sanger, onde apesar de ser uma
metodologia de sequenciamento automatico, as amostras devem ser preparadas
uma-a-uma na placa de 96 pocos. Pela metodologia do phage display, as sele¢cbes
deveriam ser plagueadas a partir de varias diluicbes de células, que foram
previamente infectadas com os fagos selecionados pelos anticorpos. Como
recomendacao do kit (pH D. 12 Biolabs (# E8110S) as placas com mais de 100
colénias sdo pouco confidveis. O que tornou laborioso o processo de obtencdo de
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colbnias para serem sequenciadas. Apesar disso, com as sequéncias obtidas
conseguimos fazer uma analise prévia dos peptideos selecionados pelos fagos,
tanto dos eluidos quanto dos subtraidos. Nessa caracterizacdo notamos que a
freqliéncia de ponto isoelétrico (Pl) encontrada na maioria das sequéncias € em
torno de 6 a 7 ou 9 a 10 (fig.05). Mesmo assim, com uma porcentagem menor,
foram encontrados peptideos entre os PlIs 3a 5 e 7 a 8 (fig.05).

As analises relacionadas a distribuicdo dos aminoacidos que compdem as
sequéncias peptidicas demonstram uma frequéncia bastante randémica, salvo
algumas excecdes. Nos peptideos dos individuos saudaveis ha indicios de uma
predominancia do aminoéacido prolina nas posi¢coes 2 (SGS e EGS - fig.06 e 08), 4
(SMS, EGS e EMS - fig.07, 08 e 09 ), 8 e 12 (EGS - fig.08) e esta frequéncia se
repete nas posi¢coes 4, 8 e 12 quando os peptideos reconhecidos pelos individuos
saudaveis sdo analisados em conjunto (fig.16)

Quanto aos peptideos dos individuos tolerantes operacionais. Nas amostras
SMT, ha freqiéncia do aminoacido arginina na posicao 6 (fig.10). Ja nas amostras
EGT (fig.11) o aminoécido prolina aparece na posicéo 4 e serina na posi¢cao 5. Nas
posicbes 1 e de 6 a 12 a frequéncia de aminoacidos € muito randbémica,
provavelmente devido ao nimero de sequéncias obtidas ser muito baixo (n=10). Na
figura 12 analisando as amostras EGT juntamente com as trés sequéncia obtidas
nas amostras EMT ndo houve alteracdo na frequéncia das posi¢coes 4 (P) e 5 (S),
mas foi observado um pequeno aumento na frequéncia de serina nas posicoes 2 e
3, as demais posicoes ndo se alteraram. Quando as analises dos individuos
tolerantes operacionais foram em conjunto nada significativo foi encontrado (fig.17).

Nos peptideos dos individuos rejeicdo crbnica, provavelmente devido ao
baixo nimero de sequéncia obtidas (n=12), a frequéncia observada foi bastante
randomica em todas as posicoes, salvo diferencas sutis entre as mostras eluidas
(EGR e EMR - fig.13) e subtraidas (SGR e SMR - fig.14), onde observamos a
presenca do aminoacido leucina na posi¢cdo 6 das amostras eluidas e a presenca do
aminoacido treonina na posi¢cdo 4 das amostras subtraidas. Nas demais posi¢cdes
nada foi observado. Quando as amostras dos individuos CR foram analisados em
conjunto (fig.18) a frequéncia das posicoes 4 e 6 se manteve, e apesar de alguns

aminoacidos aparecem nesta analise em conjunto nas posi¢des 1, 2, 7, 8 e 9
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nenhuma frequéncia predominante foi observada. As demais posicbes nao se
alteraram.

Quando as andlises sao feitas com todos os peptideos dos individuos OT, CR
e HE ao mesmo tempo (fig.15), somente os fagos subtraidos OT, CR e HE (fig.20)
ou somente os fagos eluidos de OT e CR (fig.19) a frequéncia de todas as posi¢cdes
€ bastante randémica ndo podendo ser indicada nenhuma prevaléncia apesar da
presenca dos aminoacidos prolina e treonina em algumas posicoes.

Mesmo assim, com os resultados de phage display obtidos até o presente
momento, podemos iniciar uma padronizacdo de dados para posteriores analises
computacionais. Nas tabelas 03 a 08 foram agrupadas informacdes quanto a
composicdo de aminoacidos, ponto isoelétrico, presenca de regides potencialmente
antigénicas, conformacdo e estrutura secundaria dos peptideos obtidos até o
momento. Informacdes estas que podem ser utilizadas como entrada de dados em
algoritmos de aprendizado de maquina ou rede neural que serdo desenvolvidos e
utilizados para a identificacdo de peptideos ou grupos de peptideos potencialmente
diferenciais entre os grupos de pacientes. Este tipo de algoritmo preditivo ja foi
obtido com sucesso pelo nosso grupo para a diferenciacdo entre RNAs
codificadores e nao codificadores (Arrial e cols., 2009).

A titulacéo e sequenciamento do DNA dos fagos selecionados foi adaptada e
padronizada a partir do protocolo fornecido pelo kit pH.D.12 Biolabs (# E8110S).
Para tanto o primer de sequenciamento teve que ser modificado e re-desenhado
para que se adequasse a plataforma de sequenciamento automatico utilizada
(Sanger), ja que o primer fornecido pelo kit da Biolabs ndo amplificou a sequéncia
com uma qualidade aceitavel.

Para maiores andlises dos resultados obtidos a partir dos peptideos
selecionados por phage display, hd necessidade de obtencdo de uma maior
guantidade de sequéncias a partir de todos os grupos analisados. Somente a partir
disso as andlises matematicas, estatisticas e comparativas poderdao ser aplicadas
dando maior confiabilidade aos nossos dados. Vale lembrar que sequenciar varias
placas de uma mesma selecdo ou obter mais clones de uma mesma selecéo néo e
indicado pelo kit da biolabs. Dessa forma varias sequéncias poderiam se repetir e
ainda assim isso ndo demonstra uma preferéncia de reconhecimento dos anticorpos

utilizados, nem mesmo um perfil diferencial. Por isso o0 uso de uma nova tecnologia
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de sequenciamento que gere uma maior quantidade de sequéncias em uma Unica

selecao deve ser utilizada.

6.2 Resultados obtidos a partir do microarranjo pe  ptidico

Apresentamos nesse trabalho os resultados obtidos a partir da colaboracéo
internacional com o grupo de pesquisa da Dra.Or-Guil. da Humboldt University em
Berlin realizado durante o periodo de doutorado-sanduiche. Nessa colaboracao
avaliamos o padrdo do perfil peptidico e imunolégico do soro de cada paciente
utilizando a técnica de peptide microarray. Onde o soro de cada um dos individuos
dos grupos de interesse foi hibridizado na superficie dos microchips obtidos através
da empresa Pepscan Presto (RC Lelystad, Holanda). Todas as analises
matematicas, estatisticas e comparativas desta técnica foram feitas de acordo com
0os protocolos utilizados correntemente pelo grupo da Dra. Or-Guil. Com isso
pretendiamos identificar potenciais epitopos de anticorpos reguladores, selecionar
peptideos reconhecidos diferencialmente e analisar o padrédo de reconhecimento
das imunoglobulinas IgM nos grupos experimentais. A intensidade de sinal (Sl) de
cada ponto no chip com a presenca de um peptideo (spot) foi medida a partir da
ligacdo das IgMs presentes no plasma dos sujeitos de pesquisa. A identificacao
dessa ligacdo somente foi possivel devido ao uso do anticorpo anti-lgM humana
conjugado a Alexa647 (20 pg/ml; Invitrogen, Darmstadt, Alemanha). Essa
fluorescéncia foi medida e analisada computacionalmente.

Quanto a correlacédo na quantificacdo das amostras, Todos os plasmas tem o
mesmo perfil quantitativo (fig.21A-C), ou seja, todos os individuos tem uma
correlacdo proxima quanto a quantidade de anticorpos presentes no plasma. Isso
pode indicar que a diferenca de sinal observada nos microarranjos analisados seja
devido a uma preferéncia de ligacdo e ndo a simples quantidade de anticorpos
presentes no plasma. O Unico individuo que ndo se encaixa nesse perfil € o Ltx 28
(ST), sua alta intensidade de sinal parece estar relacionada a alta concentracdo de
imunoglobulinas presentes no plasma. (fig.22C , 23 e 32). Razoavelmente este dado
deveria ser desconsiderado das analises. Mas apesar disso este individuo
permaneceu nas analises estatisticas, ja que suas repeticbes indicaram sempre o

mesmo resultado. Vale ressaltar que essas repeticbes ndo comprovam que a
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intensidade de sinal do individuo em questéo tenha alguma relagdo com perfil global
de ligacdo do grupo. Seu carater individual de ligagdo ser um indicativo de uma
série de fatores néo relacionados a analise, como por exemplo, uma infeccéo viral
pouco tempo antes da coleta do plasma ou alguma outra reagéo imune que elevou a
guantidade de imunoglobulinas presentes no plasma. Como nédo ha como prever
guais imunoglobulinas seriam importantes na analise do perfil inflamatorio renal este
dado poderia ser desconsiderado. Mas a sua inclusdo nao afetou nenhuma das
analises estatisticas apresentadas nesse trabalho. Pois quando cruzados os niveis
plasmaticos tanto de proteina total, IgM e 1gG, nota-se um alta grau de correlacao
entre todos os grupos (fig.22A-C). Podendo indicar que o status imunoldgico
humoral dos individuos, quanto aos anticorpos IgG e IgM, estaria no mesmo
patamar, ja que sua correlacdo é alta. Se esse perfil de imunidade humoral esta de
certa forma equilibrado, pode-se se dizer que o sistema imune dos individuos, numa
Visdo quantitativa, seria bastante semelhante. Entdo qualquer resultado que indique
uma variacao na intensidade de sinal no perfil de ligacdo aos microarranjos estaria
relacionado ao padrao de ligagdo de cada grupo e ndo a quantidade de anticorpos
presentes. Sendo isso observado no testes de correlacdo dos niveis de
concentracdo seérica de IgG (fig.23A), IgM (fig.23C) e proteina total (fig.23B) e a
meédia da intensidade de sinal (SI) encontrada nos microarranjos

Para a comparacao as distribuigdes individuais de intensidade de sinal (Sl)
das amostras dos quatro grupos de estudo foram feitos varios graficos do tipo snake
plots comparando os grupos de estudo analisados um contra 0 outro ou em
conjunto. Quando a sobreposicéo das intensidades de sinal dos peptideos de cada
microchip é analisada com todas as amostras ao mesmo tempo fica dificil tirar
qgualquer tipo de concluséao (fig.30). Por isso, os snhake plots feitos aos pares foi
utilizado. Nesses snake plots observamos que a média da Sl dos grupos de
individuos imunossuprimidos (CR e ST) fica um pouco abaixo da média da Sl dos
individuos ndo imunossuprimidos (OT e HE) (fig. 26B). Talvez essa baixa Sl seja um
reflexo da carga de imunossupressores que esses individuos estdo expostos, em
contrapartida as analises da concentracdo de anticorpos presentes no plasma
desses mesmos individuos ndo demonstram esta diferenca quando comparamos 0s
grupos. Sabemos que as drogas utilizadas no tratamento dos sujeitos da pesquisa,

nao afetam, pelo menos ndo diretamente, a concentracdo dos anticorpos do plasma
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(Silva, H.M. e cols, 2012). Mas de alguma forma a intensidade de ligagdo dos
anticorpos dos pacientes imunossuprimidos esta sendo afetada de forma negativa.
Nos snake plots onde foram utilizados um grupo contra outro este mesmo padrao de
sinal foi observado. Nas comparacfes da média de S| do grupo dos individuos
tolerantes operacionais (OT) com os demais grupos, seu sinal foi mais alto quando
comparado com os individuos rejeicdo cronica (CR) (fig.27B), e apesar de SI muito
préximos, os voluntarios saudaveis (HE) demonstraram ter um sinal um pouco
acima (fig.28B), mesmo quando comparamos de forma cruzada (fig.28C). Ja
guando comparamos 0s OT com os individuos estaveis (ST) as Sls praticamente se
sobrepdem (fig.29B) mas quando obvervamos o desvio padrdo desse mesmos Sls
isso ndo € observado (fig.29A) Provavelmente se a intensidade de sinal desse
snake plot em questéo for corrigida pelo valor do desvio padrao esta sobreposicéo
nao seria observada.

