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IV - RESUMO

As infecgdes virais sdo uma das complicagdes mais comuns em transplantacao
de orgdos solidos, contribuindo para a rejeicdo do aloenxerto e sendo uma das causas
mais significativas de morbilidade e mortalidade pos-transplante. O Citomegalovirus
(CMV) infecta mais de 70% da populacdo mundial permanecendo em estado latente
com reactivagdes intermitentes, causando doenca severa ou fatal em pacientes
imunocomprometidos. As células Natural Killer (NK) integram o sistema imune inato,
sendo este essencial para limitar ou erradicar os virus na sua fase de infec¢do ou numa
infec¢do primaria, fazendo parte da primeira linha de defesa contra agentes patogénicos
e células transformadas, lisando as células alvo sem pré-sensibilizagdo. Estas células sdo
reguladas através da interac¢do com as moléculas do Complexo Major
Histocompatibilidade (MHC) classe 1 pela ligagdo entre estas e os Killer

Immunoglobulin-like Receptors (KIR) expressos na superficie das NK.

A hipotese testada foi relacionar os genodtipos KIR e HLA com a infec¢do por
CMYV, numa populacdo de primeiros transplantados renais, tendo como hipotese que a
auséncia do ligando HLA para o respectivo KIR inibidor (falta do ligando KIR) e/ou
presencga de varios KIR activadores, podera proteger os transplantados da infec¢do por
CMV. A populagdo deste estudo foi constituida por 68 pacientes e respectivos dadores,
sujeitos a primeiros transplantes renais.

A pesquisa de anticorpos anti-CMV foi efectuado por MEIA e a carga viral por
PCR em Tempo Real. Os pares dador-receptor, foram tipados para os genes do
Complexo Major de Histocompatibilidade e KIR por PCR-SSO e por PCR-rSSO

respectivamente.



Os pacientes foram distribuidos pelos seguintes grupos: D'R" (n=53), D'R’
(n=9), DR (n=3) e DR (n=3). Foram detectados 34 genotipos diferentes para os KIR
na populagdo. Verificdmos que relativamente aos KIR inibidores, na populagdo para
todos os grupos (D'R", D'R,, DR" ¢ D'R), estdo em maior frequéncia com respectivo
ligando do que na auséncia deste ja os KIR activadores, os KIR 2DS1, 2DS2 e 3DS1
para os diferentes perfis apresentaram maior frequéncia com o respectivo ligando,
excepcao para o KIR2DS4 sendo o tnico a ter apresentado maior frequéncia com
auséncia do respectivo ligando. Neste estudo demonstramos que a auséncia dos ligandos
para KIR inibidores podera favorecer, de uma forma global, a eliminacdo do CMV nos
12 meses subsequentes ao transplante, o que se verificou nos KIR 2DL2, 2DL3 e 3DL1.
Ao mesmo tempo estes resultados sugerem o papel dos KIR inibidores e o impacto que
estes poderdo ter na infeccdo por CMV em transplantagdo renal. Além da tipagem HLA
de rotina, a genotipagem KIR podera ajudar no diagnostico e progndstico da infecg¢ao

viral em transplantados renais.

O presente trabalho faz parte de uma colaboragdo internacional do Laboratorio
de Genomica Funcional (Responsavel: Paulo Santos) do Centro de
Histocompatibilidade do Centro, com duas equipas dos Estados Unidos da América e
uma do Canada: Medhat Askar, Allogen Laboratories Transplant Center, Cleveland
Clinic, Deptartement of Surgery Cleveland; Dadhania Darshana, The Rogosin Institute,
Immunogenetics & Transplantation Laboratory, New York e¢ Ahmed Shoker,
Saskatchewan Transplant Program, Division of Nephrology, Royal University Hospital,

Saskatoon.

Palavras-Chave: Transplante renal, Células NK, Infecgao viral, Citomegalovirus, KIR,

HLA, Aloreactividade.
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V - ABSTRACT

Viral infections are one of the most common complications in solid organ
transplantation, contributing to allograft rejection and being one of the most significant
causes of morbidity and mortality after transplantation. Cytomegalovirus (CMV) infects
more than 70% of the world population, the virus stays alive having intermittent
reactivations, causing severe or fatal disease in patients immunocompromised. Natural
Killer cells (NK) make part of the innate immune system, being essential to limit or
eradicate the viruses during the infection or in a primary infection; they are on the first
line of defense against pathogenic agents and transformed cells and lysis the target
cells without a primary sensibilisation. These cells work in interaction with the class |
MHC molecules, through the connection between these and the Killer Immunoglobulin-
like Receptors (KIR) on the surface of NK cell.

The tested hypothesis was to relate KIR and HLA genotypes with CMV infection in
kidney transplanted patients. The lack of HLA to the inhibitory KIR and/or the presence
of several activating KIR can protect from infection by CMV.

The study population consisted of 68 patients and their donors, subject to first kidney
transplants. The detection of anti-CMV was performed by MEIA and viral load by Real-
Time PCR. The donor-recipient pairs were typed for the genes of the Major
Histocompatibility Complex and KIR by PCR-SSO and PCR-RSSO respectively. The
patients were divided into the following groups: D*R™ (n=53), D'R" (n=9), DR (n= 3)
and DR (n= 3). We detected 34 different genotypes for KIR in the population. We
found that KIR inhibitory in the population for all groups (D*R*, D'R’, DR" and D'R),
are more often with is ligand than in the absence, for KIR activators the KIR 2DS1,

2DS2 and 3DS1 for the different profiles presented were more frequently with their

xii



ligand, except for KIR2DS4 is the only one that presented more often with the absence
of its ligand. We demonstrated that absence of ligands to inhibitory KIR can, in a global
way, favor the elimination of CMV in the first 12 months after the transplant, what
could be seen in KIR2DL2, 2DL3 and 3DL1. Taken together, these results suggest a
role of inhibitory KIR in infection by CMV after kidney transplantation. Besides routine
HLA typing, genotyping KIR may help diagnose and make a prognosis of viral infection
in kidney transplanted patients.

This work is part of an international colaboration of the Laboratério de Genomica
Funcional (Responsible: Paulo Santos) from Centro de Histocompatibilidade do
Centro, with two rearch teams from the United States of América and one from Canada:
Medhat Askar, Allogen Laboratories Transplant Center, Cleveland Clinic,
Deptartement of Surgery Cleveland; Dadhania Darshana, The Rogosin Institute,
Immunogenetics & Transplantation Laboratory, New York and Ahmed Shoker,
Saskatchewan Transplant Program, Division of Nephrology, Royal University Hospital,

Saskatoon.

Keywords: Kidney transplantation, Natural Killer cells, Viral infection,

Cytomegalovirus, KIR, HLA, Aloreactivity.
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GENOTIPOS KIR E HLA NA ALOREACTIVIDADE DAS CELULAS NK NA INFECCAO POR CITOMEGALOVIRUS EM TRANSPLANTAGCAO RENAL

1.1 - Transplantacéo renal e terapéutica imunossupressora

A rejeicdo ¢ a principal causa para a perda do aloenxerto renal. Caso o dano
causado aos tubulos e glomérulos seja severo, o rim podera ndo recuperar. Assim sendo,
¢ importante diagnosticar o episddio de rejeicdo o mais cedo possivel e rapidamente
instituir a terapia anti-rejeicdo. Por norma, o sucesso da reversdo da rejeicdo através do
uso de agentes imunossupressores determina o sucesso a longo termo do transplante
(Terasaki, Cecka et al. 1996; Chan Laurence 1997).

A rejeicdo ¢ uma resposta do organismo ao aloenxerto, sendo um processo
complexo e redundante. O alvo principal desta resposta sdo os antigénios do Complexo
Major de Histocompatibilidade (MHC), designados por Human Leucokyte Antigens
(HLA) (Chan Laurence 1997). Estes sao codificados num cluster de genes densamente
polimorficos, localizado no braco curto do cromossoma 6 (Figura 1). As moléculas
HLA classe I sao codificadas por trés loci génicos distintos, conhecidos como HLA-A,
B e C presentes na regido classe I do MHC. As moléculas classe II incluem HLA-DR,
DQ ¢ DP e cada uma delas ¢ codificada por loci genéticos distintos presentes na regiao
classe II (Terasaki, Cecka et al. 1996; Trowsdale 2001).

A rejei¢do ocorre quando os linfocitos T reconhecem os antigénios ““non self”,
isto acontece apenas quando o antigénio ou o peptideo imunogénico estd associado a
uma molécula HLA na superficie de uma célula apresentadora de antigénios (APC). Os
linfocitos T auxiliadores (CD4) sdo entdo activados, proliferam, diferenciam-se e
segregam uma variedade de citocinas. Estas conduzem a um aumento da expressdo dos

antigénios HLA classe II nos tecidos transplantados, estimulando entdo os linfécitos B a
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Figura 1 - Principais genes existentes no Complexo Major de Histocompatibilidade e sua
localizag@o no cromossoma 6 (adaptado de Trowsdale 2001).

produzir anticorpos contra o aloenxerto, em conjunto com a activagao dos linfécitos T
citotoxicos, macrofagos e células Natural Killer (NK), coadjuvando a citotoxicidade
contra o aloenxerto (Shaikewitz and Chan 1994; Kelley and Trowsdale 2005).

O episodio de rejeicdo aguda pode ocorrer entre o 5° e o 7° dia pds-transplante,
mas normalmente déd-se entre a 1* e 4* semana subsequentes. O episddio classico de
rejeicdo aguda da nova era (azatioprina-prednisolona) apresenta o seguinte quadro:
tumefaccdo do rim e oliglria associada a um aumento da creatinina, acompanhada por
febre (Shaikewitz and Chan 1994; Chan Laurence 1997).

A rejeigdo cronica ocorre num periodo de tempo que podera ir de meses a anos,
sendo actualmente um dos maiores problemas em transplantagdo, pois parece
corresponder a uma auséncia de resposta ao tratamento. Pensa-se que a rejeigao cronica
seja o resultado de episodios de rejei¢do aguda repetidos e ndo controlados, ou um

processo inflamatorio lento e progressivo, que poderd instalar-se logo nas primeiras
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semanas apos o transplante ou em qualquer momento posterior (Shaikewitz and Chan
1994).

Hoje em dia, o protocolo padronizado para imunossupressao em transplantados
renais consiste numa terapia de base para prevenir a rejeicao (imunossupressores gerais)
e se necessario, doses elevadas de metilprednizolona, anticorpos monoclonais ou
policlonais - globulina anti-linfocito (ALG) e globulina anti-timocito (ATG).

Os farmacos imunossupressores que interferem com a rejei¢do do aloenxerto
actuam em diferentes locais da resposta imune, sendo mais comummente utilizados: os
Glucocorticoides; Ciclosporina e Tacrolimus (FK506); Azatioprina e Micofenolato de
Mofetil (Sollinger 1995; Tibbles 2008).

