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RESUMO
Dissertacao de Mestrado

Estudo proteomico do plasma de pacientes com doenga do enxerto contra o hospedeiro
aguda: identificacdo de biomarcadores

A Doenga enxerto contra o hospedeiro aguda (DECHa) € uma das maiores causas de
morbidade e mortalidade dos pacientes submetidos transplante de células tronco
hematopoéticas (TCTH) alogeneico. A identificacdo e quantificagdo absoluta de proteinas e
peptideos diferencialmente expressos no plasma de pacientes que desenvolveram DECHa € de
extrema importancia por representar uma nova estratégia de diagndstico precoce € menos
invasiva do que as biopsias dos 6rgaos acometidos. Sendo assim, propusemos avaliar o perfil
protedmico do plasma de pacientes com DECHa a fim de identificarmos possiveis
biomarcadores dessa doenca. Neste estudo, foram analisadas amostras de plasma do dia
D+45, categorizadas em Pools, de 31 pacientes submetidos ao TCTH alogeneico e que tinham
como doenca de base LMA: 20 pacientes desenvolveram DECHa e 11 pacientes ndo
desenvolveram DECHa. As amostras foram concentradas 16x com colunas de 3k amicon
(Millipore), digeridas em solucdo e analisadas por cromatografia multidimensional (MudPIT)
no sistema de espectrometria de massas 2D-NanoESI-MS®(MudPIT) utilizando o
espectrometro de massas Synapt HDMS (Waters). As proteinas foram identificadas e
quantificadas utilizando o software Proteinlynks global Server (Waters) com a ferramenta
Expression E. As proteinas encontradas como diferencialmente expressas nos pacientes com
DECHa foram validadas utilizando as técnicas de Western Blot no plasma, RTq-PCR tempo
real e imunohistoquimica em bidpsias de pele dos pacientes. Através de analises protedmicas
foram identificadas 161 proteinas, 90 dessas proteinas apresentaram-se diferencialmente
expressas nos pacientes com DECHa (65 com a expressdo aumentada e 25 com a expressao
diminuida). Baseado na anélise in silico utilizando o software MetaCore foi identificado que
as principais vias de sinalizagao alteradas nos pacientes com DECHa estdo relacionadas com
inflamacdo e coagulagdo sanguinea. A expressdao das proteinas Trombina e cininogénio I
foram confirmadas por Western Blot no plasma dos pacientes com DECHa. Dentre as
proteinas identificadas como superexpressas nos pacientes com DECHa, destacamos a
proteina NALP12 que est4 relacionada com a ativacido de caspases prd inflamatorias e faz
parte de um complexo multiproteico chamado inflamossoma. A superexpressdao de NALP12 e
a ativagdo do complexo inflamossoma mediado pela expressdao de IL-1B nos pacientes com
DECHa foi confirmada por western blot no plasma utilizando a anélise comparativa em Pool
e individualmente de pacientes com DECHa e sem DECHa. A expressdo desta proteina
também foi encontrada diferencialmente expressa nas bidpsias de pele dos pacientes com
DECHa. Os niveis de mRNA do gene NRLP12 também encontrou-se aumentado nos
pacientes com DECHa. Nossos resultados apontam a proteina NALP12 como uma molécula
importante no desenvolvimento da doenca, sendo revelada como um possivel biomarcador
circulante de DECHa.
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ABSTRACT

Dissertacao de Mestrado

Plasma proteomic study of patients with acute graft-versus-host disease: identification of
biomarkers

The acute graft-versus-host disease (aGVHD) is a serious complication of allogeneic
hematopoietic stem cells transplantation (HSCTs) and a major cause of morbidity and
mortality among patients undergoing this therapy. Recently, proteomic strategies have been
applied in order to identify molecules that might participate in the biological processes that
lead to aGVHD. These techniques allow the identification and absolute quantification of
proteins and peptides differentially expressed in the plasma of patients who developed
aGVHD and therefore they are an useful tool for the early diagnosis. Moreover they
constitute an alternative to the invasive biopsies procedures of the affected organs. This
study, the objective is to identify plasma proteins that could be potencial candidates as
biomarkers of aGVHD. In this study, pool samples of plasma from 31 patients (20 with
aGVHD/11 without aGVHD) colleted after 45 days post transplantation were concentrated,
digested in solution and analyzed by multidimensional chromatography and mass
spectrometry (2D NanoESI MS¥) using Synapt HDMS mass spectrometer (Waters) system.
In silico analysis of the differentially expressed proteins was performed using MetaCore™
software. The proteins found differentially expressed in patients with GVHD were validated
through western blotting (plasma samples), RT-qPCR (peripheric blood samples) and
immunohistochemistry (skin biopsies). The proteomic analysis resulted in the identification
of 161 proteins. Of these, 90 proteins were differentially expressed in patients with aGVHD
(65 increased and 25 decreased). In silico analysis showed that these proteins participate in
important signaling pathways associated with blood clotting and inflammation. For instance,
thrombin and kininogen I, both crucially involved in blood clotting, were found incresead in
aGVHD patients which was confirmed by western blotting. Among the other overexpressed
proteins in aGVHD patients, we highlight NALP12 protein. This protein is involved in the
activation of pro-inflammatory caspases and belongs to a multiprotein complex called
inflammasome whose main function is to convert the procytokine IL-1p in its active form.
Overexpression of NALP12 and activation of the inflammasome complex mediated by IL-
1B in patients with aGVHD was confirmed by western blotting using plasma pool samples
and comparative analysis of individual patients. Immunohistochemistry showed that
NALPI12 was also overexpressed in skin biopsies of patients with aGVHD. The mRNA
levels of NRLP12 were also found increased in the peripheric blood of these patients. Our
results suggest that NALP12 protein is an important molecule in the development of
aGVHD and could possibly be a circulating biomarker of the disease.
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Introducao