Isso € observado quando tomamos como base o grupo de individuos
portadores de rejeicdo crénica para as analises. Quando comparamos os individuos
CR contra os individuos estaveis (ST), utilizando o desvio padrdo como corre¢do, as
intensidades de sinal se sobrepdem (fig.31C) indicando um mesmo padrdao de
ligacdo dos anticorpos presentes no plasma desses dois grupos aos peptideos
randomicos presentes nos microchips. Quando comparamos os individuos CR
contra OT (fig.31A) e CR contra HE (fig.31B) o mesmo padréo de intensidade de
sinal é observado como o demonstrado nos testes anteriores.

Na comparacdo da intensidade de sinal de cada sujeito da pesquisa
utilizando a média da intensidade de sinal de cada microchip (fig.32) conseguimos
observar trés niveis de Sl. O primeiro fica em torno da média de Sl de 0 a 4000.
Nessa faixa estédo presentes todos os individuos portadores de rejei¢cao cronica, trés
individuos saudaveis, trés tolerantes operacionais e sete dos oito individuos
estaveis. O segundo nivel observado fica em torno de média de S| de 4000 a 8000.
Nesse nivel estdo os demais individuos saudaveis (n=5) e os demais individuos
tolerantes operacionais (n=2). O terceiro e ultimo nivel observado fica com a média
de SI acima de 10.000, nele se encontra apenas o individuo Ltx28 (ST). Que
conforme foi observado anteriormente € o Unico individuo que a intensidade de sinal
estd muito acima da média (outlier). Este individuo em questdo nao foi retirado das

analises devido suas repeticdes sempre indicarem o mesmo nivel de Sl, e também
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pelo fato de seu alto nivel ndo afetar as analises matematicas e estatisticas
realizadas no presente trabalho. Mesmo assim, este alto grau de S| dos anticorpos
presentes no plasma do individuo em questdo, ndo necessariamente tem relacao
com o quadro clinico em que ele se encontra. Podendo ser um reflexo de sua
resposta imune frente a alguma infeccdo viral, bacteriana ou algum quadro
inflamatoério ndo relacionado com o nosso trabalho.

Por isso as analises de validacdo das Sls dos microchips foram necessarias.
Dessa forma pudemos comprovar que a intensidade do sinal de ligacdo dos
anticorpos presentes no plasma dos sujeitos de pesquisa ndo aconteciam
fortuitamente (fig.33), e ndo sofriam influéncia da composicéo protéica das amostras
(fig.23), do dia em que a incubacdo ocorreu (fig.36A), ou do estado clinico dos
individuos (IS ou NIS) (fig.36B). Assim como, quando observamos a baixa
correlacdo na intensidade de sinal das amostras quando comparadas ao branco
(fig.23 e 35)

Apesar disso, a correlacdo entre a média da S| das amostras e a
concentragdo de IgM sérica é um pouco elevada (r=0,800) (fig.23C) quando
comparada com a correlagdo observada entre a média da S| das amostras e a
concentracao de IgG (r=0,019) (fig.23A) e proteina total (r=0,058) (fig.23B). Mesmo
assim, apesar desse valor ndo ser considerado significativo e o grafico se
apresentar bastante disperso, um certo grau de correlacdo € esperado, afinal o sinal
medido nas andlise € o da molécula de IgM. Nao foi encontrado um cutoff bem
definido, mas normalmente se aceita uma correlacdo de Pearson com valor de r
acima de 0,85 no minimo. Curiosamente, a correlacdo entre o titulo de IgM e a
media de Sl foi forte quando os sujeitos do estudo estavam sob tratamento
imunossupressivo (ST+CR, r=0.970; p<0.001) (fig.34A).

Para a analise da distribuicdo da intensidade de sinal foram feitos
histogramas da distribuicéo logaritmica (log) das intensidades de sinal (Sl) e estes
indicaram uma distribuicdo normal (distribuicdo Gaussiana) na populagéo analisada
e para quase todas as amostras individuais (fig.25). A distribuicdo normal, como
uma linha suave, existe apenas teoricamente. Na pratica, 0 que se observam sao
histogramas que se aproximam, maior ou menor grau, de uma curva normal. Se o
histograma lembra uma distribuicdo normal e se a amostra € relativamente grande,

as probabilidades fornecidas pela curva e as frequéncias relativas observadas no
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histograma sao bastante proximas (Callegari-Jacques, S. M. 2003) Assim, a
variabilidade biologica das amostras excedeu a variabilidade tecnolégico do ensaio
(fig 24C). Apesar da variacdo da intensidade de sinal ser bastante parecida,
algumas diferencas sutis devem ser levadas em conta.

Para explorar o potencial classificatorio das sequéncia peptidicas presentes
nos microchips, foram utilizadas técnicas computacional de predicdo baseadas em
classificacdo supervisionada por Potencial Suport Vector Machine (P-SVM) e
Andlise de componente principal (PCA). Sendo que o conjunto completo de dados
pode ser considerado como um conjunto de 30 pontos (sujeitos da pesquisa) em um
espaco dimensional de 942 (peptideos randémicos presentes nos microchips). A
analise de componente principal (PCA — Principal Componente Analysis). foi
inicialmente realizada na intengcdo de agrupar oS quatro grupos experimentais
espaco altamente dimensional. Embora, os dois primeiros componentes principais
encontrados expliquem 77,2% da variacado do conjunto de dados, o PCA falhou em
separar os grupos de estudo quando todos os grupos eram analisados em conjunto
(fig.37A). Quando os dados foram confrontados aos pares na corrida de PCA entre
0s grupos CR e OT com os dados de intensidade de sinal de 16 peptideos extraidos
por P-SVM. Foi identificado duas fontes dominantes de variancia (PC1 e PC2), que
juntas respondem por 91.7% da variancia nos dados. O grupo CR se separou nesse
plano gerado por PC1 e PC2. (fig.37B) e com a Corrida de PCA entre os grupos CR
e HE com os dados de intensidade de sinal de 22 peptideos extraidos por P-SVM.
Foi identificado duas fontes dominantes de variancia (PC1l e PC2), que juntas
respondem por 68,3% da variancia nos dados. O grupo CR se separou nesse plano
gerado por PC1 e PC2 (fig.37C). Dessa forma o grupo CR conseguiu ser agrupado.
Com isso conseguimos um conjunto de peptideos randémicos selecionados por P-
SVM que discriminaram OT-CR (n=16) ou CR-HE (n=22).
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7. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A partir dos dados obtidos no presente trabalho concluimos que é possivel a
padronizacdo da técnica de apresentacédo de peptideos na superficie de fagos para
a selecao de grupos peptidicos na tentativa de encontrar uma identidade randémica
guanto ao perfil de ligacdo de anticorpos presentes nos sujeitos da pesquisa.
Mesmo a sendo técnica de phage display mais comumente utilizada para a sele¢éo
de melhores ligantes entre uma biblioteca de moléculas foi possivel selecionar um
grupo de moléculas capazes de se ligar aos anticorpos presentes no plasma de
forma que ndo somente os melhores ligantes foram selecionados, mas sim todas os
peptideos presentes nas particulas virais que de alguma forma tinham alguma
afinidade pelos anticorpos dos pacientes. Mesmo assim a técnica deve ser
melhorada para que seja possivel a obtencdo de mais sequencias utilizando as
novas técnicas de sequenciamento de alto desempenho que surgiram na ultima
década. Possivelmente uma nova metodologia de selecdo deva ser testada, pois
como as atuais tecnologias de sequenciamento automatico o numero de sequencias
fornecidas em uma Unica corrida ja seria suficiente para varrer todas as
possibilidades de moléculas ligantes e ndo mais seria necessario uma selecao
subtrativa, eliminando uma das etapas do processo de selecdo utilizado neste
trabalho. Para tanto a amplificacdo por PCR dos fagos selecionados deve ser
padronizada, procedimento este que ja esta em andamento como projeto de
mestrado da aluna Oliveira MP, assim como a andlise dos novos individuos
tolerantes operacionais que foram acrescentados durante o periodo do presente
trabalho e ndo puderam ser adicionados as andlises que ja estavam em andamento.

Neste trabalho também conseguimos caracterizar os peptideos selecionado
por phage display quanto a sua frequéncia dos aminoacidos, composicao da
proteina quanto ao ponto isoelétrico, assinaturas de familias protéicas, localizacao
de sitios antigénicos e predicdo de estruturas secundarias. Com essas informacoes
podemos iniciar uma padronizacdo de dados para posteriores analises
computacionais, essas informacdes também podem ser utilizadas como entrada de

dados em algoritmos de aprendizado de maquina ou rede neural que sé&o
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desenvolvidos e utilizados para a identificagdo de peptideos ou grupos de peptideos
potencialmente diferenciais entre os grupos de pacientes.

Durante o trabalho realizado em colaboracdo com o grupo da Dra. Orguil
conseguimos validar a metodologia de microarranjo peptidico utilizando o plasma
dos individuos sujeitos da pesquisa assim como confirmar que as diferencas
encontradas na intensidade de sinal de cada uma das amostras nédo tem correlacéo
com a concentracdo seérica de anticorpos IgG ou IgM presentes no plasma dos
pacientes. Mostrando que os sinais encontrados estao relacionados a capacidade
de ligacao dos anticorpos de interesse e ndo a sua quantidade presente no soro dos
individuos estudados. Aléem disso conseguimos encontrar um conjunto de peptideos
randomicos selecionados por P-SVM e PCA que tem a capacidade, ainda que
limitada, de discriminar os grupos OT-CR (n=16) ou CR-HE (n=22). Outra
perspectiva para o presente trabalho € o uso de um outro tipo de microarranjo
peptidico, um imunochip, este microchip ao invés de peptideos randémicos possui
utiliza antigenos sabidamente discriminatdrios para distinguir com antecedéncia, se
um animal pode vir a desenvolver diabetes, doenca de Alzheimer, influenza ou
infeccdo por nematodides e possivelmente a progressdo ou ndo para o estado de

tolerancia operacional.
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Anexos

“E ai! Pra onde a gente vai agora!”

Autor (quase) desconhecido

Pensador Brasileiro
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Anexo |

Termo de consentimento livre esclarecido
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HOSPITAL DAS CLINICAS
DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(InstrucgBes para preenchimento no verso)

| - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA O U RESPONSAVEL LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ... SEXO : M [LJF [I[]
DATA NASCIMENTO: ....... Lveoid....

=N o= 1=l N N APTO: ...
BAIRRO: .....oooovvrreerr CIDADE ....ooovvvrveenn. (o= =T
TELEFONE: DDD (............ ettt ettt

2.RESPONSAVEL LEGAL ..ottt
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.)