Os glucocorticoides inibem a libertacdo de interleucina (IL) -1 por parte dos
macrofagos. A ciclosporina e o tacrolimus (FK506) interferem com a IL-2 produzida
pelos linfécitos T auxiliadores, e a azatioprina e micofenolato de mofetil previnem a
proliferagdo dos linfécitos T citotoxicos e auxiliadores (Jordan, Shapiro et al. 1994;
Woodle, Thistlethwaite et al. 1996; Jordan, Naraghi et al. 1997).

Com a introdugdo de regimes imunossupressores mais potentes em
transplantacdo, como os anteriormente mencionados, o aumento do risco de doencas

infecciosas acompanha a diminuic¢ao do risco de rejeicdo aguda (Tibbles 2008).

1.2 — Infeccéo por Citomegalovirus em transplantacao

O Citomegalovirus (CMV) é um B-herpesvirus, apresentando um genoma
constituido por dacido desoxirribonucleico (DNA), com 235-kb, que codifica 59
proteinas virais. Este virus infecta mais de 70% da populagdo mundial

independentemente do género ou localizacdo geografica. Apods infeccdo primaria, o
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virus permanece em estado latente com reactivagdes intermitentes. Uma vez que o
nosso sistema imunitario estd em constante vigilancia sob os virus, geralmente as
infeccdes sdo assintomaticas em individuos imunocompetentes, causando doenga severa
ou fatal em pacientes imunocomprometidos (Webb, Lee et al. 2002; Hadaya, de Rham
et al. 2008; Tibbles 2008).

Adicionalmente, o CMV ¢ a principal causa de infec¢ao viral congénita em seres
humanos, com uma incidéncia de 0,2-2,2% entre os nados-vivos. Destes cerca de 10 %
apresentara malformagdes congénitas, tais como perda de audicdo ou atraso mental
(Webb, Lee et al. 2002).

A infeccdo por CMV ¢ uma das complicagdes virais mais comuns na
transplantacdo de células hematopoéticas e 6rgdos so6lidos, sendo uma das causas mais
significativas de morbilidade e mortalidade pos-transplante. Mais de 50 % dos
receptores de o6rgdos solidos apresentam evidéncia laboratorial de infec¢do primaria ou
re-infec¢do por CMV no primeiro ano pds-transplante. Para além disto, existe evidéncia
indirecta que a infeccdo por CMV ¢, por si s6, um factor de risco independente para a
rejeicdo aguda ou cronica do aloenxerto (Hodson, Jones et al. 2005; Nemati, Eizadi et
al. 2007).

O CMV podera produzir uma interleucina viral 10 — um regulador negativo do
sistema imune — podendo ainda o virus causar a activacdo do sistema imune e
aloimunizagdo, o que podera levar a rejei¢do cronica do orgdo transplantado (Tibbles
2008).

A apresentacdo clinica da infeccdo por CMV em pacientes transplantados
envolve trés fases, numa primeira fase a reactivacdo da infeccdo por CMV, ou seja, a
presenga do CMV na corrente sanguinea, a qual poderd ser assintomatica ¢ apenas

revelada em testes de rotina, seguida de um sindrome por CMV, caracterizado por uma
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infeccdo sistémica com febre e mal-estar e finalmente a doenga invasiva por CMV,
podendo causar gastroenterite, pneumonia, retinite, nefrite e miocardite. Além dos
efeitos directos da doenca por CMV, existem ainda os efeitos indirectos, como a
imunomodulagdo ¢ a evasdo ao sistema imune causando um aumento da morbilidade
(Hadaya, de Rham et al. 2008).

As sequelas clinicas da infec¢do por CMV dividem-se entre efeitos directos da
replicagdo viral (febre, leucopenia e trombocitopenia com ou sem disfun¢do de um
orgao especifico) e efeitos indirectos resultado da influéncia do virus no sistema imune,
do hospedeiro. Os efeitos indirectos incluem rejeicdo aguda do 6rgdo transplantado,
reducdo da funcdo do 6rgao a longo prazo e aumento do risco de infec¢des oportunistas
(Duncan, Grgurich et al. 1994; George, Snydman et al. 1997; Waiser, Budde et al. 1998;
Schnitzler, Lowell et al. 2003; Hodson, Jones et al. 2005).

Os grupos de risco para CMV incluem os pacientes negativos para CMV e que
recebem um 6rgdo solido (rim) de um dador positivo para CMV (D'R’, nova infecgdo) e
aqueles que foram previamente infectados (D", reactivagio) (Tibbles 2008).

Os regimes de prevengdo da doenga por CMV incluem a profilaxia nos grupos
de risco, despiste de reactivacdes e o tratamento preventivo, sendo os farmacos
utilizados mais comummente para a terapia profilatica: o ganciclovir, o valaciclovir e o
aciclovir (Hodson, Jones et al. 2005; Tibbles 2008).

Antes da introdugdo da terapia profilatica, a doenga por CMV ocorria em 7 a
32% dos receptores de 6rgao solidos, sendo o risco mais baixo em transplantados renais
comparativamente com os transplantados com pulmao-coragdo (Hodson, Jones et al.

2005).
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1.3 - Células NK: um novo conhecimento da biologia da resposta imunoldgica

As células NK fazem parte da primeira linha de defesa contra agentes
patogénicos e células transformadas (Borrego, Kabat et al. 2002). Estas células sdo
definidas como um sub-tipo de linfocitos CD3, CD16", CD56". As células NK
representam 10 a 20% das células mononucleares do sangue periférico e lisam as
células alvo sem pré-sensibilizagdo (Alter, Malenfant et al. 2004; Vilches and Parham
2006; Rajalingam 2007). As células NK fazem parte do sistema imune inato, sendo este
essencial para limitar ou erradicar os virus na fase inicial de infec¢do ou numa infecg¢ao
primaria (Vilches and Parham 2006).

As células NK sdo reguladas através da interac¢do com as moléculas do MHC
classe I, pela ligacdo entre estas e os receptores inibidores expressos na superficie das
NK, como ilustra a Figura 2 (Moretta and Moretta 2004; Gardiner 2008; Jobim and
Jobim 2008).

Pensa-se que esse mecanismo protege as células “saudaveis” da lise pelas NK
autdlogas, enquanto que nas células nas quais ocorreu uma alteracdo na expressao das
moléculas MHC, devido a infecgdo viral ou transformagdo tumoral, sdo lisadas
(Uhrberg, Valiante et al. 1997; Moretta and Moretta 2004; Gardiner 2008; Jobim and

Jobim 2008).
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HLA

Célula-
Ativador alvo

Receptor

Célula-

Receptor Ativador alvo

Lise ‘

Figura 2 - Relagdes entre as células NK e células-alvo, de acordo com a presenga ou auséncia
do ligando HLA. HLA = Human Leucocyte Antigen; KIR= Killer Immunoglobulin-like
Receptor; NK= Natural Killer (adaptado de Jobim and Jobim 2008).

1.3.1 - Modelo “Missing self”

O modelo mais comummente aceite postula que a activacdo das células NK ¢
controlada através do equilibrio entre os sinais activadores ¢ inibidores. Em condigdes
normais, a activacdo dos KIR ¢ suprimida pela dominancia dos sinais inibidores. Deste
modo, a activagdo das células NK pode acontecer como resultado de uma diminui¢ao
dos sinais inibidores, ou de um aumento dos sinais activadores. Durante a
transformagao celular, a alteragdo da expressao do MHC pode provocar a activagao das
células NK, que anteriormente ndo actuavam devido aos sinais inibidores. A teoria do
“missing-self” advoga que as células NK vigiam as células verificando a normal
expressao das moléculas MHC classe I, tolerando o self (Karre, Ljunggren et al. 1986).

Quando esta expressao ¢ alterada, devido a infec¢do viral ou transformagdo tumoral, as
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células NK sdo activadas e lisam as células em causa (Trowsdale 2001; Vilches and

Parham 2002; Kunert, Seiler et al. 2007).

1.4 — Genética dos KIR

Os KIR (Killer Immunoglobulin-like Receptors) pertencem a uma familia

multigénica e altamente polimoérfica com 16 genes diferentes (que codificam os KIR) e

que se situam no cromossoma 19q13.47 (Robinson and Marsh 2007), como ilustra a

Figura 3. Estes genes podem conter informagdo para a expressdo de dois ou trés

dominios extracelulares do tipo imunoglobulina, locais de ligacdo dos determinantes

polimorficos do sistema HLA-A, B e C. A cauda citoplasmatica pode ser longa ou curta,

estando esta envolvida na transducdo do sinal (Borrego, Kabat et al. 2002).
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Figura 3 - Localizacdo dos genes KIR no Leucocyte Receptor Complex que se situa no
cromossoma 19q13.4 (adaptado de Robinson and Marsh 2007).
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A nomenclatura adoptada para os KIR ¢ a seguinte: o primeiro nimero refere-se
ao numero de dominios do tipo imunoglobulina presentes € o “D” ao “dominio”. O “D”
¢ seguido por “L” no caso de ser de cauda citoplasmatica longa e por “S” no caso de ser
de cauda citoplasmatica curta, e por “P” para pseudogenes. O numero final indica o
numero do gene que codifica a proteina, por exemplo o KIR2DL4 como ilustra a Figura
4 (Uhrberg, Valiante et al. 1997; Borrego, Kabat et al. 2002; Moretta and Moretta 2004;
Jobim and Jobim 2008).

Os KIR de cauda longa incluem um ou dois motivos Immune Receptor Tyrosine-
Based Inhibitory Motifs (ITIM), enquanto que os KIR de cauda curta ndo possuem
ITIM, mas sim um aminoacido positivamente carregado na por¢ao transmembranar que
permite associagdo com a molécula acessoria, DAP- 12, libertando um sinal activador
por intermédio de Immnune receptor tyrosine-based activator receptor (ITAM)
(Gardiner 2008; Jobim and Jobim 2008).

Existem dois grupos de haplotipos KIR com maior frequéncia nas populagdes
estudadas. O haplotipo mais frequente € o hapldtipo A que apresenta um numero fixo de
9 genes (6 KIR inibidores, 1 KIR activador e 2 pseudogenes); o outro haplétipo B
apresenta um maior numero de KIR activadores.

KIR2DL KIR2DS KIR2DL KIR2DL KIR3DL KIR3DS
TIPO 1 TIPO 1 TIPO 2 TIPO 2

m:) m:) Do:) m:) DUDDD
D) m)e) #)
mD b2

)

D2 D1

O O

MC
KIR2DS1 KIR3DS1

KIR2DS2
KIR2DS3
KIR2DS4
KIR2DS5

KIRSDL4  KIR2DL5A KIR3DL1
KIR2DLSB KIR3DL2
KIR30L3

KIR2DL1
KIR2DL2/3

Figura 4 - Modelo de receptores KIR inseridos na membrana celular (adaptado de Jobim and
Jobim 2008).
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Group A Haplotype

ACO11501
i 20Pi { 2054 ({0
ACODG293 I {2003}

Group B Haplotypes

AY320039
AL133414 - iy g g g gy

Figura 5 - Genes KIR: haplétipos A e B. A azul estdo representados os framework genes, a
vermelho os genes KIR inibidores, a verde os genes KIR activadores e a amarelo os
pseudogenes (adaptado Robinson and Marsh 2007).