DOCUMENTO IDENTIDADE :........ SEXO: M T1[IF []IDATA NASCIMENTO: .../..../.
ENDERECO: ..o eeeeeeee e eeee e N APTO: ..........
BAIRRO: ... CIDADE: ......ovvvvna... (o] = TELEFONE:
DDD (oo ) SRR

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA
TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Estudo do Perfil imunoldgico transcricional em

pacientes transplantos com tolerancia operacional. Este projeto faz parte do projeto
multicéntrico: Estudo do perfil imunoldgico regulad or em pacientes com longo tempo de
transplante de o6rgaos solidos, em estado de tolerancia operacional : bases para novas

estratégias terapéuticas imunomoduladoras na clinic a.

PESQUISADOR: Verbnica Coelho (coordenadora e gerente do projeto)

CARGO/FUNCAO: Médica Pesquisadora do Laboratério de Imunologia do Instituto do
Coracéo - Professora Colaboradora da Disciplina de Imunologia Clinica e Alergia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da USP.

INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 45907

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA :

SEM RISCO RISCO MINIMO X RISCO MEDIO

RISCO BAIXO RISCO MAIOR

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como conseqiiéncia imediata ou tardia do
estudo)

4.DURACAO DA PESQUISA : 3 anos
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Il - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO :

1. justificativa e os objetivos da pesquisa ;

Neste projeto de pesquisa, estudaremos algumas diferencas no comportamento imunoldgico entre as
pessoas que foram transplantadas e que, com o tempo, ficaram muito bem (com seu 6rgao
transplantado funcionando bem), e aquelas que nao evoluiram tdo bem e rejeitaram o enxerto,
desenvolvendo rejeigdo cronica. Em todo mundo, médicos e pesquisadores que trabalham com
transplante estdo estudando para tentar compreender as diferencas nesses dois tipos de situagéo.
Algumas pessoas que foram transplantadas conseguem chegar a um melhor equilibrio, precisando
de apenas pequenas doses de drogas imunossupressoras, que sdo os remédios que previnem a
rejeicdo. Quase todos os pacientes que param de tomar as os remédios imunossupressores perdem
0 6rgao transplantado rapidamente, porém, existem alguns casos raros de pessoas que precisaram
suspender todas os remédios imunossupressores e que ndo perderam o enxerto. NGs acreditamos
gue se conseguirmos compreender melhor essas diferencas, e saber como as pessoas
transplantadas que estdo bem chegaram a este estado de equilibrio, nés possamos usar este
conhecimento em beneficio de novos pacientes. Poderemos usar 0s novos conhecimentos para
identificar melhor (diagnosticar) o estado de equilibrio no transplante e, desta forma, oferecer outras
opcBes para diminuir os remédios para rejeicdo de quem nao precisa de tanto, e também para criar
novos tratamentos para a rejeicdo no futuro, que possam ajudar ao organismo da pessoa
transplantada a desenvolver o estado de melhor equilibrio. Desta forma, esperamos que o0s
conhecimentos conseguidos nessa pesquisa possam ajudar pacientes no futuro. Este projeto de
pesquisa conta com a participacdo de varios centros de transplante no Brasil (estudo multicéntrico) e
estudaremos pacientes de transplante de rim, de coragéo e de figado. Também teremos um grupo de

individuos sadios, ndo transplantados, como um grupo comparativo dos padrées imunolégicos.

2. procedimentos que serdo utilizados e propositos, incluindo a identificacdo dos

procedimentos que sdo experimentais;

Os nossos estudos serdo feitos utilizando um pouco de sua urina e de seu sangue que sera colhido
de uma veia do seu brago. Usaremos a sua urina para analisar proteinas e 0 seu sangue para obter
umas células chamadas linfécitos e também soro, e com esse material faremos nossos estudos,
analisando anticorpos e substancias produzidas pelas células. Também, se o0 seu médico, em algum
momento, achar necessario fazer uma bidpsia do seu 6rgdo transplantado para orienta-lo no seu
tratamento (ndo por causa da pesquisa)

poderemos utilizar um fragmento do material retirado do enxerto para fazer a pesquisa. Mas, a

biépsia ndo sera realizada por causa da pesquisa. Caso aceite participar deste estudo, vocé devera
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assinar este documento concordando que seja colhido 0 seu sangue para este proposito, de acordo
com o seguinte roteiro:

- Coleta de 20 ml de urina estéril.

- Coleta de 65 ml de sangue a ser feita de uma veia do seu braco, a cada 4 meses (3 coletas) e, mais
uma (01) coleta se, em algum momento do estudo, vocé tiver rejeicdo ou infeccdo. A coleta

sequencial programada sera previamente agendada no momento do seu ingresso na pesquisa.

3. desconfortos e riscos esperados;

O desconforto sera de uma picada da agulha para a retirada do sangue. E importante ressaltar que o
vocé nao € obrigado a participar desta pesquisa e que, se ndo quiser participar, nada afetara o seu

tratamento e acompanhamento neste hospital.

4. beneficios que poderao ser obtidos;

E importante dizer que esta pesquisa ndo prevé qualquer beneficio direto para o seu tratamento mas,

podera ajudar outros pacientes no futuro.

5. procedimentos alternativos que possam ser vantaj 0s0s para o individuo

N&o se aplica.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE G ARANTIAS DO SUJEITO DA
PESQUISA:

1. Acesso, a qualquer tempo, as informagdes sobre procedimentos, riscos e beneficios relacionados
a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais ddvidas. Os riscos desta pesquisa para o Sr ou Sra séo
minimos, e estdo relacionados a coleta de sangue. A coleta de sangue sera semelhante a coleta de
exames, feita habitualmente pelo paciente no laboratério, para os exames de rotina. O local da
picada no seu braco pode ficar roxo no apés a punc¢éo, chamado hematoma, que desaparece com o
passar dos dias. A coleta do sangue necessaria para a pesquisa vai sempre ser acompanhada pelo
exame de hemograma e ndo sera colhido sangue do paciente que estiver com anemia que contra
indique a retirada de sangue. O pesquisador se responsabiliza por esclarecer os riscos e beneficios

relacionados a esta pesquisa e quaisquer outras ddvidas que o paciente tenha sobre a pesquisa.

2. Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do estudo,
sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia. O sujeito de pesquisa esta livre para retirar

0 seu consentimento a qualquer momento e desistir de participar desta pesquisa. O fato de néo
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querer participar desta pesquisa ndo vai trazer nenhum prejuizo para o seu tratamento. O paciente
vai receber todos os tratamentos disponiveis e necessarios para o seu caso.

3. Salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade. Todas informacdes obtidas dos pacientes
serdo confidenciais e sigilosas durante toda a pesquisa e no momento em que esta pesquisa for

publicada nas revistas da area de saude.

4. Disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por eventuais danos a saude, decorrentes da
pesquisa. Se ocorrer algum dano causado por esta pesquisa 0 paciente terd toda assisténcia a sua

saude no hospital onde é acompanhado (Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP).
5. Viabilidade de indenizagdo por eventuais danos a saude decorrentes da pesquisa. Este estudo
prevé apenas riscos minimos para o paciente, sem risco de dano a saude do paciente. Nao existe
remuneracao ou indenizacdo ao paciente que aceitar participar deste estudo.

V. INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS
CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

1. Coordenacéo do projeto

- Verbnica Coelho - Laboratério de Imunologia — Instituto do Coracdo — Av. Dr. Enéas de Carvalho
Aguiar, 44 — 9o andar — bloco 2 -— cep: 05403-010 - fones: 3069-905 ou 3069 5180.

VI. OBSERVACOES COMPLEMENTARES :

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apés convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi

explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

Séao Paulo, de de 20

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal

assinatura do pesquisador coordenador

(carimbo ou nome Legivel)
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Anexo |l

Aprovacao do projeto pelo comité de
ética.
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APROVACAO

A Comlssuo d Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoria Chnico 'éfo Hospital das Clinicas e da Faculdade de
Medicina da Universidade dgje‘_'l_g‘o Paulo, em sessdo de 06/08/2008, APROVOU o
Protocolo de Pesquisa n° 0476/08, intitulado: "TOLERANCIA OPERACIONAL NO
TRANSPLANTE RENAL HUMANO REPERTCSRIO DE LINFOCITOS B E DE ALO E AUTO-
ANTICORPOS." apresentado pel?; COMISSAO CIENTIFICA DO INCOR, inclusive o

Termo de Consentimento Livre |

\
Cabe ao pes'<|:1U|sador elaborar e apresentar & CAPPesg, os
relatérios parciais e final sobre q\,pesqu;so (Resolugdo do Conselho Nacional de

Salde n° 194, de 10/10/1996, ir ilr|1 s IX.2, letra "c").

(¥]
Pesquisador (q) Responscvel
Coelho ! m
Pesquisador (a) Executante: He" :

ra. Verdnica Porto Carreiro de Vasconcellos
\: -
ndez Moura Silva

CAPPesq, 07 de Agosto de 2008

A g

; i Prof. Dr. Eduardo Madssad
Presidente da Comissdo de
Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa

COMISSAQ CIENTIFICA
RECEBIDO
o8 708 709
- Kb

|
Comissdo de Etica para Analise de Pro}etoslde Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP Diretoria Clinica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Mé :c:| a da Universidade de S&o Paulo Rua Ovidio Pires de Campos,
255. 5° andar - CEP 05403 010 - Sao P'? o - SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011 3060 6492 e-mail;
cappesq@hcnet. qr %r/ secretariacappesg2@nhcnet. usp.br
L
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Anexo Il

Tabelas com os dados clinicos individuais
dos sujeitos da pesquisa
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Dados demograficos e clinicos dos individuos em estado de tolerancia operacional.

; 2 Tempo de : Tempo de : A
, Grupe N° de o N° de N de . Tipode  Disparidades
Pacientes Clinico Sexo Idade Doenca de Base Gestagies Hemodialise(m Trmstsies: Tramsplintes Transplante Doador HLA
eses) {anos)
Gromerulonefrite Vivo ndo
LTx03 TO M 54 membrano prolferatio NA ND ND ND 25 2 3
LTx08 TO M 41 Glomerulonefrite cronica NA 24 2 2 7 Falecido 4
LTx10 T0 F 42 Nefrapatia diabéica 2 NA 0 1 9 WO entico
aparentado
s g Vivo cu
LTx16 TO F 48 Glomerulonefrite cronica ND 54 >50 1 25 . |déntico
Glomerulonefrite Vivo
LTx62 TO M 1| esclerose segmentar focal NA ND ND 1 14 aparent 3

Tx: Transplante: TO: Tolerancia operacional: M: Masculino: F: Feminino; NA: nao se aplica; ND: nao disponivel:



(Continuacio). Dados demograficos e clinicos dos individuos em estado de tolerdncia operacional.
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Funcio

Pacientes G‘,’“!"’ e '_:le Retardada do Terapia de Inducio Rejeiedn RIE{eg.ao Tﬂ'a-Pfﬂ Iy Toaplals Comorbidades Crelrz:ll:ll.mm
Clinico Isquemia Aguda Cronica Inicial Atual Sérica
Enxerto
; Hipertensdo "
LTx03 TO ND NC NC Néo Nio ND szlgof" ¢ arterial: @ 4}i11:-109)
- Obesidade o
g o ; i Pred. Tacro. Sem IS desde 1.62
LTx08 TO 16:00 Sim Basilixmab Sim Nio MME 07/2006 HBV e HCV (16/04/08)
Mutiplos
abcessos
perianal;
jan/2004 -
Infarto agudo
: : miocardio com
LTx10 TO 1-00 Nio Nio Nio Nio Gy, Sebidende b 0.80
Pred 05,2003 ek
10/03/08 -
Abcesso de
mama:
10/08/08 -
Infarto agudo
miocardio
LTx16 TO NC Nio Nio Nio Nao Pred. Aza Se‘;;fﬂ‘:f;de HCV 0.74
3 1 Fecidiva de
LTx62 TO 1:00 Nio Nio Nio Nzo Q. A, SemBdtide | o op i 1.71
Pred 2005 Tx

Tx. Transplante: TO: Tolerancia operacional: Aza: Azatioprina; Cya: Ciclosporina A: MMF: Micofenolato mofetil: MPS Micofenolato sodico: Rapa:
Rapamicina; Tacro: Tacrolimus; Pred: Prednisolona. HBV: Hepatite B: HCV: Hepatite C: GESF: Glomémloesclerose segmentar e focal. NA: ndo se
aplica: ND: ndo disponivel: IS: Imunossupressdo. Basiliximab: Anticorpo monoclenal quimérico anti-CD25. Dacliziunab: Anticorpe monoclonal

humanizado anti-CD25.