A Figura 5 ilustra uma representacdo de hapldtipos do grupo A e grupo B
(Uhrberg, Valiante et al. 1997; Borrego, Kabat et al. 2002; Vilches and Parham 2006;
Robinson and Marsh 2007; Gardiner 2008). Apesar dos haplotipos KIR variarem no
numero e tipo de genes presentes, os KIR3DL3, 3DPI1, 2DL4 e 3DL2 estdo
virtualmente presentes em todos os haplotipos e por isso foram denominados framework
genes (Uhrberg, Valiante et al. 1997; Wilson, Torkar et al. 2000).

O comprimento da sequéncia genomica de cada um destes genes varia entre 4 e
16 Kb e pode conter quatro a nove exdes. Os exdes | e 2 codificam o peptideo lider e os
primeiros dois aminoacidos do polipeptideo maduro; os exdes 3, 4 e 5 codificam
dominios do tipo imunoglobulina designados por D0, D1 e D2, respectivamente (Hsu,
Chida et al. 2002; Vilches and Parham 2002; Gardiner 2008). O exdo 6 codifica um
polipeptideo que liga o dominio extracelular D2 a regido transmembranar codificada
pelo exdo 7 e, finalmente, os exdes 8 e 9 codificam o prolongamento citoplasmatico dos

receptores.
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Assim, e de acordo com as suas caracteristicas estruturais, os genes KIR podem
ser classificados da seguinte forma:

- Genes KIR2D Tipo I, que codificam proteinas com dois dominios
extracelulares do tipo imunoglobulina (Ig) com conformagdes D1 e D2, onde se
incluem os genes KIR2DS1-5, KIR2DL1-3 e o pseudogene KIR2DP1;

- Genes KIR2D Tipo II, que codificam proteinas com dois dominios
extracelulares com conformagdes DO e D2, onde se incluem os genes KIR2DL4,
KIR2DL5A e B;

- Genes KIR3D, que codificam proteinas com os trés dominios extracelulares,
onde se incluem os genes KIR3DL1-3, KIR3DS1 e KIR3DP1 (Trowsdale 2001;

Hsu, Chida et al. 2002; Schellekens, Rozemuller et al. 2008).

1.5 - KIR, HLA e infeccdo viral em transplantacéo renal

1.5.1-KIR e HLA

As células NK apresentam fungdes efectoras de citotoxicidade e producdo de
citocinas. Estas células sdo reguladas por um conjunto integrado de sinais regulados;
receptores inibidores ou activadores. Os KIR presentes nas células NK e os seus
respectivos ligandos, as moléculas de HLA classe I, fazem parte deste conjunto de
sinais e respectiva regulagdo (Passweg, Huard et al. 2007).

O cluster dos genes KIR ¢ os loci dos HLA classe I s@o altamente polimorficos,
0 que originou a hipdtese das células NK responderem em certa medida de forma
geneticamente pré determinada. Esta opinido ¢ corroborada por recentes observagdes
epidemioldgicas em que certos genotipos dos KIR/HLA com perfil activador (ou seja,

presenga de um maior nimero de KIR activadores, ou auséncia de KIR inibidores, ou

12
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dos seus respectivos ligandos) estdo associados com a resisténcia ao Virus da Hepatite
C (HCV) e a infeccao pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), com progressao
mais lenta na doenga por HIV (Passweg, Huard et al. 2007). Por outro lado, o perfil
com maior numero de KIR activadores pode aumentar o risco para doencas auto-
imunes, como a psoriase/artrite psoridtica, diabetes tipo I, e esclerodermia (Passweg,
Huard et al. 2007).

Alguns estudos associam o locus do gene HLA-C com o receptor KIR2DL. O
alelo HLA-C contém dimorfismos funcionais que determinam a especificidade deste
ligando para os KIR. Os alelos do grupo 1 de HLA-C (HLA-C1) codificam Ser77/Asp80
no dominio HLA-Cw al, que ligam ao receptor KIR2DL2 e KIR2DL3 e provavelmente
ao KIR2DS2 activador. Em contraste com os alelos HLA-C grupo 2 (HLA-C2) que
codificam Asp77/Lys80 e que ligam o KIR2DL1 e possivelmente KIR2DSI
(Ahlenstiel, Martin et al. 2008).

Os genodtipos KIR/HLA contribuem para uma susceptibilidade ou resisténcia
para uma grande variedade de doencas infecciosas e para o cancro. Homozigotia para
HLA-C1 e KIR2DL3 poderda ser vantajoso em relacdo as infecgdes virais, sendo
prejudicial para a inflamagao crénica, que tem um papel fundamental na carciogénese
(Colonna, Borsellino et al. 1993; Wagtmann, Rajagopalan et al. 1995).

O processo normal de desenvolvimento das células NK garante que as células
em circulagdo tolerem as células autdlogas saudaveis devido a interac¢do dos seus
receptores inibidores com os ligando HLA classe I autélogo. Assim, as alorreacgdes das
células NK sdo dirigidas para células alogénicas que ndo tém as moléculas self-HLA

classe I (Valiante, Uhrberg et al. 1997).

13
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Tabela I - Receptores KIR, natureza inibidora ou activadora da sinaliza¢do
e respectivos ligandos (adaptado de Uhrberg, Valiante et al. 1997).

KIR gene Sinal Ligando
2DL1 Inibidor HLA-C2
2DL3 (incluindo 2 DL2) Inibidor HLA-C1
2DL4 Activador HLA-G
2DL5 Inibidor Desconhecido
3DLI Inibidor HLA-Bw4
3DL2 Inibidor HLA-A3, A1l
2DS1 Activador HLA-C2
2DS2 Activador HLA-C1
2DS3 Activador Desconhecido
2DS4 Activador HLA-Cw4
2DS5 Activador HLA-Bw4?
3DS1 Activador HLA-Bw4
3DL3 Desconhecido

2DP1, 3DP1 Nao expresso

1.5.2 — Aloreactividade e infeccéo viral

A alorectividade por células NK ¢é a consequéncia de um mecanismo natural,
pelo qual estas células discriminam as células autélogas saudaveis das ndo saudaveis
(Vilches and Parham 2006). Este mecanismo utiliza os receptores expressos nas células
NK, os KIR, que apresentam diferentes especificidades para as moléculas MHC classe I
€ que por sua vez transmitem sinais inibidores as células NK. Estes sinais representam
um mecanismo de tolerancia, prevenindo a lise das células autdlogas que expressem
quantidades normais de MHC classe I (Vilches and Parham 2006; Rajalingam 2007).

Na auséncia ou diminuicao da expressao do respectivo ligando para os KIR na
célula autdloga, a informacgdo transmitida a célula NK ¢ para destruir essa célula. Esta
auséncia do ligando pode ser a consequéncia de transformagdo tumoral ou infec¢do viral

(Moretta and Moretta 2004; Vilches and Parham 2006).
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A infecgdo viral em receptores de transplante de 6rgdos ocorre devido a presenca
do virus no tecido transplantado e/ou a supressao das fungdes do sistema imune para
prevenir a rejeicdo do transplante (Hirsch 2002). O transplante, a imunossupressao € os
virus, bem como o passado imunologico do receptor sdo factores qualitativos e
quantitativos para a patogénese viral relativamente ao tempo, manifestacdo e

prognostico (Hirsch 2002).
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1.6 - Objectivos

O objectivo deste estudo foi relacionar os genotipos KIR e HLA e a infec¢ao por
CMV, numa populacao de primeiros transplantados renais. Tendo como hipdtese que a
auséncia do ligando HLA para o respectivo KIR inibidor (falta do ligando KIR) e/ou
presenga de varios KIR activadores, podera proteger os transplantados da infecg¢do por

CMV.

O presente trabalho faz parte de uma colaboragdo internacional do Laboratdrio
de Genomica Funcional (Responsavel: Paulo Santos) do Centro de
Histocompatibilidade do Centro, com duas equipas dos Estados Unidos da América e
uma do Canada: Medhat Askar, Allogen Laboratories Transplant Center, Cleveland
Clinic, Deptartement of Surgery Cleveland ; Dadhania Darshana, The Rogosin
Institute, Immunogenetics & Transplantation Laboratory, New York e Ahmed Shoker,
Saskatchewan Transplant Program, Division of Nephrology, Royal University Hospital,

Saskatoon.
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2.1 - Populagéo Estudada

A populagdo deste estudo foi constituida por um grupo de 68 pacientes e
respectivos dadores, de ambos os sexos, sujeitos a primeiros transplantes renais na
Unidade de Transplantagdo Renal dos Hospitais da Universidade de Coimbra (HUC).
Foram previamente estudados, em todos os pares dador-receptor, os genes do Complexo
Major de Histocompatibilidade (HLA-A, -B, -Cw, DRB1 e DQB1) por técnicas de
biologia molecular.

O grupo de pacientes estudados foi devidamente informado do objectivo do
estudo a que iriam ser sujeitos aquando da recolha das amostras.

A amostra foi seleccionada de acordo com os pedidos consecutivos de analise
viral no periodo pds-transplante

A componente laboratorial do estudo foi realizada nos Laboratorios de
Gendmica Funcional e de Genética do Centro de Histocompatibilidade do Centro.

Dos pacientes transplantados renais, 72,1% (n=49) eram do sexo masculino e
27,9% (n=19) do sexo feminino. A média de idades da populagao estudada no momento
do transplante era de 48,4 anos + 12,3 (23-69 anos).

De acordo com o perfil serologico para CMV, os pacientes foram distribuidos
pelos seguintes grupos: dador e receptor com anticorpos anti-CMV, D'R" (77,9%;
n=53); dador positivo e receptor negativo, D'R™ (13,2 %; n=9), dador negativo e
receptor positivo, D'R" (4,4%; n=3) e dador e receptor negativos, D'R™ (4,4%; n=3).

Os pacientes estudados foram submetidos a um de trés protocolos de
imunossupressao: Ciclosporina (44,1%; n=30), Tacrolimus (53,0%; n=36) ¢ Everolimus

(2,9%; n=2).
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2.2 - Material Bioldgico

2.2.1 - Soro

A amostra de soro a analisar foi obtida a partir de uma colheita de sangue em
tubos de gel, apos centrifugagdo a 3000 g durante 10 minutos (KUBOTA 5910, Tokyo,

Japao).

2.2.2 - DNA genémico humano

As amostras de sangue periférico foram colhidas para tubos com dacido
etilenodiamino tetra-acético tripotassico (EDTA K3), com um volume aproximado de 6
ml de material bioloégico. Estas amostras, apds recepcdo no Centro de
Histocompatibilidade do Centro, foram registadas e armazenadas a 4°C até serem

processadas.

A extraccdo de DNA foi realizada com o Kit MagAttract DNA Blood M48
(Qiagen®, Hilden, Alemanha). A tecnologia MagAttract baseia-se na purificacdo de
DNA através da silica e particulas magnéticas, combinando eficiéncia e rapidez. O
DNA liga-se a superficie da silica existente nas particulas magnéticas, na presenga de
um sal caotropico. O DNA ligado ¢ entdo lavado eficientemente, usando dois tampdes
de lavagens cuja composi¢do ndo ¢ descrita pela empresa fornecedora, seguida de uma
lavagem rapida com agua destilada, a qual melhora consideravelmente a pureza do
DNA. Finalmente o DNA ¢ eluido com Tampao Tris-EDTA (Tampao TE) (10 mM Tris,
1 mM EDTA) e recolhido em tubos Eppendorf de 1,5 ml.