Dados demograficos e clinicos dos individuos em estado de Rejeicdo Cronica.
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Tempo de

Tempo de

. : N N ispari
Pacientes g;:ﬂ Sexo Idade Doenca de Base Ge-slnt::»es Hemodialise(mn N° de Transfusdes II'ﬁ;lSpt::Mﬁ Transplante  Tipo de Doador [hip;;jiadﬁ
G ] (amos)
LTX01 RC F 45 Glomerulonefrite cronica 3 ND ND 1 11 Vivo ND
LTXM RC M 45 Glomerulonafrite cronica NA ND 8 1 (i} Falecido ]
LTX05 RC M 35 Glomerulonefrite cronica NA 60 0 1 9 Falecido 6
Insuficiéneia renal sem causa .
LTX06 RC M 64 ; NA ND 20 1 11 Vivo aparentado 3
definida
Insuficiéneia renal sem caunsa . .
LTX07 RC M 58 5 ] 52 ND 1 9 Falecido ]
defimida
LTX13 RC F pi Glomeruloneinite cronica 0 12 1 1 12 Vivo aparentado 2
LTx25 RC M 51 Glomerulonefrite cronica NA 35 2 1 15 Falecido ]
; ; - Vivo nio .
LTX26 RC M 55 Nefroesclerose hipertensiva NA 46 0 1 6 3
aparentado
LTX3? RC M 28 Nefropatia de refluxo NA 43 ND 1 13 Falecido 4
LTX67 RC E 41 Glomerulonefrite cronica ] 25 ND 1 13 Vivo aparentado 1

Tx: Transplante; RC: Rejeiciio Cronica: M: Masculino: F: Feminino: NA: ndo se aplica: ND: nfo disponivel;



(Continuacio). Dados demograficos e clinicos dos individuos em estado de Rejeicdo Cronica.
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Funcio Terapia S e Ultima 3 5 e (C0) do -
G p Rejeicic R T IS Terapia IS Creatining
Pacientes I,H_PO Retardada de aean _P‘!P?,au Biopsia Histologia era‘lm.a iy inibidor de Comorbidades ]E? . A
Clinico . Aguda  Cronica Inicial Afual : ; Sérica
do Enxerto Inducio (amos) calcinenrina

. : Cva. Aza, Anemia; Hipertengio arterial: Cisto no T

LTX01 RC ND ND Nio Sim ND ND ND Pred ND ovitio: Mioma: HPV 5.2
: ) : Pred: MMF:

LTX04 RC Sim ND Smm Sim 19-12-05  NCE Banff IT. fibrose focal ND i 5.2 ng'ml ND 121

: ; ; NCE. grau I de Banff Cya. MMF, Pred; Cya: HCV. Herpes stmples; 12/01 -
. = SE ; ; ] -

LTX05 RC Sim ATG Nio Sim 26-09-04 stk Bl Gl ! MPS ND Canlince it Keibifiss 14
5 ; : 2 a : Pred: Cva:

LTX06 RC Nio ND Smm Sim 22-05-06 NCE Banff LFibrose focal ND X ﬂ‘k{F‘ ND ND 1.34
Basthixma High SRt fey Cva Aza.  Pred; MPS;

LTX07 RC Sim Sm Sum 24-04-06 classificagio de Banff, S R e 46ng/ml 05 e06/05 - Pnenmonia; 01/06 - ITU 1.95

b R Pred Tacro
Rejeiciio cromica vascular
’ 2008 - CMV; 1999 - Condiloma
; ; . NCE lomerul do  Cva, Aza, Pred: : . 2 ;
ITX13  RC Sim Nio Sim Sim  09-1106 R = 77ngml  acuminado; 2005 - Poeumomia : 2008 - 1.64

transplante, C4d positivo

Pred MMF: Tacro —

Tx: Transplante; RC: Rejeicdo Cronica; Aza: Azatioprina: Cya: Ciclosporina A: MMF: Micofenolato mofetil: MPS Micofenolato sodico; Rapa;
Rapamicina; Tacro: Tacrolimus: Pred: Prednisolona: HCV: Hepatite C: CMV: citomegalovirus: ITU: Infeccio do trato urinario: NA: ndo se aplica: ND:
ndo digponivel: IS: Imunossupressao. Basiliximab: Anticorpo monoclonal quimérico anti-CD25. Daclizumab: Anticorpo monoclonal humanizado anti-

CD25. ATG: Timoglobulina Anti-timocitaria. NCE: Nefropatia cronica do enxerto.
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(Continuaciio). Dados demograficos e clinicos dos individuos em estado de Rejeicdo Cronica.

; Funcio Terapia i " Ultima g e (C0) do s
Gr : Rejeics Rejeci Terapiald Ter Is Creatinin
Pacientes ].u.lm Eetardada de it il .e{e":.‘w Biopsia Histologia em.l:".'a e inibidor de Comorbidades “_Li.‘ : -
Clinico 5 Aguda Cronica = Inmicial Atual ] j Sérica
do Enxerro Inducio {anos) calcinenrina
: . . arteriolaesclerose hialina Cya, Aza.  Pred; MME: 30/01/96 & 29/07/97 - Preumoma lobar
LTx25 5 Na S S 05-03-07 5 g : ND 226
= RC e . o o extensa. atrofia e fibrose focais Pred Rapa ; 17/06/03 - Herpes Zoster
: NCE com C44d positivo. atrofia y i 30/00/07 - Apendicite com chogue
LTX26 RC Nio ~ Declizmma g Sim 050706 e fibrose focais com capilarite Y o PrEA Oy g wimt septico; 27/02/08 - Herpes Zoster 161
b . . MMF MMF 52 5
de cailares penitubulares cutineo
NCE, banff 2A+
- = ; - FiD T
LIX32 RC Sim Nio Sim Sim 19-09-02 nefiotoxicidade por Op. Az, Bed MBS wena Sephcensa SITU- 197), HLV, 134
E : Pred Tacro 17/01/2007 - Tuberculose
ciclosporina
2003- ITLI, 1999 - Cisto ovariano
i esguerdo + Salpingectonia esquerda;
Cva, Aza, Pred; Cya: 3 ; .
LTX67 RC Nio Nao Nio Sim 130105 NCE Banf II :‘;1 i M'PS“ 128ng/ml  Endometriose: Hipertensio arterial: 206
Dishpidemia; 2004; 2006 - Gota; 2007 -
Herpes Zoster cutanec

Tx: Transplante: RC: Rejeicdo Cronica: Aza: Aratioprina: Cya: Ciclosporina A; MMF: Micofenolato mofetil; MPS Micofenolato sodico; Rapa:
Rapamicina; Tacro: Tacrolimus; Pred: Prednisolona: HCV: Hepatite C: CMV: citomegalovirus; ITU: Infeccio do trato urinario: NA: nfo se aplica; ND;
ndo disponivel: IS: Imunossupressdo. Basiliximab: Anticorpe monoclonal quimérico anti-CD25. Daclizumab: Anticorpo monoclonal humanizado anti-
CD25. ATG: Timoglobulina Anti-timocitaria. NCE: Nefropatia cronica do enxerto.
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Dados demograficos e clinicos dos individuos com funcdo estavel do enxerto fomando doses habituais de imumnossupressores.

. Tempo de : , Tempo de . : i
: Grupo ; N°de S N°de N°de Tipode  Disparidades
P t 5 Idad: D a de B; Hemodiali T lant
Actentes Clinico e e Bl e Gestacoes €e . i Transfusdes  Transplantes FAPRIRS Doador HLA
: £ses) (anos}
LTx09 EST M 47 b NA 18 ND 1 6 Vivo 3
causa definida
LTx12 EST i 55 Nefroscleraose hipertensiva NA 18 0 1 5 Falecido ]
LTx14 EST F 45 Nefropatia diabética 2 24 a 1 = Falecido 3
LTx27 EST F 47 Glomerulonefrite cronica ND 60 >5 1 24 Vivo 3
LTx28 EST M 56 Glomerulonefrite cronica NA 2 ND 1 36 Falecido 3
LTx30 EST F 55 i 3 64 10 1 13 Falecido 5
esclarecer
; Insuficiéncia renal a Vivo
LTx31 EST M 56 NA 26 2 1 T 3
esclarecer aparentado
Esclerose tuberosa
LTx33 EST F 40 (angiomiolipoma+doenca 1 a8 3 1 5 Falecido 3

cisfica adquirida)

Tx: Transplante: Est: individuos com funcdo estavel do enxerto tomando doses habifuais de imunossupressores: M: Masculino: F: Feminino: NA:
nao se aplica; ND: nao disponivel;



140

(Continuacao). Dados demograficos e clinicos dos individuos com funcdo estavel do enxerto tomando doses habituais de
IMunossupressores.

Funcio § Fl E L iy e (C0) do ; i
2 Grupo - Terapia de Rejeiciio Rejecio Terapia IS Terapia IS Al ; . Creatinina
Pacientes Clinico Retardada do Indugie Aguda Créonica Inicial Atual ]ll.ﬂ)lldl}] I.ﬂe Comorbidades Sirica
Enxerto calcineurina
s . " Pred. Tacro, Pred; MME; :
LT=x09 EST ND Basilixmab Nio Nio MMF Tacso SPE Blastocitose 0,89
; 14/07/06- Candidiase ezofigica ;
- K . =
LTx12 EST Nio Daclizumab Nio Nio Fred, Tacma,.  Fued MES, 04/07/08 - Tnfecdes vias asras 1.15
MPS Tacro p Tk v
4.3 ng'ml supertor; CMV
1Tx14 EST Nio Basilixmab Nio Nio Fnd, Tacn:  Ped MME ND 0.88
MMF Tacro
4.3 ng/ml
LT=27 EST NC Mo Sim Nio Pred, Aza Pred; Aza NA ND 0.86
LTx28 EST NC Nio Wio Nio Pred, Aza Pred; Aza NA 22/02/04 - Celulite 1,23
LTx30 EST Nio Nio Sim ND Cya. Aza. Pred  Pred: Cva 78ngiml TRESCENN e by sl o 0.79
- s toxoplasmose
: . Pred. Tacro Pred; MPS; Candidiaze , 30/04/08 -
y Az e : . -
LTx31 EST Niao Daclizumab Sim Mio MME Taceo ND At st e practita 128
LTx33 EST Nio Daclizomab Nio Nio Frot Tacro,  Trod MM Nio 0.85
MPS Tacro & sl
ng/

Tx: Transplante; Est: Individuos com fungio estivel do enxerto tomando doses habimais de mmunossupressores; Aza: Azatioprina; Cva: Ciclosporina A; MMF:
Micofenelato mofetil; MPS Micofenolato sodico; Rapa: Rapamicina; Tacro: Tacrolimus; Pred: Prednisolona; CMV: citomegalovims; ITU: Infeccdo do trato urmdrio NA:
nio se aplica; ND: nio disponivel:IS: Imunossupressdo. Basiliximab: Anticorpe monoclonal quimérico anti-CD25. Daclizumab: Anticorpo monoclonal humanizado anti-
CD25; ATG: Timoglobulina Anti-timocitina. IVIG: Imunoglobulina intra-venosa.
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Anexo IV

Script PERL usado para o processamento
das sequéncias
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SCRIPT PERL USADO PARA O PROCESSAMENTO DAS SEQUENCI AS
OBTIDAS A PARTIR DOS FAGOS SELECIONADOS.

Para a obtencdo das sequencias peptidicas o DNA dos fagos selecionados
foi sequenciado utilizando o primer fornecido pelo kit Ph.D.™ Phage Display
Libraries (-96 glll sequencing primer: 5°- "°CCC TCA TAG TTA GCG TAA CG -3)

O script entdo foi utilizado para e traduzir as sequéncias (complemento

reverso) e localiza-las entre os espacadores, VPFYSHS e GGGSA

Exemplo de sequencia obtida: VPFYSHS( X;,) GGGSA, onde X;, representa o

peptidio de 12 aminoacidos obtido.

Apds a conversao para FASTA o script traduzKpnEag. pl foi utilizado em
cada arquivo para achar a sequéncia de interesse, para isso foi utilizado um

comando para rodar o mesmo em batelada na pasta contendo os FASTASs:

forarq in *.fasta;

do ./traduzKpnEag.pl -n ${arq} -q “echo ${arq} | sed 's/.fasta//' .qual -p “echo ${arq} | sed
's/.fasta//' .out -1 “echo ${arq} | sed 's/.fasta//' .list;

done;

O cdbdigo do script segue na pagina seguinte:



VWOoONOTUVTSA WNRE

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35

#!/usr/bin/perl -w

HOH H HHHH

Titulo: traduzKpnEag.pl
Descrigdo: Script para tradug¢do de sequencias estre os sitios KpnI (GGTACC) e EagI (CGGCCG).

Entrada: Fasta (nucleotideos)
Saida: Fasta (pepetideos)

#Autor: Halian Vilela e Paulo Antonio Alvarez
#Data:30/07/2010

use strict;
use Getopt::Std;

# Sequencia KpnI => GGTACC
# Sequencia EagI => CGGCCG

##Essa funcdo faz o complemento reverso da sequencia em questdo
sub compReverso($){

}

my ($seq) = @_;

my $rev;
chomp($seq); #Retira a nova linha (q atrapalha na montagem final)
$rev = reverse($seq); #inverte

$rev=~tr/[A,C,T,G]/[T,G,A,C]/; #gera os complementos
return $rev;

## Essa func¢ao traduz pra proteina a sequencia selecionada
sub traduz($$$){

my ($nome,$seq,$qualRef) = @_;
my ($i,$codon,$ptn,$mediaQuals,@qual,$quals,$ptnSemEspaco);
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my(%aa)=('TCA'=>"S",'TCC'=>"S","TCG'=>"S", 'TCT'=>"S", "TTC'=>"F', "TTT'=>"F', "TTA'=>"L", 'TTG'=>"L", ' TAC'

=>'Y', AT =Y, T TAA => R UTAG => Y, T TGC => " C

'"TGT'=>"C", "TGA"=>"*","TGG'=>"W", 'CTA'=>"L", 'CTC'=>"

L','CTG'=>"L",'CTT'=>"L","CCA"=>"P", 'CCC'=>"P", 'CCG'=>"P", 'CCT'=>"P', 'CAC'=>"'H", 'CAT'=>"H', 'CAA'=>"'Q",
"CAG'=>"'Q",'CGA'=>'R",'CGC'=>"'R", 'CGG'=>"R", 'CGT'=>'R", 'ATA"'=>"I"', 'ATC'=>"I", 'ATT '=>"I", 'ATG'=>"'M", 'AC
A'=>"T','ACC'=>"T',"ACG"'=>"T", "ACT'=>"T", "AAC'=>"N", "AAT '=>"N", "AAA'=>"K", 'AAG'=>"K", 'AGC'=>'S", "AGT '=
>'S',"AGA"'=>'R","AGG'=>"R", 'GTA'=>"V", 'GTC"'=>"V', "GTG'=>"V", 'GTT'=>"V", 'GCA"=>"A", "GCC'=>"A", 'GCG'=>"A
",'GCT'=>"A","GAC'=>'D",'GAT'=>'D", 'GAA"=>"E"', 'GAG'=>"E", 'GGA'=>'G", 'GGC'=>"'G", 'GGG'=>"G", 'GGT'=>'G");

36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

@qual = @$qualRef;
$seq= uc($seq);
$quals = "";

print OUT "Sequencia de interesse:\n$seq \n\n";
print OUT "Sequencia de interesse nao-reversa:\n".compReverso($seq)."\n\n";

for ($i=1;%$i < (length $seq) ;$i+=3){

$codon = substr($seq,$i,3);
if ((length($codon) < 3)) { last; }
$mediaQuals = ($qual[$i]+$qual[$i+1]+$qual[$i+2])/3; # Qualidade média do codon
$mediaQuals = sprintf("%.0f",$mediaQuals);
if ($codon=~m/["atcg]/i){$ptn .=sprintf('%3c’',ord('X"'));next;}
$ptn .=sprintf('%3c',ord($aa{$codon}));
$quals.=sprintf('%3d',$mediaQuals);
}

print OUT "$nome" . "$ptn\n$quals\n\n";
$ptnSemEspaco=$ptn;
$ptnSemEspaco=~s/ //g;

print OUT "Sem espacos:\n" . "$ptnSemEspaco\n\n";
$ptnSemEspaco=~s/VPFYSHS(.+)GGGSA/VPFYSHS_$1_GGGSA/;
print OUT "Separado:\n" . "$ptnSemEspaco\n\n";

my $id=substr $nome,1,3;
print LIS "$id" ."\t$ptnSemEspaco\n";

64

print OUT

HEHEHHE\N\N " ;
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65

66

67

68

69 ##Essa funcdo processa a sequencia, gerando o complemento reverso procurando as sequencias alvo
e traduzindo-as jogando diretamente no arquivo de saida.

70 sub processa($$){

71 my ($nome,$seq) = @_;

72 my $seqDef = ""; #Sequencia entre os sitios de interesse

73 my $posIni = -1;

74 my $posFim = -1;

75 my $kpnI = 'GGTACC';

76 my $eagl = 'CGGCCG';

77 my $qual = "";

78 my (@qualTemp,$i,@qualDef,$valorMinQual,@qualAux);

79

80

81 $seq=compReverso($seq); #Gera todo o complemento reverso da sequencia
82 $posIni = index ($seq,$kpnI);

83 $posFim = index ($seq,$eagl,$posini);

84

85 # Efetuamos a leitura das qualidades das bases

86 if ($seq ne ""){

87 my ($1linha, $temp);

88 $qual="";

89 while($1linha=){

90 # Verificamos se a sequéncia é diferente daquela sendo tratada
91 if($linha=~m/">/){

92 if($linha ne $nome){

93 last;

94 }

95 }

96 else{

97 $linha=~s/\n$//g;

98 $qual.=$1linha;

99 }

100 }

101 }

102

103

104

105 if(($posInil=-1) && ($posFim!=-1)){

106 # A sequéncia de DNA é revertida, logo temos que reverter as qualidades tambA®m
107 $qual=~s/\s$//;

108 @qualTemp = split(/\s/,$qual);

109 @qualTemp = reverse(@qualTemp);

110 $seqDef = substr ($seq,$posIni, ((length($eagI)+$posFim)-$posIni));
111 # Obtemos as qualidades da sequéncia de interesse

112 for($i=$posIni;$i<$posIni+((length($eagl)+$posFim)-$posIni);$i++){
113 $qualDef[$i-$posIni] = $qualTemp[$i];

114 }

115 $seqDef = traduz($nome,$seqDef, \@qualDef);

116

117 }

118}

119

120

121

122my %hash = ();

123getopts(":n:p:q:1:",\%hash);

124

1250pen(IN, "<$hash{n}") or die "Erro ao abrir o arquivo $hash{n}:\n$!\n "; #Entrada - Nucleotideos
126

127o0pen(QUAL, "<$hash{q}") or die "Erro ao abrir o arquivo $hash{q}:\n$!\n "; #Entrada - Qualidades
128

1290pen(0OUT, ">$hash{p}") or die "Erro ao abrir o arquivo $hash{p}:\n$!\n "; #Saida - Proteinas
130

131open(LIS, ">$hash{1}") or die "Erro ao abrir o arquivo $hash{l}:\n$!\n "; #Lista Simplificada - ID
+ Seq. Separada

132

133my($data, $nome, $seq);

134



135$nome="";

136$seq="";

137

138while($data=) { #pega cada linha

139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149

150}

151

if ($data=~m/~>/) { # se a linha for um inicio de fasta
processa($nome, $seq);
$nome=$data;

$seq="";
¥
else{
chomp($data);
$seq.=%$data;
¥

152processa($nome, $seq);

153
154
155
156
157

close (IN);
close (OUT);
close (LIS);

158print "Script executado com sucesso!!! \n\n";

145



146

Anexo V

Artigo Cientifico
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Random peptide microarray probing reveals IgM antibody
signatures in blood of renal transplant recipients1

Rafael T. Burtetz*,Victor Greiffz*, Nicole Wittenbrinkz*, JuIianeLUck*, Hernandez Moura Silvaéd’}‘, Verdnica Coelh05¢, Jorge
KaIiIéd’, Marcelo M.Brigidom, Andréa Q. Maranhéo*d’, Michal Or-Guil*”

*Systems Immunology Lab, Department of Biology, Humboldt University Berlin and Research Center ImmunoSciences,
Charité — Universitatsmedizin Berlin, Germany

TLaboratory of Molecular Immunology, Department of Cellular Biology, University of Brasilia, Brasilia, Brazil

5Laboratory of Immunology, Heart Institute (InCor), University of Sdo Paulo Medical School, Sdo Paulo, Brazil

?|nstitute for Investigation in Immunology, iii - INCT (National Institute of Science and Technology), Brazil.