Para esta extracgdo foi utilizado o BioRobot M48 (Qiagen®, Hilden, Alemanha),

onde foram colocados 200 ul de sangue total. Todo o processo esta perfeitamente
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automatizado. O BioRobot adicionou o tampdo de lise ML, em seguida juntou a
Suspensao MagAttract B, o qual apresenta as particulas magnéticas com silica onde se
ird ligar o DNA, posteriormente realizaram-se duas lavagens com os seguintes tampoes
MW1 e MW2 respectivamente e uma lavagem rapida com agua destilada. No final o
DNA tal como mencionado anteriormente, foi eluido com Tampao TE. Apos a
extrac¢do do DNA purificado, este pode ser conservado entre 2 a 8 °C por 24 horas ou a
-20°C por periodos mais longos. No presente estudo as amostras apds todo o processo
acima referido foram conservadas a -20°C.

O rendimento de DNA purificado depende do tipo de amostra, nimero de
células nucleadas presentes na amostra ¢ do protocolo utilizado. Com este Kit esperou-
se que para 200ul de sangue total contendo aproximadamente 4,5-7,7 x 10°

Leucocitos/ml, se obtivesse entre 3,9 a 6,2 ug de DNA purificado.

2.2.2.1 - Andlise de pureza e quantificacdo de DNA extraido

A concentragdo e o grau de pureza de uma solugdo com DNA (auséncia de
quantidades significativas de contaminantes) foi determinada através da medicao da
absorvancia num espectrofotometro. A leitura efectuada a 260 nm permitiu detectar a
presenca de bases purinicas e pirimidicas, sendo que, uma absorvancia de 1 unidade a
260 nm corresponde a 50 pg de DNA por mililitro (A260 =1 — 50 ug / ml). A leitura
efectuada a 280 nm permitiu detectar contaminantes. Assim sendo, o quociente entre a
Densidade Optica (DO) a 260 nm e 280 nm (DO60/D0O3g0) forneceu uma estimativa da
pureza do DNA, neste caso valores de razdo proximos de 1,8 indicaram elevado grau de
pureza. Valores de razdo inferiores ou iguais a 1,6 sdo indicativos de contamina¢do com
proteinas, e valores superiores ou iguais a 2 sao indicativos de possivel contaminac¢ao

com RNA.
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Para quantificar o DNA presente nas amostras utilizou-se o espectrofotometro
GeneQuant pro (Biochrom, Cambridge, Inglaterra) e usou-se como referéncia o
Tampao TE. Numa cuvette de ultra-microvolume foram colocados 7 ul de amostra e
com o software Biochrom Data Capture determinou-se o grau de pureza e as

concentragdoes do DNA da mesma.

2.2.3 - DNA Viral

Utilizaram-se amostras de sangue periférico colhidas para tubos sem preparacao
com um volume aproximado de 10 ml de sangue e urina de volume variavel. Apds a
colheita, essas amostras foram enviadas ao Laboratorio de Gendémica Funcional do
Centro de Histocompatibilidade do Centro, onde as mesmas foram registadas e
armazenadas a 4°C, até ter sido aplicado o protocolo.

Para separagdo do soro centrifugaram-se as amostras a 3000 g durante 10
minutos (KUBOTA 5910, Tokyo, Japao). No caso da urina, durante o processo de
tratamento, foi registado o volume recepcionado. Em camara de fluxo laminar a amostra
foi transferida para tubos de Sorval e centrifugada durante 15 minutos a 12987 g a uma
temperatura de 4°C (Sigma 4K15, Osterode am Harz, Alemanha). No fim desta
centrifugacdo desprezou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento em 1 ml de
Tampao fosfato-salino (Tampao PBS) (PBS: 0.01 M fosfato de sdédio;. 0.145 M cloreto
de sodio; pH 7.2). O passo seguinte foi centrifugar durante 7 minutos a 7500g e
4°C.(Eppendorf 5415R, Hamburg, Alemanha). Desprezou-se novamente o sobrenadante
e ressuspendeu-se em 1 ml de tampao PBS.

De seguida ambas as amostras (soro e urina) foram conservadas a -20°C até

realizacdo da pesquisa e quantificagdo da carga viral.

21



GENOTIPOS KIR E HLA NA ALOREACTIVIDADE DAS CELULAS NK NA INFECCAO POR CITOMEGALOVIRUS EM TRANSPLANTAGCAO RENAL

O QlAamp® UltraSens™ Virus Kit (Qiagen®, Hilden, Alemanha) permitiu uma
recuperagao eficiente, rapida e altamente sensivel de DNA viral em plasma ou soro e
urina. A nova tecnologia QIAamp de UltraSens ¢ um procedimento de extrac¢do e
purificacdao que integra quatro passos: lise, ligagdo, lavagem e eluicao, tendo sido usada
para concentrar acidos nucleicos virais, possibilitando a detec¢ao de titulos virais muito
baixos. Os contaminantes e inibidores enzimaticos foram eficientemente removidos
pelo procedimento depuragdo de QIAamp, este baseou-se na tecnologia de membrana-
gel de silica (n3o utiliza fenol, cloroférmio ou outros solventes organicos). O
procedimento UltraSens de QIAamp possibilitou a inclusdo de controlos internos nas
amostras na etapa inicial, permitindo assim que o processo de extrac¢do e purificagdo
fosse controlado com precisao.

Partindo de 1000 pl de amostra de plasma e/ou soro e urina, esta tecnologia
permitiu que fossem concentrados antes da purificagdo em colunas de centrifugacao
com membranas silica-gel. O tampao de lise AC contém um reagente que formou
complexos com acidos nucleicos, e estes puderam ser sedimentados a baixa velocidades
de centrifugacdo para formar um sedimento. Em seguida, este foi ressuspenso num
pequeno volume de tampao AC e o carrier de DNA foi entdo adicionado a amostra.
Apds uma pequena incubacdo, a amostra foi centrifugada a baixa velocidade para
formar novo sedimento com os complexos de acidos nucleicos. O sobrenadante foi
desprezado e o sedimento ressuspendido em Tampao AR que ajudou a dissolver o
sedimento e aumentou a actividade da Proteinase K que foi previamente adicionada, de
seguida incubou-se durante 10 minutos a 56°C. As condigdes de ligacdo sdo ajustadas
adicionando tampao AB, o lisado foi transferido para uma coluna de rotacdo. Durante
uma breve centrifugagdo, DNA ligou-se selectivamente a membrana, enquanto o0s

contaminantes se depositaram no fundo da coluna. Os restantes contaminantes e
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inibidores enzimdticos foram eficientemente removidos por centrifugagdo e duas
lavagens, os acidos nucleicos virais purificados foram eluidos com o tampao de elui¢ao
AVE de baixa concentracdo salina. A composicao de todos os tampdes acima
mencionados ndo ¢ descrita pela empresa fornecedora.

Todo o procedimento acima mencionado foi realizado de acordo com o
protocolo do fabricante.

Ap0s extracgdo e purificacdo o DNA viral foi conservado a -20°C.

2.3 - Metodologia Analitica

2.3.1 — Pesquisa de anticorpos anti Citomegalovirus

A pesquisa dos anticorpos anti-virus CMV IgG foi realizada pela técnica MEIA
(Microparticle Enzyme Immunoassay) no equipamento Asxym® (Abbott, Illinois,
Estados Unidos). O equipamento foi sujeito a manuten¢do executada pela casa
comercial e foi calibrado de acordo com as normas do fabricante. O laboratorio procede

regularmente ao controlo de qualidade interno e externo desta técnica.

2.3.2 — Pesquisa e quantificagdo de DNA do Citomegalovirus

A reac¢ao de polimerizagdo em cadeia ¢ um método de amplificagdo de DNA. A
PCR em tempo real utiliza corantes fluorescentes combinando as etapas de amplificacdo
e detec¢do da reac¢do de PCR num s6 passo. O doseamento depende do aumento do
sinal fluorescente, sendo este proporcional a quantidade de DNA alvo amplificado
durante cada ciclo de PCR. Além disso, o uso de sondas marcadas com corantes

diferentes, permite a deteccdo e quantificacdo de varios alvos em uma unica reac¢ao
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(multiplex). Em cada ciclo de PCR cada reac¢do ¢ caracterizada por um aumento da
fluorescéncia acima de um valor de base, parametro conhecido como ciclo de
quantifica¢do (Cq), também designado por threshold cycle (Ct). A correlagdo entre a
fluorescéncia e o produto amplificado permite a quantificagdo precisa de moléculas,
mantendo a sensibilidade e especificidade dos ensaios PCR de tempo final

convencionais (Nolan, Hands et al. 2006).

Em cada pogo da placa de PCR ocorre uma reac¢do de amplificagdo especifica
para um gene do virus em estudo, no caso do CMV a regido do exdo 4 do gene MIEA
(major immediate early antigen, HCMVUL123) e ainda para a regido promotora ¢ 5’
UTR do gene beta globulina humana (controlo interno) utilizando o DNA previamente
extraido.

A sonda especifica para o virus, marcada com fluor6foro FAM, ¢ activada
quando ocorre a hibridiza¢do com o produto de amplificagdo especifico do CMV. Outra
sonda especifica para o gene beta globulina humana marcado com o fluor6foro VIC ¢
activada quando hibridiza com o produto de amplificagdo especifico deste gene.

O aumento da emissdo da fluorescéncia, proporcional ao aumento dos produtos
de amplificagdo especificos, foi medido e registado pelo equipamento.

O procedimento foi realizado com os Kits Q- CMV Real Time Complete Kit
(CEPHEID, Nanogen, Corso Torino, Italia). Iniciou-se o procedimento com a
preparagdo de uma Master Mix, que contém os componentes necessarios a uma PCR.
Pipetou-se para uma placa 5 uL de DNA viral das amostras, 5 pL de agua livre de
RNase e DNase como controlo negativo ¢ 5 uL de cada um dos padrdes do virus em
estudo. A todos os pogos adicionaram-se 20 uL da Master Mix anteriormente preparada.
Os padrdes utilizados para o CMV apresentam os seguintes numero de copias: 10% 10°,

10* ¢ 10°. O primeiro poco da placa deve corresponder ao padrio mais elevado. As
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amostras, o controlo negativo e os padrdes foram todos feitos em duplicado.
Posteriormente, de modo a realizar a reacgao de PCR em tempo real colocou-se a placa
no aparelho LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche, Rotkreuz, Suiga) e
realizou-se a reac¢do utilizando o seguinte programa de PCR: 2 minutos a 50°C para
descontaminar, 10 minutos a 95°C para desnaturagcdo das duplas cadeias, 40 ciclos com
um periodo de desnaturagdo de 15 segundos a 95°C e um periodo de
emparelhamento/extensdo de 1 minuto a 60°C. No final, permanece a 4°C por tempo
indeterminado para terminar a reac¢do. Todo o procedimento acima mencionado foi

realizado de acordo com o protocolo do fabricante.