A Present affiliation: Molecular Pathogenesis Program, Kimmel Center for Biology and Medicine at the Skirball Institute,
New York University School of Medicine, New York, NY 10016, USA

Keywords: operational tolerance, renal transplantation, random peptide array, antibody binding profile, machine learning

Abstract

Organ transplantation is a widely used therapy, but allograft rejection is still a limiting factor for this type of intervention.
However, a rare group of transplanted individuals spontaneously develops a state of operational tolerance (OT),
characterized by a stable graft function without use of immunossupressors. This tolerogenic state may be associated with
specific humoral determinants, where the reactivity allows us to "see" the antigens world, and the set of responsive
antigens could be used as a "sorter" to the immune status. We aim to evaluate whether the OT state involves differential
antibody repertoire reactivity in relation to other clinical status. For this purpose we used a random peptide array
microchip to search for antibody repertoires among the clinical study groups. Each microarray was split into three
subarrays displaying the same library of 1,000 random peptides (942 15-mers). Median spot signal intensity (SI) were read
into R using the function readData and the mean Sl across subarrays (n=3) was calculated for each peptide (n=942).
Supervised data classification, was carried out using an R implementation of the Potential Support Vector Machine (P-SVM)
algorithm. Comparison of sorted group mean peptide Sl revealed that OT samples Sl tend to be higher than those in CR but
lower than those in HE samples; OT and ST samples do not separate. The variance of peptide Sl is tendentially lower for
study groups under immunosuppression (ST and CR). The estimated average variance within the ST and CR groups is about
three times lower compared to OT or HE. Principal Component Analysis (PCA) indicates reduced biological variability within
study groups under immunosuppression. Although the first two principal components were found to explain 77.2% of the
data set’s variance, PCA failed to separate individual study groups. However, samples from subjects under
immunosuppression (ST, CR) form a very tight cluster while OT and HE samples are widespread in the biplot. This is in line
with the reduced peptide Sl variance observed for CR and ST. In leave-one-out cross-validation, the classifier discriminated
three pairs of study groups (OT vs. CR, ST+CR vs. HE+OT, CR vs. HE) with a balanced accuracy (BACC) of more or equal to
66.0% . The P-SVM algorithm extracted 16 unique features for the subproblem OT vs. CR (BACC=73.8), that is, selective
peptides that occurred in each fold.

Introduction

The immunobiology of allograft transplantation involves the initial inflammation triggered by surgical injury, activation of
the innate immune response, alloantigen recognition and activation of alloantigen-specific lymphocytes, mostly in
peripheral lymphoid organs, and immune cell migration to the graft which will cause rejection, if no immunosuppression is
provided [1]. Rejection leads to functional and structural deterioration of the graft and, in renal transplantation, it is usually
classified as either antibody or T-cell mediated rejection (acute or chronic) [1]. Though current immunosupression (IS)
therapy regimens are capable of restraining the inflammatory immune response to the graft, rejection persists as an
important problem, limiting allograft survival in the long run. In fact, kidney graft loss due to chronic rejection in individuals
under conventional immunosuppression remains a critical issue following renal transplantation (Pascual M, Theruvath T,
Kawai T, Tolkoff-Rubin N, Cosimi AB. Strategies to improve long-term outcomes after renal transplantation. N Engl J Med.
2002;346:580-90. 3.) and antibody mediated rejection reemerges as a challenging clinical problem In addition, life-long
immunosuppressive medication impacts on morbidity and life quality; increasing the susceptibility to infections,
malignancies as well as cardio- and nephrotoxicity [2-6].
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In this scenario, a most desirable post-transplantation treatment would be to stimulate endogenous immunoregulatory
mechanisms to control intragraft inflammation, minimizing the need for immunosuppressors, and eventually achieving
transplantation tolerance. Although transplantation tolerance has been successfully induced in various animal models [7-
10], the translation into the clinical context remains a great challenge. Nevertheless, the clinics hold a unique opportunity
to study transplantation tolerance: a rare group of individuals who are able of efficiently controlling allograft inflammation
after immunosuppression withdrawal, achieving a state called operational tolerance (OT). Several research groups
worldwide have been investing on understanding the immunoregulatory pathways activated in OT individuals, as a
promising new strategy to understanding allograft tolerance in human transplantation [11-14]. [15, 16].

Recent studies on OT kidney transplant recipients have revealed a peripheral blood B cell signature, of B cell transcripts
being enriched compared to immunosuppressed transplant recipients [17-19]. Nevertheless, the functional significance of
this putative OT B cell signature awaits elucidation. Still regarding the B cell compartment, our group has recently reported
the capacity of OT subjects to keep normal numbers of regulatory B cells (Bregs), while chronic rejection recipients
displayed significantly lower numbers [16], suggesting that Breg maintenance may be involved in graft survival and
operational tolerance.

Despite the potential importance of cellular B cells activity in renal OT, little is known about the role of B cell different
products in this context. Indeed, alloantibodies have been considered the major B cell effector molecules in
transplantation. As a matter of fact, alloantibodies have long been reported to mediate acute and chronic rejection, and
more recently autoantibodies, including tissue specific autoantibodies, have also been implicated in allograft rejection.
Beyond transplantation, it appears that the profile of circulating antibodies offers a snapshot of one of the ’s immune
system’s perception of the antigenic universe (both foreign and self) at any one time, but also reflecting an individual’s
immunologic state of health or disease [20, 21]. Accordingly, blood serum/plasma antibody profiling has been shown to
provide a diagnostic tool, which has been previously applied for the classification of various pathological conditions such as
Alzheimer’s disease [22], diabetes [23], as well as influenza [24] and nematode infections [25]. It is still unknown however,
whether such a global antibody profiling can provide more than a diagnostic tool, also reflect the individual’s immunologic
activity - historical and ongoing.

In this study, we used blood plasma antibody profiling on high-density random peptide microarrays to determine whether
the state of tolerance, in human renal transplantation, displays an antibody signatures, in comparison to the clinical
outcomes, including individuals under long-term immunosuppressive treatment showing either stable graft function (ST) or
chronic rejection (CR), operational tolerant recipients (OT) and nontransplanted healthy volunteers (HE).We found that
neither long-term immunosuppressive medication nor operational tolerance affect overall blood plasma IgM or IgG levels.
However, our results indicate that the biological variability among IgM binding profiles of immunosuppressed recipients is
restricted. Notably, supervised classification of IgM binding profiles identified small feature sets (< 20 peptides) that
discriminate CR from OT and HE samples, respectively.

Materials and Methods

Study design
Study subjects

Plasma samples from 21 adult kidney transplant recipients and 9 healthy volunteers were used in this study. Study subjects
were recruited at the Transplantation Unit of the Hospital of Clinics (Sdo Paulo), University of de Sdo Paulo, and the
Nephrology Unit of the Pontifical Catholic University of Rio Grande do Sul and were all part of the Brazilian Multicenter
Study on Operational Tolerance coordinated by the Heart Institute, School of Medicine, University of Sdo Paulo. Informed
consent was obtained from all participants and the study was approved by the ethics committee of both institutions
(CAPESQ/Comissdo de Etica para Projetos de Pesquisa — 0476/08).

Both male and female kidney graft recipients were from 28 to 64 years old. Study subjects’ demographic and clinical
features are summarized in Table 1. Participants were enrolled in four study groups: OT (n=5), defined as individuals with
stable renal graft function for at least one year after immunosuppression withdrawal (mean serum creatinine level: 1.2

mg/dL; ST (1 = 8 ), individuals with stable renal function (mean serum creatinine level: 1.1 mg/dL) under conventional
immunosuppressive regimens (azathioprine or mycophenolatemofetil/sodium and/or steroids and/or calcineurin
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inhibitor); CR (n=8), individuals under conventional immunosuppressive regimens showing cellular-mediated chronic
rejection and progressive renal failure (mean serum creatinnine level: 1.7 mg/dL); and HE (n=9) nontransplanted healthy
kidney-donor individuals with no history of renal disease. Renal function was rated by the estimated glomerular filtration
rate (eGFR) according to Cockroft-Gaul formula[26]. Stable renal function was defined by an eGFR=40 mL/min and less
than 10% variation in serum creatinine levels over a period of six months. Chronic rejection was confirmed by histologic
scoring of biopsies according to Banff classification [1, 27]. Blood samples were collected in heparinized vacutainers. Blood
plasma was separated from whole blood by Ficoll-Hypaque density-gradient centrifugation (Pharmacia Biotech, Uppsala,
Sweden). After the centrifugation the gradient upper phase containing the plasma diluted 1:2 in in a 0.9% saline solution of
sodium chloride was collected and stored at -80°C.

Enzyme-linked immunosorbence assay (ELISA)

Plasma IgM and IgG levels were measured using human IgM or human 1gG ELISA quantitation sets (BethylLabs,
Montgomery, TX) according to the manufacturer’s instructions. Briefly, Corning 96-well EIA plates (Sigma, Munich,
Germany) were coated with 10 pg/ml goat anti-human IgM or goat anti-human 1gG-Fc and blocked in Tris-buffered saline
(TBS) with 1% BSA. Prediluted standard, control and plasma samples were incubated at 4°C overnight. Bound plasma
antibodies were detected after extensive washing, using 10 pug/ml horseradish peroxidase (HRP) conjugated goat anti-
human IgM or IgG-Fc. Assays were developed with TMB substrate and read on a TecanlInfinite 200 Pro Microplate Readerat
450 nm. Standard curves were established from human reference serum. All samples were measured in duplicate and
assays included a control human serum pool (Lonza, Verviers, Belgium). The R? of 4-parameter standard curve fits was
equal to or greater than 0.996 and the mean blank ODs was less than 0.15 for all EIA plates. Where the percent coefficient
of variation of duplicate measurements exceeded 10, the sample was re-assayed.

BCA total protein assay

Total plasma protein was determined by Pierce’s BCA protein assay (Fisher Scientific, Schwerte, Germany) according to the
manufacturer’s instructions and using bovine serum albumin (BSA) as a standard. Prediluted standard, control and plasma
samples were mixed with the BCA working solution in Corning 96-well EIA plates in a ratio of 1:8 and then incubated at
37°C for 30 minutes. After cooling, the absorbance was measured at 560 nm on a Tecan Infinite 200 Pro Microplate Reader.
All samples were measured in duplicate.

Peptide microarray probing

Peptide-microarrays were purchased from Pepscan Presto (RC Lelystad, The Netherlands). Each microarray was split into
three subarrays displaying the same library of 1,000 peptides (942 random sequence 15-mers, 16x YGGFL, 2x RRPYIL, 2x
RPPGFSAFK and 4x RPPGFSPFR). Random peptides were of uniform amino acid distribution, except for cystein, which was
excluded. All peptide array incubations were automatically performed with a TTecan Hybridization Station (4800HS Pro,
Tecan, Salzburg, Austria). Briefly, slides were blocked in and PBS with 1% (w/v) BSA (PBA) for 30 minutes and washed in
PBS containing 0.05% Tween-20 (T-PBS) prior to sample injection. Sample incubations were then performed for 2 hours
with a total assay volume of 180 ul of a 1:20 dilution in PBA. Slides were washed in T-PBS and bound plasma antibodies
were detected by injection of 180 ul Alexa647-labeled anti-human IgM (20 ug/ml; Invitrogen, Darmstadt, Germany).
Following incubation for one hour, slides were consecutively washed in T-PBS (3x), saline-sodium citrate (SSC) buffer (2x)
and distilled water (1x). Finally, slides were dried by centrifugation at 1500 rpm for two minutes. All incubations and wash
steps were carried out at 30°C. Sample incubations included one blank incubation with incubation buffer and five repeat
incubations of the healthy volunteer sample Ltx36 to control the influence of the human IgM detection antibody and the
technological variability of the assay, respectively.

Data acquisition and processing

Microarrays were scanned using a GenePix 4200AL microarray scanner (Molecular Devices GmbH, Ismaning, Germany) at
an excitation wavelength of 635 nm. The GenePix Pro 6.0 software was used for automated generation of image files at a
resolution of 10 um and image analysis. Briefly, following semi-automated spot finding and grid positioning, the signal
intensity (SI) of each spot was quantified by taking the median intensity of all pixels in the circular regions around its
center.
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Data analysis and statistics

Median spot Sls were read into R [28] using the function readData and the mean Sl across subarrays (n=3) was calculated
for each peptide (n=942); no data normalization was applied. Quantitative data were tested for normality using the
D'Agostino-Pearson omnibus test for normality. Association between variables in the data sets was assessed by Pearson’s
correlation (r) and linear regression statistics or Spearman’s rank correlation (p). Significant differences among study
groups were determined by Kruskal-Wallis testANOVA with Dunn’s post-test or Mann-Whitney U test. Significance levels
were set at P<0.05%, P<0.01**, P<0.001*** and P<0.0001****, Unsupervised principal component analysis (PCA) was
done in the statistics environment R using the pca Methods package [28].