2.3.3 - Tipagem HLA dos loci A, B, Cw, DRB1 e DQBL1 por PCR-SSO

A tipagem de alelos HLA classe I e classe II foi realizada com a técnica de
reaccdo de polimerizacdo em cadeia com sondas oligonucleotideas de sequéncias
especificas (PCR-SSO), recorrendo aos kits LABType SSO Typing Test (One Lambda,
Inc, Los Angeles, EUA), para os loci A, B, Cw, DRB1 e DQB1. Numa primeira fase o
DNA alvo ¢ amplificado utilizando primers especificos para o locus. Seguidamente, o
produto da amplificacdo ¢ desnaturado e deixado rehibridizar com sondas de DNA
complementar conjugadas a microesferas codificadas por fluorescéncia que identificam
os alelos presentes. Cada mistura de microesferas inclui uma sonda de controlo positivo
e negativo, permitindo assim, a subtrac¢do de sinais de fundo ndo-especificos e a
normaliza¢do dos dados brutos para que seja possivel ajustar a possivel variagdo em
quantidade de amostras e eficacia da reac¢do. Finalmente, o DNA ¢ marcado com SA-
PE e um analisador de fluxo identifica a intensidade de fluorescéncia da ficoeritrina

(PE) em cada microesfera.
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2.3.3.1 - Amplificagdo do DNA

Descongelaram-se os primers, a D-mix e as amostras de DNA, que ficaram em
gelo até a sua utilizagdo. De seguida pipetou-se 1 pl de cada amostra de DNA para uma
placa de PCR, distribuindo uma amostra por poco. Preparou-se a mistura de reaccio
tendo em conta o numero de reaccdes a realizar, adicionando por reac¢do 6,9 ul de D-
mix, 2 pl de primers e 0,15 pl de Tagq Polimerase (adicionada imediatamente antes de
utilizar; 5U/ul, Promega, Madison, EUA). Agitou-se a mistura de reac¢do no vortex e
dispensou-se 9 pl em cada pogo. Cobriu-se a placa com pelicula de selagem e colocou-
se no termociclador (Thermocycler T1 - Biometra, Goettingen, Alemanha) com o
seguinte programa: um ciclo de desnaturacdo inicial 96°C durante 180 segundos, 5
ciclos com os seguintes passos: desnaturacio a 96°C durante 20 segundos,
emparelhamento a 60°C durante 20 segundos e extensdo a 72°C durante 20 segundos.
No final destes, ocorrem mais trinta ciclos com as seguintes caracteristicas:
desnaturacao a 96°C durante 10 segundos, emparelhamento a 60°C durante 15 segundos
e extensdo a 72°C durante 20 segundos. Apds os ciclos acima mencionados ocorre um
ciclo de extensdo final a 72°C durante 600 segundos, no final a temperatura desce a 4°c

para conservagao que podera ser por tempo ilimitado.

2.3.3.2 - Eletroforese em gel de agarose e interpretacao dos resultados

Antes de se proceder a hibridizacdo dos produtos de PCR realizou-se uma

electroforese com todas as amostras para verificar se ocorreu amplificagao.
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Os produtos de amplificagdo da reaccdo de PCR foram submetidos a uma
electroforese de gel de agarose a 2% com 0,8 pg/ml de brometo de etidio (Sigma
Chemical, St Louis, EUA), que permitiu a visualiza¢ao dos produtos de amplificagdo a
luz ultra-violeta (UV), no transluminador de UV Gel Logic 200 (Kodak, New Haven,
Estados Unidos). Com este equipamento fotografou-se o gel e identificaram-se as

amostras que amplificaram, tendo em conta o peso molecular das bandas obtidas.

2.3.3.3 - Hibridizacéo

Para o processo de hibridizacdao pipetou-se 1,25 pl de tampao de desnaturacao
para uma placa de 96 pocos limpa, adicionou-se 2,5 pul de produto de amplificagdo de
cada amostra e homogeneizou-se bem com a pipeta. Apos incubar 10 minutos a
temperatura ambiente, colocou-se a placa sobre gelo.

Adicionou-se 2,5 pul de tampao de neutralizagdo e misturou-se bem com a pipeta
até observar uma alteragao de cor rosa transparente para amarelo. Preparou-se a mistura
de hibridizagao tendo em conta o nimero de reacg¢oes, adicionando por reacgao 17 pl de
tampao de hibridizacdo e 2 ul de mistura de esferas. Homogeneizou-se a mistura de
hibridizacao e adicionou-se 20 pl a cada pogo. Apds tapar a placa com a pelicula de
selagem, fez-se vortex a baixa velocidade e colocou-se a placa no termociclador pré-
aquecido a 60°C durante 15min. Terminada a incubac¢do, adicionou-se rapidamente 50
ul de tampao de lavagem a cada pogo. Selou-se a placa, fez-se vortex e centrifugou-se 5
minutos a 1300g. O tampao foi removido de uma s6 vez invertendo a placa e os seus
vestigios foram removidos com papel cientifico. Realizou-se outra lavagem idéntica.
Preparou-se a solu¢do SA-PE 1X tendo em conta o nimero de reac¢des, adicionando
por reaccao 0,25 ul de solucdo SA-PE stock e 24,75 ul de tampao SA-PE e apds

homogeneizacao adicionou-se 25 pl a cada pogo. Selou-se a placa, fez-se vortex a baixa
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velocidade e colocou-se a placa no termociclador pré-aquecido a 60°C durante 5
minutos. Adicionou-se rapidamente 50 pl de tampao de lavagem a cada pogo. Selou-se
novamente a placa, fez-se vortex e centrifugou-se Smin a 1300g. Removeu-se o tampao
como explicado anteriormente. Adicionou-se 60 ul de tampao de lavagem e selou-se a
placa, que ficou guardada no frigorifico, a 4°C, envolta em papel de aluminio, até a

realizacdo da leitura.

2.3.3.4 - Aquisicao dos dados

Com a pipeta homogeneizou-se as solu¢des de cada poco e de seguida
transferiu-se para a placa de leitura do aparelho LABScan 100, que foi ligado 30
minutos antes de se realizar a leitura. A interpretacdo dos resultados foi realizada com o

programa HLA Fusion TM Versdo 1.2.1 (One Lambda, Inc., Los Angeles, EUA)

2.3.4 - Tipagem KIR por PCR-rSSO

O método de hibridizag¢do reverso com sondas especificas de oligonucleotideos
apods reacgdo de polimerizagdo em cadeia (PCR-rSSO) foi utilizado na tipagem KIR,
recorrendo ao Kit LIFECODES KIR-SSO TYPING KIT (TEPNEL, Stanford, Estados
Unidos). Este ¢ constituido por duas Master-Mix: LIFECODE KIR-1 ¢ LIFECODE
KIR-2, LIFECODE KIR Probe MIX e solugdo de diluigdo. A tipagem completa de cada
amostra ¢ realizada apos se efectuarem duas reac¢des de amplificagdo, uma com o
primer LIFECODE KIR-1 e outra com o primer LIFECODE KIR-2. O que permite a

deteccdo dos seguintes 16 genes KIR incluindo dois pseudogenes: 2DLI1, 2DL2
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001/2/3/5, 2DL3, 2DL4, 2DLS, 3DL1, 3DS1, 3DL2, 3DL3, 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4,

2DS4 001, 2DS4 003/4/6/7, 2DSS5, 2DP1, 3DPI.

2.3.4.1 - Amplificacdo do DNA

Todas as amostras foram colocadas na concentracao de 50 ng/ul de DNA. Para
tal registaram-se todos os valores obtidos e em seguida utilizou-se a seguinte
féormula: Concentragio inicial x Volume inicial = Concentragdo final x Volume final.

Comegou-se por colocar as Master Mix a Temperatura ambiente (18 a 30°C),
homogeneizaram-se gentilmente todos os reagentes aproximadamente durante 10
segundos, em seguida realizou-se uma breve centrifugacao para que todos os reagentes
se depositassem no fundo dos respectivos tubos. Tal como anteriormente mencionado a
amplificagdo multiplex dos locus KIR encontra-se dividida em duas reacgdes de
amplificacdo. Prepararam-se os componentes para amplificacdo para n+1 amostras,
utilizando um volume final de 20 pul para cada reaccdo, da seguinte forma: 1x Master-
Mix LIFECODE KIR 1 ou LIFECODE KIR 2, 2 ul MgCl, (Promega, Madison, Estados
Unidos), 0,5 U/ul Taq Polimerase (Promega, Madison, Estados Unidos) ¢ 500 ng de
DNA. Todo o processo de preparagdo da Master Mix foi realizado em gelo bem como
os restantes passos do ensaio até a PCR. A mistura da reac¢do foi pipetada para uma
placa de PCR (Abgene, Surrey, Inglaterra). Selou-se a placa com pelicula selante de
forma a prevenir a evaporacdo das amostras durante a PCR e colocou-se no
termociclador. (Thermocycler T1 - Biometra, Goettingen, Alemanha) com o seguinte
programa: um ciclo de desnaturacao inicial a 95°C durante 120 segundos, 40 ciclos com
os seguintes passos: desnaturacdo a 94°C durante 30 segundos, emparelhamento a 59°C
durante 90 segundos e extensdo a 72°C durante 30 segundos. No final dos ciclos acima

mencionados ocorre um ciclo de extensdo final a 72°C durante 15 minutos, apos a
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extensdo final a temperatura desce a 4°C para conservagdao que podera ser por tempo

ilimitado no equipamento.

2.3.4.2 — Hibridizacao

Antes de se proceder a hibridizacdo dos produtos de PCR realizou-se uma
electroforese (como descrito em 2.3.3.2) com todas as amostras para verificar se ocorreu
amplificacao.

Incubou-se a LIFECODE KIR Probe MIX a 58°C no Thermomixer (Eppendorf,
Hamburg, Alemanha) durante 10 minutos. Durante este periodo colocou-se o
termociclador (Thermocycler T1 - Biometra, Goettingen, Alemanha) a pré-aquecer a
56°C. Posteriormente pipetou-se Sul do produto amplificado para uma placa de PCR
(Abgene, Surrey, Inglaterra) e adicionou-se 15ul da Probe-Mix previamente aquecida.
Selou-se a placa com pelicula selante e colocou-se no termociclador previamente
aquecido a 56°C durante 20 minutos. A cerca de 7 minutos do fim do tempo de
incubagdo preparou-se uma solugdo com DS (solugcdo de dilui¢do) mais SA-PE
(Estreptadivina conjugada a R-Ficoeritrina) com a seguinte propor¢ao: 1000 pl de DS e
4 ul de SA-PE a fim de se adicionar 100 pl desta solugdo em cada pogo da placa com
amostra. Esta solucdo apoOs preparacao foi colocada a 45°C durante 5 minutos no
equipamento Thermomixer (Eppendorf, Hamburg, Alemanha). Sendo o SA-PE
fotossensivel foi guardado e trabalhado ao abrigo da luz. Findo o tempo de incubagao
adicionamos 100 pul da solugdo previamente preparada em cada pogo da placa de PCR
ainda no termociclador no periodo maximo de 5 minutos. Em seguida com a pipeta
homogeneizou-se as solu¢des de cada poco e transferiram-se as amostras da placa de
PCR para uma placa de leitura do aparelho LABScan 100 (Luminex Corporation,

Austin, Estados Unidos), que foi ligado 30 minutos antes de se fazer a leitura.
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2.3.4.3 - Aquisicao dos dados

A interpretagdo dos resultados foi efectuada com o programa Luminex100 IS

Software versdo 2.3.182 (Luminex Corporation, Austin, Estados Unidos)

2.4 — Estratégias estatisticas para analise de dados

A andlise dos resultados obtidos consistiu no célculo da estatistica uni e
bivariada, nomeadamente ao recurso de tabelas e figuras para ilustrar as frequéncias dos
genes nos diferentes grupos: D'R", D'R’, DR" e DR".