Supervised classification
Supervised data classification, was carried out using an R implementation of the Potential Support Vector Machine (P-SVM)

algorithm [29]. Briefly, sensitivity and specificity were estimated by leave-one-out cross-validation and classification
1

BACC=77—————————— .
- 2lsensitivizy + specificity), Feature and hyperparameter selection

performance was rated by balanced accuracy measure:
were performed in an inner cross-validation loop, independent of the test sample of the outer cross-validation loop. The

inner loop was used to identify the optimal combination of the cost parameter £ and the regularization parameter £ for

a given classification task. While € was varied from one to 17 in five equally spaced steps, £ was chosen as 2' with
i ——3,—2...,3,4  Parameter combinations for which more than three models exceeded the upper limit of ten features
were rejected. The total of all features selected in each leave-one-out cross-validation fold is taken as the selected feature
set for the classification problem. The statistical significance of supervised classification was assessed by sample label-
permutation testing. Cross-validation was run on 1,000 independent random shuffles of the group identity label vector
with the parameters set as C=x, epsilon=y. The proportion of outcomes where the BACC equals or betters the BACC of
unshuffled data gives an unbiased estimate of the true p-value. That is, the p-value reflects the probability to achieve a
given BACC by chance (under the null hypothesis that labels and input data are independent).

Results

Blood plasma IgM and IgG levels are preserved among study  groups

To assess differences in blood plasma protein composition between study groups, we performed isotype-specific IgM and
IgG ELISA and measured total BCA protein. Mann-Whitney U tests revealed no significant differences among groups with
respect to mean IgM (0.5-0.7 mg/mL), mean IgG (5.8-7.8 mg/mL) or mean total protein (39.3-43.4 mg/mL) (p>0.05) (Fig.
1A-C). Intragroup variation was comparable for all three analyses (20-50 percent coefficient of variation, CV) with the
exception of the IgM levels in the group of stable transplant subjects (ST) (93% CV). The latter is explained by the presence
of one blood plasma sample showing a fourfold higher IgM titer (subject Ltx28). However, since IgG and total protein levels
of the same sample were normal, this subject was not classified as an outlier. The inclusion of this subject result did not
affect any of the conclusions presented in this paper. There was a good correlation of plasma IgM and IgG levels across
plasma samples (Pearsonr=0.663; p<0.001) (Supplemental Fig. 1C). Likewise, total plasma protein showed a high degree of
correlation withlgG (r>0.702; p<0.001) (Supplemental Fig. 1B) but not IgM (r=0.145; p>0.05) (Supplemental Fig. 1A).

The repertoire of IgM antibodies present similar pe  ptide biding capacity among study groups

To investigate differences among study groups in binding capacity of plasma IgM antibodies to peptides, plasma samples
(n=30) were incubated on microarrays containing a library of 942 random peptides. As an internal control for the assay,
five additional microarrays were incubated with the same healthy (HE) volunteer sample (subject Ltx36; repeats n=4) or
with buffer alone (n=1, blank). IgM signal intensity (SI) profiles were obtained after secondary detection with a
fluorescence-labeled anti-human IgM antibody. The distribution of signal intensities across 942 random peptides was of
similar shape for all samples, most likely following a log-normal distribution (Fig. 2A). However, Sl distributions differed by
location (mean, 1) and scale (SD, 0). Blank Sls were significantly lower (Fig. 2B) and did not correlate with plasma sample
Sls (Spearman Pmean=0.471; p<0.0001), indicating that sample S| profiles are not biased by the applied IgM detection
antibody. The technological variability of the microarray probing assay was found to be low, as Spearman correlation
between Ltx36 repeats was strong and significant (Pmean=0.900; p<0.0001). Correlation of Sl profiles within study groups
was lower (Ppean=0.755 to 0.780; p<0.0001 for all groups) and the standard deviation of mean peptide Sls was higher for
study groups compared with the Ltx36 repeat group (Fig. 2C). Thus, the biological variability of blood plasma samples
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exceeded the technological variability of the assay. A heatmap of all individual inter-array Spearman p correlation
coefficients is shown in Supplemental Fig. 5.

When plotted as cumulative frequency curves, the S| distributions of the individual blood plasma samples from the four
study groups overlapped (Fig. 2B). A Kruskal-Wallis test identified significant differences among all samples (p<0.0001);
however, the post hoc test revealed that both intra-group and inter-group variations contributed to the significance.
Comparison of sorted group mean peptide Sls revealed that Sls in CR samples tended to belower than those in OT and HE
samples; CR and ST samples do not separate (Supplemental Figure 2).

Finally, pairwise Mann-Whitney U tests showed no significant differences in mean sample Sl values among groups (p>0.05),
except for healthy volunteers (HE) and individuals in chronic rejection (CR) (p=0.021) (Fig. 2D). Taken together, study
groups do not separate solely on the basis of mean Sl values; albeit there is a tendency in the data for CR samples to yield
lower SIs than OT and HE samples (Fig. 2B, D and Supplemental Figure 2). Importantly, OT samples are indistinguishable
from HE samples by mean Sl only.

Mean IgM signal intensity correlates with IgM titer

To evaluate the influence of blood plasma protein composition on IgM SI profiles, we ran Pearson correlation analyses
between IgM, 1gG or total protein levels and mean sample Sls. While good correlation was observed for the IgM
concentration of a sample and its mean SI (r=0.800; p<0.001) (Fig. 3A), no significant relationship was observed for
IlgG/mean S| or total protein/mean Sl (Supplemental Fig. 3). Interestingly, the correlation between IgM titer and mean
sample Sl was strongest when subject groups received immunosuppressive treatment (ST+CR, r=0.970; p<0.001) (Fig. 3A).

PCA indicates reduced biological variability within study groups under immunosuppression

In the present study, 30 blood plasma samples were each probed on 942 random peptides. Thus, the complete data set
can be considered as a set of 30 points in a 942-dimensional space. To explore whether the four study groups cluster in this
high-dimensional room, we performed principal component analysis (PCA). Although the first two principal components
were found to explain 77.2% of the data set’s variance, individual study groupsdid not differentiate (Fig. 4A). However,
samples from subjects under immunosuppression (ST, CR) form a very tight cluster while OT and HE samples are
widespread in the PCA biplot. In line with this, the total variance of ST and CR samples (158.2 x 10° or 82.2 x 10° if Ltx28 is
excluded) turned out to be reduced compared to HE and OT samples (190.0 x 106).

Supervised classification of IgM signal intensity p rofiles

In order to investigate whether operational tolerance and different clinical outcomes presented a differential profile of the
biological variability in blood plasma IgM binding profiles we employed a P-SVM classifier with feature selection to the SI
data set. In leave-one-out cross-validation, the classifier discriminated three pairs of study groups (OT vs. CR, CR vs. HE,
ST+CR vs. HE+OT) with a balanced accuracy (BACC) of more or equal to 66.0% (Table 2). In all three cases, classification was
found to be statistically significant (p<0.05) when p-values were estimated in a label-shuffling test (Table 2). For OT vs. CR
(BACC=73.8) and CR vs. HE (BACC=66.0), the algorithm selected 16 and 22 features, respectively (Supplemental Table 1).
The amino acid compositions of these small feature sets and the overall random peptide library are fairly equivalent
(Supplemental Figure 4) and amino acid sequence comparison against the human proteome (RefSeq protein database)
using BLAST found no significant homologies to any known proteins. Importantly, PCAs run on the 16 and 22 features
conclusively separated OT from CR (Fig. 4B) and HE from CR samples (Fig. 4C). In line with the PCA run on the whole
peptide library (Fig. 4A), the total variances of samples from individuals in chronic rejection under immunosuppressive
treatment (17.3 x 10° and 39.3 x 106) were found to be markedly reduced compared to non-immunosuppressed OT
transplant recipients (158.2 x 106) and healthy controls (119.9 x 106).

Discussion

Despite the limited numbers of kidney transplant individuals in operational tolerance worldwide [30], they provide a
unique opportunity to study the immunoregulatory networks of human transplantation tolerance, development and
maintenance. While early research on OT primarily focused on the role of (regulatory) T cells, recent studies revealed a
strong B cell-centric signature of operational tolerance in human renal transplantation [16-18]. However, functional
implications of these findings await elucidation. Data from our multicenter study have shown that both operational
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tolerance and chronic rejection display differential profile regarding the numbers of Bregs and to the CDR3 B cell receptor
repertoire [16].

To further investigate the B cell compartment in operational tolerance, we performed immunoglobulin quantification by
ELISA and a high-throughput plasma profiling by random peptide microarray probing. We found that blood plasma samples
from transplanted kidney recipients in chronic rejection carry an IgM signature that distinguishes them from operational
tolerant subjects and healthy kidney donors. While plasma IgM levels were maintained during chronic rejection, the
antibody binding profile against a panel of 942 random peptides showed significant changes relative to OT and HE profiles
(Table 2). This finding supports a contribution of B cells, in particular plasma cells, to chronic renal allograft rejection as
recently claimed by Dilillo e cols. [31] who reported prevention of rejection after anti-CD19 mediated depletion of mature
B cells and plasma cells in a mouse kidney transplantation model; anti-CD20 depletion of B cells (but not plasma cells) had
no such an effect. Importantly, while plasma cells (or their antibodies) are likely to contribute to chronic rejection in renal
transplantation, B cells/plasma cells were shown to suppress or not affect rejection in mouse models of skin allograft
rejection and acute cardiac allograft rejection [31].

Most standard immunosuppressive drugs for the prevention of graft rejection are not B cell specific and do not specifically
target the humoral immune system (REF). Nevertheless, several studies indicate that they have effects on humoral
immunity, specially mofetil. The calcineurin inhibitor cyclosporin was shown to suppress the emergence of protective
antibodies after influenza vaccination post-transplantation [32]. In addition, in vitro culture experiments attest to dose-
dependent inhibition of immunoglobulin production by cyclosporin, mycophenolatemofetil and rapamycin [33]. In spite of
the fact that the kidney graft recipients in this study received long-term administration of at least one or a combination of
these drugs, we found several parameters of in vivo ongoing B cell activiation. Blood plasma IgM and IgG levels as well as
IgM to IgG ratios were conserved among study groups and, more importantly, were retained during long-term
immunosuppressive treatment (Fig. 1). Interestingly, we found no effect in purely quantitative terms, the IgM peptide
binding profiles suggest that immunosuppression skews the qualitative antibody composition of blood plasma in that
profiles of individuals under treatment appear to display lower diversity. The observed tight cluster formation of ST and CR
samples in PCA biplots (Fig. 4) suggests that immunosuppression causes a loss in variability of the IgM binding profiles.
Recent research by Mumtaz e cols. [34] in the NZB/W murine model of systemic lupus erythematosus (SLE) provides a clue
as to the why of this finding. Their detailed study indicates that the differential plasma cell susceptibility to
immunosuppressive drugs (dexamethasone and/or cyclophosphamide) differs by location: while bone marrow plasma cells
turned out to be refractory, treatment depleted plasmablasts/short-lived plasma cells in the spleen. Thus,
immunosuppression can affect the generation of antibody-secreting cells (ASC) in response to acute immune challenges.
Loss of any “acute” antibodies from the blood plasma antibody pool as a consequence of immunosuppression would result
in reduced biological variability: with the absence of dominating “acute” antibodies, the antibody binding profiles of
individuals tend to match, as previously demonstrated by Greiff e cols. [35].Interestingly, Mumtaz e cols. also report high
survival rates (~¥50%) among plasma cells in the inflamed kidneys of NZB/W mice [34], suggesting that the kidney provides a
protective environment. Such protection could be achieved by inflammatory pro-survival signals; but, as discussed in the
original publication, might also be based on restricted access of immunosuppressive drugs to kidney plasma cells. The
latter, if true, would explain why plasma cells promote chronic renal rejection in mice while having no effect in other
murine transplantation models [31].