Para avaliar as distribuigdes de varidveis qualitativas utilizamos o teste do X* da
aderéncia (uma amostra). Para verificar diferengas de propor¢des e contingéncias
recorremos ao X* da independéncia.

As diferengas observadas entre quatro grupos serdo consideradas
tendencialmente significativas se p value estiver entre 0,1 ¢ 0,05; significativo se estiver
entre 0,05 ¢ 0,01. Quando o p value for <0,001 constara essa informagao.

Para a realizacdo de todos os calculos estatisticos utilizou-se o programa SPSS 15.0

para Windows®.
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3.1 - Pureza e concentracao das amostras de DNA gendémico humano

Os protocolos de tipagens utilizados estdo optimizados para uma determinada
concentracdo de DNA e dependem, também, da sua integridade e pureza. Assim, foi
realizada a analise espectrofotométrica da pureza e concentracao de todas as amostras

bioldgicas. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela II.

Tabela Il - Pureza e concentragdo das amostras de DNA
gendmico humano.

Concentracdo D.O 260nm/
(ng/pl) D.0.280nm
10,0 e 581,50 1,34 £ 0,26

Verificou-se que as amostras possuiam, na sua maioria, uma concentragao
superior ao recomendado (50 ng/ul), pelo que foram preparadas diluicdes de
concentragdo adequada para posterior utilizacdo. Alguns DNAs apresentavam
quantidades elevadas de sais e proteinas.

As amostras de DNA foram posteriormente utilizadas para as tipagens dos genes

KIR, HLA classe I (loci A, B e C) e HLA classe II (loci DRB1 ¢ DQBI).

3.2 - Tipagem KIR

A frequéncia de todos os genes KIR na populacao estudada foi determinada apds
a tipagem de todas as amostras. Os framework genes 3DL3 e 3DL2 apresentaram uma
frequéncia de 100% na populagdo, tal como esperado. Ja os framework genes 3DP1 e

2DL4 apresentaram uma frequéncia de 98,5% (n= 67).
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Entre os genes KIR mais frequentes na populagdao estudada estdo o 2DL1 e o
pseudogene 2DP1 com 94,1% (n= 64), 2DS4 com 89,7% (n=61), 2DL3 com 88,2% (n=
60). Entre os genes com menor expressao encontraram-se o KIR 3DS1, 2DS1 e 2DS5
com 39,7% (n=27), sendo que o gene KIR que apresentou a menor frequéncia ¢ o 2DS3

com 22,1% (n=15) como evidencia a Figura 6.
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Figura 6 - Frequéncia dos genes KIR analisados na populagdo do estudo. Os genes estdo
apresentados de acordo com a ordem pela qual estdo posicionados no cromossoma 19q13.4
(Hsu, Chida et al. 2002). A verde escuro ¢ azul escuro (pseudogene) encontram-se 0s
Framework genes, a verde claro os KIR inibidores, a rosa os KIR activadores e azul claro outro
pseudogene KIR.

3.2.1. - Genotipos KIR

O conjunto de mistura de primers utilizado na tipagem dos genes KIR e o facto
de ndo se terem efectuado estudos familiares, ndo permitiu a distingdo dos haplétipos,
assim os resultados obtidos referem-se a genotipos. Identificaram-se 34 gendtipos

diferentes, que estao representados na (Figura7).
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O genotipo mais frequente na populacao estudada foi o G5, que ocorreu em 16
individuos. Outros genotipos mais frequentes sao os genotipos G8 com 5 individuos, e
G19 e G24 com 4. Os seguintes gendtipos G10, G21 e G34 ocorreram apenas em 3
individuos. G22 e G28 com 2 individuos e os restantes 25 genotipos com apenas 1

individuo (Figura 7).
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Genes KIR

Genétipos 3DL3 2DS2 2DL2 2DL3 2DS3 2DS5 2DP1 2DL1 3DPI 2DL4 3DL1 3DSI 2DL5 2DS1 2DS4 3DL2
Gl
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8
G9
G10
Gll
Gl12
GI3
Gl4

G15
Gl16
G17
G18
G19
G20
G21
G22
G23
G24
G25
G26
G27
G28
G29
G30
G31
G32
G33
G34

Figura 7 - Genotipos obtidos pela tipagem dos genes KIR. A verde escuro e azul escuro
(pseudogene) encontram-se os Framework genes, a verde claro os KIR inibidores, a rosa os KIR
activadores e azul claro outro pseudogene KIR.
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3.2.2 - Haploétipos KIR

Tal como anteriormente mencionado, existem dois grupos de haplotipos KIR
com maior frequéncia nas populagdes estudadas. O hapldotipo AA, que apresenta um
numero fixo de 9 genes (6 KIR inibidores, 1 KIR activador, o 2DS4, e 2 pseudogenes),
corresponde aos genotipos G5, G4 e G3; e o haplotipo B com um maior nimero de KIR
activadores.

Apenas 26,5% da populagio estudada (n=18) apresentou s6 um KIR activador, o
KIR2DS4, enquanto que 73,5% (n=50) apresentou, para além do KIR2DS4, outros KIR
activadores. Assim sendo, os primeiros sdo incluidos no héplotipo AA e os segundos no

haplotipo BX, que inclui o haplotipo BB ¢ AB (Figura 8).
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KIR 2DS4 e outros KIR Activadores KIR2DS4

Figura 8 - Frequéncia na populacdo estudada de individuos com KIR2DS4 e outros KIR
activadores e individuos com apenas um KIR activador (2DS4).
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Tabela 111 - Distribuigdo dos hapldtipos KIR nos diferentes grupos de pares

dador/receptor de acordo com o perfil seroldégico CMV.

Haplétipos KIR DR’ D'R DR’ DR DR Total
(n=53) (1=9) (n=3) (n=3) (n=68)
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)

AA 14(264) 3(333) 00,00 1(333)  18(26,5)

BX (BA, BB) 39(73,6)  6(66,7)  3(100)  2(66,7)  50(73,5)

X?=1,370 gl=3 p=0,712 (ns)

Contudo, em termos relativos, a distribuicdo dos haplotipos foi homogénea nos

diferentes perfis serologicos para CMV como se pode constatar pela Tabela III.

3.2.3 - KIR activadores

Ao agrupar os KIR activadores em trés grupos, sendo estes compostos por um
primeiro grupo contendo entre um a dois KIR activadores, o segundo grupo com trés a
quatro KIR activadores, e o terceiro com cinco a seis KIR activadores, verificAmos que
o grupo com trés a quatro KIR activadores foi o que apresentou a maior frequéncia nos
quatro diferentes perfis serologicos para CMV 47,1% (n=32). Contudo esta diferenca
ndo se revelou estatisticamente significativa. O grupo menos frequente foi o que
apresentou entre cinco a seis KIR activadores 11,8% (n=8) para os quatro perfis

seroldgicos (Tabela I'V).
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Tabela IV - Distribuicdo do numero de KIR activadores nos diferentes grupos de pares
dador/receptor de acordo com o perfil serolégico CMV.

1-2 KIR 3-4 KIR 5-6 KIR Total
(n=28) (n=32) (n=8)
n(%) n(%) n(%) n(%)

D'R" 24 (45,3) 24 (45,3) 5(9,4) 53 (77,9)
D'R 3(33,3) 4 (44.4) 2(22,2) 9(13,2)
DR 0 (0,0) 3 (100,0) 0 (0,0) 3 (4,4)
DR 1(33,3) 1(33,3) 1(33,3) 3 (4,4)
Total 28 (41,2) 32 (47,1) 8(11,8) 68 (100,0)
X*=6,280 gl=6 p=0,400 (ns)

3.2.4 - Genes KIR

Observamos que a distribui¢do dos genes KIR (inibidores, activadores e
pseudogene) pelos diferentes perfis D'R", D'R, DR" e DR ocorreu de forma
equilibrada, com excepg¢ao para os genes KIR2DL3, KIR2DS1 e KIR2DSS5 e nos grupos
D'R"'eD'R".

Tabela V - Distribui¢do dos genes KIR nos diferentes grupos de pares dador/receptor
de acordo com o perfil serologico CMV.

DR’ DR DR’ DR Total D/R

(n=53) (n=9) (n=3) (n=3) (n=68)

n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
KIR2DLI 50(94,3)  8(88,9) 3(100,0) 3(100,0) 64 (94,1) ns
KIR2DP1 50(94,3)  8(88,9) 3(100,0) 3(100,0) 64 (94,1) ns
KIR2DL2 27(50,9)  5(55.6) 2(66,7)  0(0,00  34(50,0) ns
KIR2DL3 49(92,5)  6(66,7)  2(66,7) 3(100,0) 60 (88,2) ts
KIR2DL5 28(52,8)  6(66,7) 3(100,0) 2(66,7)  39(57.4) ns
KIR3DL1 47(88,7)  6(66,7) 3(100,0) 3(100,0) 59 (86,8) ns
KIR2DS1 17(321)  6(66,7)  2(66,7)  2(66,7)  27(39,7) ns
KIR2DS2 27(50,9)  5(556) 2(66,7) 1(33,3)  35(51,5) ns
KIR2DS3 12(22,6)  2(222)  1(333)  0(0,0) 15 (22,1) ns
KIR2DS4 48 (90,6)  7(77.8)  3(100,0) 3(100,0)  61(89,7) ns
KIR 2DS5 18(34,0)  5(55.6) 2(66,7)  2(66,7)  27(39,7) ns
KIR 3DS1 19(35.8)  4(444) 2(66,7)  2(66,7)  27(39,7) ns
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O grupo D'R" apresentou, em termos relativos uma maior percentagem de
KIR2DL3, 92,5% em comparagdo com o grupo dos D'R’, 66,7%, contudo ¢ na
contingéncia entre o gene KIR 2DL3 e D'R" que o residuo ajustado é >2, isto é, que a
contingéncia ¢ tendencialmente significativa (Tabela V).

No que diz respeito ao KIR2DS1 obtivemos um residuo ajustado de -2,4 entre
este gene e D'R’, o que nos leva a deduzir que ¢ nesta contingéncia que existe uma
menor distribuigao.

Nas restantes contingéncias ndo se observaram valores relevantes.