Although operational tolerance to renal allografts in humans relates to a strong B cell signature [16-18], we were unable to
identify a distinguished blood plasma antibody signature. In fact, OT samples closely resembled HE samples in all recorded
blood plasma antibody parameters such as titers, mean IgM signal intensities and biological variability of IgM binding
profiles, suggesting that operational tolerance involves a health signature regarding the pool of circulating antibodies. This
is in line with very low infection prevalence in OT subjects [36] and supports the view of Silva e cols. who conclude that
preservation of the B cell compartment favors operational tolerance[16].

Conclusions:

In conclusion, the findings presented herein revealed that neither long-term immunosuppressive medication nor
operational tolerance affect overall blood plasma IgM or IgG levels. Nevertheless, our data shows that the biological
variability among IgM binding profiles of immunosuppressed recipients is restricted. Specially, supervised classification of
IgM binding profiles identified small feature sets (< 20 peptides) that discriminate CR from OT and HE samples,
respectively. Despite the possibility of finding a signature of B cells in renal allografts in tolerant individuals operating [1-3],
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our findings can not identify the signature on these related subjects (OT), however, the analysis of the individuals with
chronic rejection could indicate a possible differential group of peptides when compared with the OT subjects and healthy
ones (HE). Actually, both group of samples operational tolerance and healthy closely resemble in all recorded blood plasma
antibody parameters such as titers, mean IgM signal intensities and biological variability of IgM binding profiles, Indicating
that the clinical pictures operational tolerance and healthy involves a signature regarding the pool of circulating antibodies.
This may be related with very low infection rates in OT patients [11] and supports the idea that the preservation of the B
cell compartment favors operational tolerance [Silva].
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Tables
Table 1. Demographic and clinical data on study gro ups?
Study Group ST CR oT HE
Size (n) 8 8 5 0
Sex (m, f) 4,4 6,2 3,2 4,5
Age (years) sof e | 46X 12 | 43X 9 [38% s
Age range (years) 40-56 28-64 31-54 30-52
Time since transplantation gt 7 11T 3 16X 9 n/a
Donor (living, deceased) 6,z 3,5 4,1 n/a
HLA (A, B, DR) 387+1,2 | 457+1,98] 0(n=2) n/a
mismatches (n=7) 3 (n=2)

nfa=1 4 (n=1)
Blood Transfusion (Y, N) 4,2 3,1 2,2 n/a
Acute rejection episode (Y, N 3,¢ 5,3 1,4 n/a
Viral infections (Y,N) 2,¢ 4,2 1,2 n/a
Drug-free time (years) n/e n/a 4,7(1,5-8)| nla

®Study groups under immunosuppressive treatment (ST, individuals with stable graft function; CR, Individuals in chronic
rejection) and no immunosuppressive treatment groups (OT, subjects in operational tolerance; HE, healthy volunteers); m,

male; f, female; n/a, does not apply or is not available; Y/N, yes/no. Numeric data are given as mean + SD.
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Table 2. Supervised classification of study groups by P-SVMa
Study Groups BACC | Sensitivity [%] | Specificity [%] | p-value
OT-CR 73.8 60.0 87.5 0.029
(ST+CR)-( HE+OT) | 68.8 50.0 87.5 0.019
CR-HE 66.0 44.4 87.5 0.037
(HE+OT+ST)-CR 49.4 36.4 62.5 0.553
OT-HE 46.7 60.0 33.3 0.461
oT-ST 37.5 75.0 0.0 1.000
CR-ST 37.5 75.0 0.0 1.000

®Study groups under immunosuppressive treatment (ST, stable transplant individuals; CR, subjects in chronic rejection) and

no-treatment groups (OT, subjects in operational tolerance; HE, healthy volunteers); BACC, balanced accuracy.

Supplemental Table 1. Feature sets of random peptides selectedby P-SVYM*®

OT-CR CR-HE

1 | GKI LTMTKEQEFFDE | MNFMQ Al NVTVPHFR
2 | PTNSSFFRGKQEYI H | YGNRAQ\VWW SHVRE
3 | AVHNPI AMALTPLYI | PQESSQTYALWPGNI

4 | LVMVRGGYKKYEMHR | ADATPQQYLKHYQTT
5 | LEI NFHQRQTNVYPP | WQWESVANI KFLTPR
6 | FLFRAPWIRHQ GAG | VRKVTHHSAYW YYG
7 | HTGAPLSKSWGKVPD | GFTGKPQGW.PYGQ
8 | RNHDI LEI El EAPKR | Pl GMTKSDVWARGQAFR
9 | QW WONGPKLVDHI P | GVLPVNNEL GSWAGT
10 | LQAKVRGTMAI SHVA | | KVNHRYESLPGQSL
11 | KVEQVGQERPDETLY | VDGLQFLTSDMIETH
12 | Pl GUTKSDWARGQAF | TVNHI YENRQAENVH
13 | GSVGTPGAHDEFI VI | HPASPSWG DRPHKI

14 | SEI QPSMAM DADAH | QHNENRFRWAVRREM
15 | WoVI PRPHSLLLFFE | ESNRAWLEWGQ YASH
16 | EKTVSAEYVI VDVHA | FNPVNEVEFNYTKVA
17 ERFQAGHLETLAQHR
18 | DYVKTKNNVDKDVP
19 SYLWANSRQYDTMNQ
20 TVEI FN\WTGYYAEVG
21 GYWTFNGH RNMADP
22 YWTKQFVFEVAENYS

®Amino acid sequences of the peptides that discriminate OT-CR (n=16) or CR-HE (n=22).

Figure Legends

FIGURE 1. Similar levels of plasma IgM, 1gG and total protein in all study groups. Plasma protein levels (mg/ml) by ELISA: (A)
IgM, (B) I1gG,. (C) Total BCA protein. Symbols represent mean values of samples evaluated in duplicate; bars indicate means

of study groups.Study groups under immunosuppressive treatment (ST, stable transplant individuals; CR, subjects in

chronic rejection) are highlighted in red. Individuals free of

immunosuppressive drugs (OT, subjects in operational

tolerance; HE, healthy volunteers) are shown in black. There were so significant differences among study groups (p>0.05;
Mann-Whitney U test).
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FIGURE 2. Operational Tolerance display IgM signal intensity profile similar to healthy individuals. Blood plasma samples
(n=30) and controls (5 Ltx36 repeats and 1 blank) were probed on microarrays containing a library of 942 random peptides.
SI profiles of bound IgM antibodies were obtained after detection with an Alexa647-labeled anti-human IgM secondary
antibody. (A) Signal intensity distribution in data aggregated from 5 repeat incubations of the healthy volunteer sample
Ltx36. lllustrated are the histogram of log-transformed Sls (bars) and the fitted Gaussian density curve (red line).(B)
Cumulative S| distributions of all plasma samples included in the study and one blank incubation. (C) Relationship of
peptide mean Sl and standard deviation (SD). For each group, the mean Sl of each peptide was calculated and plotted
against its SD. Correlation analysis revealed strong linear correlation in all study groups (Pearson r>0.85). For clarity
reasons, only linear regression curves fitted to the data are shown. (D) Mean sample SI. Symbols represent mean Sls of
samples across 942 peptides; bars indicate means of study groups. Statistically significant differences are indicated (* p <
0.05; Mann-Whitney U test). In all subfigures, study groups under immunosuppressive treatment (ST, stable transplant
individuals; CR, subjects in chronic rejection) are highlighted in red;no immunosuppressive treatment groups (OT,
individuals in operational tolerance; HE, healthy volunteers) are shown in black.

FIGURE 3. Correlation analysis of IgM mean sample IgM SI. Symbols represent mean values of samples assayed in duplicate.
Study groups under immunosuppressive treatment (ST, stable transplant individuals; CR, subjects in chronic rejection) are
highlighted in red. No-treatment groups (OT, subjects in operational tolerance; HE, healthy volunteers) are shown in black.
Correlations between 1gM concentration and mean IgM S| were assessed by Pearson correlation (r); *** p<0.001.

FIGURE 4. Principal component analysis of IgM SI data. Blood plasma samples (n=30) were probed on microarrays containing
a library of 942 random peptides. S| profiles of bound plasma IgM antibodies were obtained after detection with an
Alexab47-labeled anti-human IgM secondary antibody. (A) PCA run on the 942x30 dimensioned data matrix identified two
dominating sources of variance (PC1 and PC2) which together account for 77.2% of the variance in the data. Study groups
do not separate in the plane spanned by PC1 and PC2. (B) PCA run on CR and OT IgM S| data of the 16 peptides extracted
by P-SVM identified two dominating sources of variance (PC1 and PC2) which together account for 91.7% of the variance in
CR and OT data. (C) PCA run on CR and HE I1gM SI data of the 22 peptides extracted by P-SVM identified two dominating
sources of variance (PC1 and PC2) which together account for 68.3% of the variance in CR and HE data. ST, stable
transplant induviduals (orange); CR, subjects in chronic rejection (red); OT, subjects in operational tolerance (grey); HE,
healthy volunteers (black).

SupPLEMENTAL FIGURE 1. Correlation of IgM, 1gG and total protein levels in blood plasma samples of study groups.(A-C)
Symbols represent mean values of samples assayed in duplicate. Study groups under immunosuppressive treatment (ST,
stable transplant individuals; CR, subjects in chronic rejection) are highlighted in red. No-treatment groups (OT, subjects in
operational tolerance; HE, healthy volunteers) are shown in black. Associations between IgM, IgG and total protein
concentrations were assessed by Pearson correlation (p); ** p<0.01, *** p<0.001.Outliers in parentheses were excluded
fromcorrelation analysis.

SupPPLEMENTAL FIGURE 2. Comparison of sorted peptide mean Sls between study groups. For the group of CR individuals, the
942 peptide mean Sls were sorted in ascending order. Corresponding peptide mean Sls of the other study groups are
shown according to this sorting.

SupPLEMENTAL FIGURE 3. Correlation analysis of IgG or total protein level and mean sample IgMSI. (A-B) Symbols represent
mean values of samples assayed in duplicate. Study groups under immunosuppressive treatment (ST, stable transplant
individuals; CR, subjects in chronic rejection) are highlighted in red. No-treatment groups (OT, subjects in operational
tolerance; HE, healthy volunteers) are shown in black. Associations between IgG or total protein concentration and mean
IgMSI were assessed by Pearson correlation (r).

SuPPLEMENTAL FIGURE 4. Composition of the random peptide library (n=942 peptides) and the P-SVM selected features for
classification of OT vs. CR (n=16 peptides) and CR vs. HE (n=22 peptides). (A) Amino acid composition, (B) amino acid
property groups composition.

SuPPLEMENTAL FIGURE 5. Global heatmap of Spearman pinter-array correlation coefficients.
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