3.3 - Tipagem HLA

A partir da tipagem dos genes do MHC classe I, calculou-se a frequéncia em
homozigotia e heterozigotia na populacdo em estudo. Dos alelos do grupo 1 de HLA-C
(HLA-C1), que codificam Ser77/Asp80 no dominio HLA-Cw al(HLA-Cw *01, *03,
*07* *08), e sao ligandos para os KIR inibidores, KIR2DL2/3, KIR2DL1 ¢ KIR3DLI, e
os alelos HLA-C grupo 2 (HLA-C2) e que codificam Asp77/Lys80 (HLA-Cw *02, *04,
*05* *06) bem como os alelos HLA-B que partilham o epitopo Bw4 ¢ Bw6. Os KIR
activadores KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5 e KIR3DSI1, tém
como ligandos os HLA-Bw4, HLA-C1 e HLA-C2 (Lanier 2005; Parham 2005;
Ahlenstiel, Martin et al. 2008; Hadaya, de Rham et al. 2008). Sempre que nos referimos

a alelos em homozigotia terminamos a nomenclatura com H (Tabela VI).
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Tabela VI - Distribuicdo dos ligandos KIR nos diferentes grupos de pares
dador/receptor de acordo com o perfil serolégico CMV.

DR’ DR DR’ DR Total D/R

(n=53) (n=9) (n=3) (n=3) (n=68)

n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
HLA-C1 44 (83,0) 7(77.8) 2(66,7)  3(100,0) 56 (82,4) ns
HLA-C1H 13 (24,5) 2(22,2) 1(33,3) 2(66,7) 18 (26,5) ns
HLA-C2 40 (75,5) 7(77.8) 2(66,7) 1(33,3)  50(73.,5) ns
HLA-C2H 9 (17,0) 2(22,2) 1(33,3) 0 (0,0) 12 (17,6) ns
HLA-Bw4 33 (62,3) 7(77,8) 3(100)  2(66,7)  45(66,2) ns
HLA-Bw4H 20 (37,7) 2(22,2) 2(66,7)  1(33,3)  25(36,8) ns
HLA-Bw6 33 (62,3) 7(77.8) 1(33,3) 2(66,7)  43(63,2) ns
HLA-Bw6H 20 (37,7) 2(22,2) 0 (0,0) 1(33,3) 23(33.9) ns

Apesar de ndo se ter encontrado diferengas estatisticas significativas, parece-nos
relevante referir que entre os mais frequentes estd o HLA-C1 com 82,4% (n=56),
seguido do HLA-C2 com 73,5% (n=50). Nos HLA-B que partilham o epitopo Bw4 ¢
Bwo6, ¢ mais frequente o HLA - Bw4 com 66,2% (n=45) seguido do HLA -Bw6.

Em todos os casos acima mencionados podemos ainda destacar que a
homozigotia foi menos frequente, porém dentro desta o HLA-Bw4 foi o mais frequente

e 0 HLA-C2 o menos frequente.

3.4 — Genes KIR e respectivos ligandos

Na tabela VII sdo apresentados os dados relativos aos KIR (cinco inibidores e
quatro activadores), na presenga ou auséncia do respectivo ligando, relacionando-os

com os diferentes perfis serologicos para CMV.
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Tabela VII - Distribui¢do dos genes KIR em fungdo da presenca ou auséncia
dos respectivos ligandos nos diferentes grupos de pares dador/receptor de
acordo com o perfil serologico CMV.

DR’ DR DR’ DR

(n=53) (n=9) (n=3) (n=3)

n(%) n(%) n(%) n(%)
2DL1 com HLA-C2 39(73,6) 7(77.8) 2(66,7) 1(333)
2DL1 sem HLA-C2 11208 1(1L1) 1333) 2667
2DL2 com HLA-C1 22 (41,5) 4(444) 1(333)  0(0,0)
2DL2 sem HLA-C1 504) 1(1,1) 1(333)  0(0,0) ns
2DL3 com HLA-C1 22(41,5) 4(444) 1(333)  0(0,0)
2DL3 sem HLA-C1 509.4)  1(11,1)  1(333)  0(0,0) ns
3DL1 com HLA-Bw4 29(547)  4(444) 3(100,0) 2(667) <0001
3DL2 com HLA (A3; All) 17(32,1) 2(222)  0(0,0) 1(333)
3DL2 sem HLA (A3; All)  36(67.9) 7(77.8) 3(100,0) 2(66,7) ™
2DS1 com HLA-C2 12(22,6) 4(444) 2(66,7) 1(333)
2DS1 sem HLA-C2 504) 2(222) 0,0 1333 ™
2DS2 com HLA-C1 15(28,3) 5(55.6) 1(333) 2(66,7)
2DS2 sem HLA-C1 23,8 1(11,1) 1(333)  0(0,0) ns
3DS1 com HLA-Bw4 9(17,00  3(333) 2(66,7) 1(333)
3DS1 sem HLA- Bw4 10(18,9) 1(11,1) 00,0 1333 ™
2DS4 com HLA-Cw4 14(264) 2(222) 1(333) 1(33.3)
2DS4 sem HLA-Cw4 34(642) 5(556) 2(66,7) 2(66,7) @ "°

Verificdmos que relativamente aos KIR inibidores, na popula¢do em estudo e
para todos os grupos (D'R", D'R’, DR" ¢ D'R’), estio em maior frequéncia com
respectivo ligando do que na auséncia deste, com excepgao para o KIR3DL2 em que a
frequéncia foi maior para a auséncia do respectivo ligando em todos os perfis
serologicos de CMV. No caso KIR3DL1 apenas foi avaliada a presenca do gene com o
respectivo ligando, sendo que a distribuicdo deste pelo gene ¢ significativa com mais
casos no D+R+.

Para os KIR activadores na populagdo estudada e para a maioria do perfis

serologicos CMV, os KIR 2DS1, 2DS2 e 3DS1 apresentaram maior frequéncia com o
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respectivo ligando, excepgao para o KIR2DS4 sendo o tnico a ter apresentado maior
frequéncia com auséncia do respectivo ligando, o HLA-Cw4 em todos os perfis

serologicos.

3.5 - Genes KIR e respectivos ligandos na infeccdo por Citomegalovirus

Na tabela VIII relacionamos os resultados da PCR em Tempo Real para CMV
em quatro momentos distintos: nos primeiros noventas dias apds transplante, entre o
nonagésimo primeiro € centésimo octogésimo dia, entre o centésimo octogésimo
primeiro e o tricentésimo sexagésimo quinto dia e do tricentésimo sexagésimo sexto dia
em diante com os perfis D'R", D'R, DR e D'R".

Observou-se que na presenga de um KIR inibidor com o respectivo ligando, e
confrontando com os resultados para a infec¢gdo por CMV nos quatro diferentes
momentos, em todos existiu uma maior frequéncia de casos positivos para CMV do que
para o mesmo KIR sem o respectivo ligando. A excepgao ocorre para o KIR3DL2 cujo
ligando ¢ o HLA (A*03,A*11) e que em todos os grupos foi mais frequente sem o
respectivo ligando.

Comparativamente os KIR activadores, em 4 KIR dois apresentaram maior
frequéncia com o respectivo ligando, KIR 2DS1 e 2DS2. O KIR3DS1 em todos os
perfis previamente definidos para a CMV apenas no grupo D'R" é que tal ndo acontece.
Para o KIR2DS4 foi mais frequente sem o respectivo ligando em todos os perfis. Com
excep¢ao do KIR 2DLI1, 3DL2 e 2DS4 todos os restantes sdo, pelo menos,

tendencialmente significativos.
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Tabela VIII - Distribui¢do dos genes KIR em fungdo da presenca ou auséncia dos respectivos
ligandos nos diferentes grupos de pares dador/receptor de acordo com a infecgdo por CMV.
Infec¢do Infec¢do Infecgdo Infec¢do
CMV CMV CMV CMV
(0-90 dias)  (91-180 dias) (181-365 dias) (>365 dias)
n= 66 n=30 n=18 n=13
n(%) n(%) n(%) n(%)
2DL1 com HLA-C2 12 (18.2) 17 (56,7) 5(27.8) 1(7,7)
ns
2DL1 sem HLA-C2 2(3,0) 5(16,7) 1(5,6) 0 (0,0)
2DL2 com HLA-C1 6(9,1) 9 (30,0) 1(5,6) 0 (0,0)
2DL2 sem HLA-C1 2(3,0) 5(16,7) 1 (5,6) 0 (0,0) ts
2DL3 com HLA-C1 6(9,1) 9 (30,0) 1 (5,6) 0 (0,0)
2DL3 sem HLA-C1 2(3,0) 5(16,7) 1 (5,6) 0 (0,0) ts
3DL1 com HLA-Bw4 12 (18,2) 17 (56,7) 4(22,2) L) <0001
3DL2 com HLA (A3; All)  4(6,1) 8 (26,7) 1(5,6) 0 (0,0)
3DL2 sem HLA (A3; All)  11(16,7) 16 (53,3) 5(17,8) 1(7,7) ns
2DS1 com HLA-C2 0 (0,0) 2(6,7) 1(5,6) 0 (0,0)
%
2DS1 sem HLA-C2 1(1,5) 3(10,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
2DS2 com HLA-C1 1(1,5) 4(13,3) 1 (5,6) 0 (0,0)
_%
2DS2 sem HLA-C1 0 (0,0) 13,3) 0 (0,0) 0 (0,0)
3DS1 com HLA-Bw4 2 (3,0) 5(16,7) 0 (0,0) 0(0,0)
%
3DS1 sem HLA- Bw4 1(1,5) 2(6,7) 2(11,1) 0 (0,0)
2DS4 com HLA-Cw4 6(9,1) 8 (26,7) 2(11,1) 1(7,7)
2DS4 sem HLA-Cw4 8 (12,1) 12 (40,0) 4(22,2) 0 (0,0) ns

-* Frequéncias esperadas inferiores a cinco e n inferior a 20, pelo que ndo sendo permitido agregar
variaveis ndo se podem generalizar os resultados.
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4.1 Genes KIR e doenca

A disponibilidade de sistemas de tipagem de genes KIR permitiu que diversos
investigadores utilizassem estes sistemas para tentar estabelecer associagdes entre a
presenga ou auséncia destes genes e a ocorréncia de doencas (infec¢des virais,
bacterianas e doengas autoimunes).

Carrington e seus colaboradores concluiram que os KIR activadores 2DS1 e
2DS2 estdo associados a artrite psoriatica, mas apenas quando os ligandos dos
correspondentes genes inibidores — KIR2DL1 e KIR2DL2/3 — estdo ausentes (Nelson,
Martin et al. 2004). Middleton et al concluiram que ha uma associagdo entre a auséncia
de KIR2DL2 e KIR2DS2 e a diabetes de tipo I, ja que estes KIR tém uma frequéncia
significativamente menor que nos controlos saudaveis. Estes autores possuem também
resultados em doencas infecciosas e de natureza cancerigena: um estudo na populagdo
mexicana aponta para uma associacao entre a tuberculose e os genes KIR2DL1 e 2DL3,
e outro estudo na populagdo espanhola aponta para uma associagdo entre KIR2DS2 e
KIR2DL2 e o cancro colorectal (Middleton, Williams et al. 2005). Passweg ¢ seus
colaboradores, através da observagdo epidemioldgica, verificaram que certos gendtipos
dos KIR/HLA com perfil activador (ou seja, presenca de um maior numero de KIR
activadores ou auséncia de KIR inibidores ou dos seus respectivos ligandos) estdo
associados com resisténcia a0 HCV e infec¢ao pelo virus da imunodeficiéncia humana,
bem como a uma progressdo mais lenta na doenca por HIV (Passweg, Huard et al.
2007; Jobim and Jobim 2008).

O presente estudo incidiu sobre uma populacdo de primeiros transplantados
renais que foram agrupados segundo o perfil serologico para CMV, em que
relacionamos a frequéncia dos genes KIR e respectivos ligandos HLA com a infec¢ao

por CMV. Verificamos que a distribui¢do dos genes KIR2DL3 e KIR2DSI, nos grupos
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D'R" ¢ D'R,, apresentaram diferengas tendencialmente significativas no caso do
KIR2DL3. No caso KIR2DSI1 verificAmos que € neste gene que existe uma menor
distribui¢do, pois é no grupo D'R" que a sua frequéncia é menor, sendo igual para os
restantes perfis. Nos restantes KIR estudados e perfis serologicos nao se verificaram
diferencas significativas entre os diferentes grupos.

Uma vez que a aloreactividade das células NK ¢ regulada através de um
equilibrio entre os sinais inibidores e activadores, o presente estudo sugere um
desequilibrio entre KIR2DL3 e KIR2DS1 nos pares D'R" eventualmente associado a

uma menor resisténcia a infecgao viral.

4.2 Framework genes

Apesar dos haplotipos KIR variarem no niimero e tipo de genes presentes, os
KIR3DL3, 3DP1, 2DL4 e 3DL2 estdo virtualmente presentes em todos os haplotipos e
por isso foram denominados framework genes (Uhrberg, Valiante et al. 1997; Wilson,
Torkar et al. 2000). Neste estudo foi encontrada uma prevaléncia de 100% para os
KIR3DL3 e 3DL2 e de 98,5% para os genes KIR3DP1 e 2DL4, o que vai de encontro a
outros estudos previamente publicados (Hsu, Chida et al. 2002; Middleton, Williams et

al. 2005; Jobim and Jobim 2008).
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4.3 Caracterizagdo dos gendtipos KIR na populagédo do estudo

Entre os 68 individuos deste estudo identificaram-se 34 gendtipos, uma vez que
o conjunto de misturas de primers utilizados na tipagem dos genes KIR ¢ o facto de ndo
se terem efectuado estudos familiares ndo permitiu a distingao dos haplotipos.

Todos os haplétipos conhecidos sdo flanqueados no terminal centromérico por
KIR3DL3, no terminal telomérico pelo KIR3DL2 e ao centro por KIR2DL4 e KIR3DP1
e dividem-se em duas partes, a centromérica (delimitada por KIR3DL3 e KIR3DP1) ¢ a
telomérica (delimitada por KIR2DL4 e KIR3DL2). De acordo com Hsu e seus
colaboradores (Hsu, Liu et al. 2002) a parte centromérica dos haplétipos é caracterizada
pela presenca de KIR2DL3 ou KIR2DL2, mas ndo ambos. Assim, pode perceber-se que
a maior parte dos gendtipos sdo heterozigéticos, possuindo dois haplotipos diferentes,
uma vez que possuem ambos os genes. Ainda segundo este autor, o KIR2DL3 esta
sempre acompanhado do trio KIR2DP1, KIR2DL1 e KIR3DP1, o que se verificou em
todos os genotipos com excepgdo do G3. O KIR2DL2 estd sempre acompanhado de
KIR2DS2, o que se verificou em todos os gendtipos identificados neste estudo com
excepcao de G31. Estes dois ultimos genes podem estar associados a KIR2DPI,
KIR2DL1 e KIR3DP1 mas definem também outro haplétipo caracterizado pela
presenga duma variante do KIR3DP1 (que possui o exdo 2) e pela auséncia de
KIR2DP1 e KIR 2DLI1 que no presente estudo sao o G1, G2 e G17. A parte telomérica
dos haplétipos € caracterizada pela presenca de KIR3DL1 ou KIR3DSI1, mas ndo
ambos. A presenca de KIR3DLI1 indica um segmento telomérico curto, contendo apenas
KIR2DS4 e KIR2DL2. Pelo contrario, a presenca de KIR3DS1 define um segmento

telomérico longo, contendo KIR2DLS, KIR2DS3 ou KIR2DSS5, KIR2DS1, KIR2DS4 e
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KIR3DL2. Todas estas relagdes ocorrem nos gendtipos identificados no presente
estudo.

Analisando os gendtipos quanto ao numero de genes KIR activadores, verifica-
se que os genotipos G3, G4 e G5 possuem apenas um, o KIR2DS4, caracteristica tnica
dos haplotipos do tipo A, o que nos permite concluir que estes genodtipos sao
constituidos por dois hapldtipos A. Nos restantes gendtipos, nada se pode inferir quanto
aos tipos de haploétipos que possuem, pois podem ser constituidos por dois haplotipos B
ou por um haplétipo A e um B.

O genoétipo mais frequente na populacdo deste estudo é o G5, existe em 16
individuos (88,8%), corresponde ao haplétipo AA. Com este haplotipo encontramos
ainda o G3 e G4, tendo sido os restantes individuos agrupados no haplétipo BX, que
inclui os haplétipos BA e BB.

A homozigotia para o haplotipo A (gendtipo AA) ¢é frequente (30-58%) na
maioria das populagdes estudadas, com excepcdo para os asidticos (75%) e os
aborigenes australianos (15%) (Rajalingam 2007; Marangon, Guelsin et al. 2009). No
presente estudo, a frequéncia encontrada para o haplotipo A ¢é de 26,5%, relativamente
mais baixa do que noutros estudos (Rajalingam 2007), mas muito similar a encontrada
por Jobim e Jobim de 24,1% para este mesmo haplotipo, numa populagdo que se

assemelha a deste estudo (Jobim and Jobim 2008).

4.4 Influéncia da alorreactividade das células NK na infec¢ao por Citomegalovirus

em transplantacéo renal

O modelo proposto por Karre e seus colaboradores, hipotese de missing-self

(Karre, Ljunggren et al. 1986), para explicar a regulacdo da activacdo das células NK
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através dos seus receptores inibidores e activadores tem vindo a ser testado em varios
pacientes transplantados, quer em transplante de células estaminais hematopoiéticas
quer de orgdos solidos (Nelson, Martin et al. 2004; Kunert, Seiler et al. 2007; Hadaya,

de Rham et al. 2008; Jobim and Jobim 2008).

Este modelo, de auséncia de ligandos, prevé a aloreactividade das células NK,
no caso particular do presente estudo. Na infecgdo viral, ocorre assim uma alteracdo da
expressao destas moléculas do MHC devida ao CMV.

Porém, ¢ sabido que os gendtipos HLA e KIR sdo segregados
independentemente, existindo assim a probabilidade de um individuo expressar um KIR
nas suas células NK para o qual ndo possui o respectivo ligando, e também o inverso em
que um individuo pode expressar um ligando HLA para o qual ndo possua o respectivo
KIR. Desta forma, este estudo pretendeu averiguar se a auséncia de ligando para os KIR
inibidores ou a presenca do respectivo ligando para os KIR activadores, podera ser um
indicador para um menor niumero de casos de infec¢do ou re-infec¢do por CMV.

No presente estudo verificamos que a presenca de um KIR inibidor e respectivo
ligando se encontra associada a uma maior frequéncia da infecgdo CMV. Tal acontece
com o KIR2DL1 com HLA-C2 e KIR2DL2 e 2DL3 com HLA-CI1. No entanto
obtivemos um resultado contraditério com KIR3DL2 que, sem o respectivo ligando
(HLA-A3; HLA-A11), apresenta um maior nimero de casos de infecgdo CMV.

Alguns autores concluiram que na auséncia do ligando HLA-C para os
respectivos KIR inibidores, haveria um menor nimero de infec¢des por CMV apos
transplante (Hadaya, de Rham et al. 2008). Os resultados obtidos no presente estudo

corroboram aquelas observagdes, sendo que esta condi¢do ¢ verificada ao longo dos
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quatro momentos diferentes apds transplantagdo em que foram realizadas pesquisas de
CMV.

Do mesmo modo, Stern e colaboradores demonstraram que o nimero de KIR
activadores se relacionava inversamente com os episodios de infec¢des/re-infecgdes por
CMYV em transplantados renais (Stern, Elsasser et al. 2008). Outros autores, para além
do anteriormente mencionado, preconizam que existe uma relagdo entre o nimero de
KIR inibidores e activadores e os casos de infecgdo viral CMV (Hadaya, de Rham et al.
2008; Stern, Elsasser et al. 2008). No presente estudo apenas se verificou esta
associacao para o KIR2DS4.

Dado o conjunto de dados e discussdo patente na literatura no que envolve esta
matéria, seria mais esclarecedora uma futura investigagdo num conjunto de pares dador
negativo para anticorpos CMV e receptor positivo ou negativo para anticorpos CMV

(D'R" e D'R) sub-representados no presente estudo.

4.5 Perspectivas futuras

No seguimento do estudo da aloreactividade das células NK, seria importante a
realizacdo de ensaios de citoxicidade, similares aos de Alter e colaboradores,
comegando por isolar clones de células NK, verificando quais os genes KIR expressos ¢
relacionando-os com a presenga ou auséncia dos respectivos ligandos (Alter, Malenfant
et al. 2004).

A analise de acordo com os diferentes perfis de infec¢ado CMV, avaliando a
capacidade de lise e intervengdo das células NK na resolucdo da infec¢do, permitiria um
melhor conhecimento dos factores que contribuem para a sobrevida do enxerto em

transplantagao renal.
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Neste estudo sugerimos que a auséncia dos ligandos para KIR inibidores, podera
favorecer de uma forma global, a eliminacdo do CMV nos 12 meses subsequentes ao
transplante, o que se verificou nos KIR2DL2, 2DL3 e 3DLI1.

Nao se observaram diferencgas significativas nas frequéncias genotipicas dos KIR
em fung¢do nos grupos de pares dador/receptor estudados de acordo com a infec¢ao por
CMV.

O presente estudo ndo revelou associagdes especificas entre a combinagdo de um
KIR inibidor e o respectivo ligando ou de um KIR activador especifico e infecgdo por
CMV.

Estes resultados sdo consistentes com estudos previamente publicados em que se
explica o papel das células NK nas mais diversas patologias, evidenciando que a
auséncia do ligando apresenta um menor controlo inibitério sobre as células NK
aumentando a sua aloreactividade.

Globalmente, estes resultados sugerem um papel importante dos KIR inibidores
na infec¢do por CMV em transplantagao renal. Assim, a genotipagem KIR em conjunto
com a tipagem HLA efectuada por rotina, podera ajudar no diagnoéstico e progndstico da

infeccao viral em transplantagdo renal.
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