1) O transplante de células tronco hematopoiéticas

Durante a ultima metade do século XX o transplante de células tronco
hematopoiéticas (TCTH) tornou-se uma modalidade terapéutica bem estabelecida, utilizada
para tratar milhares de individuos anualmente (APPELBAUM, 2003). O TCTH consiste na
infusdo intravenosa de células progenitoras hematopoiéticas a fim de restabelecer a
hematopoiese em pacientes com algum defeito ou dano na medula 6ssea (ARMITAGE,
1994).

O TCTH pode ser classificado como autdlogo, alogeneico e singeneico. No
transplante aut6logo, as células-tronco hematopoéticas (CTHs) sdo removidas do proprio
paciente, criopreservadas e reinfundidas posteriormente. O transplante alogeneico ocorre
quando as CTHs infundidas sdo originadas de um doador, podendo ser parente ou ndo. E, por
fim, o transplante singeneico ocorre quando as CTHs sdo originadas de um irmio gémeo
geneticamente idéntico (APPELBAUM, 2003).

Antes de se submeterem ao TCTH, os pacientes sdo submetidos ao regime de
condicionamento, que consiste em doses de quimioterapia, geralmente acompanhadas de
radioterapia. Este procedimento nada mais € do que uma imunossupressdo do hospedeiro a
fim evitar a rejeicdo ao enxerto e no caso de doencas malignas, para reduzir o nimero de
células malignas. A intensidade do regime de condicionamento varia de acordo com o tipo de
doenca e a condicao clinica do paciente. No caso de doengas malignas linfohematopoéticas, é
utilizado o regime de condicionamento mieloablativo, onde o sistema imune do paciente é
completamente destruido. Para pacientes portadores desse tipo de doenga, a fun¢do primordial
do TCTH ¢ reparar um dano irreversivel causado pelo tratamento mieloablativo (STOREK et
al, 2008). O TCTH também pode ser considerado, ndo-mieloablativo quando o sistema imune

do paciente ndo sofre total deplecao.
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O regime de condicionamento é seguido pela infusdo das CTHs intravenosamente.
Estas células migram para o microambiente medular, fendbmeno conhecido como “homing” e,
a partir desse momento comecga a reconstituicdo hematolégica e imunolégica do paciente.
Clinicamente, a “pega medular” € considerada apos 3 dias consecutivos de contagem de
neutréfilos, o que ocorre por volta do dia D+21 (Figural). Do periodo compreendido entre o
dia do TCTH (DO0) e o inicio da recuperacao hematoldgica (D+21), o paciente encontra-se em

aplasia medular, ou seja, imunossuprimido e susceptivel a infec¢des virais, flingicas e

bacterianas;

Infusdaodas CTH

-8 1 21 Dias

0
I
I
1
[

I
I
I
lﬂ—"

Condicionamento

Figura 1 — Esquema de evolucao do TCTH. D-8 ao DO: Periodo que o paciente é submetido
ao regime de condicionamento. D+1 ao D+21: Periodo em que o paciente encontra-se
imunossuprimido, este periodo é de aproximadamente 21 dias. D+21 em diante: Periodo
aproximado em que a reconstituicdo hematopoiética € detectada clinicamente. Adaptado de
DU ROCHER, 2012.

O TCTH alogeneico representa uma importante terapia utilizada para vérias doencas
malignas e ndo malignas do sistema linfohematopoiético. O efeito enxerto versus leucemia ou
enxerto versus tumor durante este procedimento pode erradicar efetivamente a doenga e o
desenvolvimento de novas estratégias como infusdo de linfécitos do doador (DLI), TCTH
nao-mieloablativo e transplante de sangue de corddo umbilical tem ajudado a expandir as
indicacdes para o TCTH alogeneico, especialmente em pacientes idosos (WELNIAK et al,

2007). Entretanto, uma das maiores complicagdes e limitagdes deste tipo de transplante € a

doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH) (FERRARA & REDDY, 2006).
2



2) A Doenca Enxerto Contra o Hospedeiro

A DECH ¢ caracterizada, basicamente, por fatores imunoldgicos e consiste no
reconhecimento de estruturas antigénicas do receptor como “ndo semelhantes” pelos
linfécitos do doador, causando injuria tissular em vérios 6rgdos como pele, figado e trato
gastrointestinal. (BAKER et al, 1996; FERRARA & DEGG, 1991).

A primeira descricdo de DECH veio de experimentos documentados em roedores que
tiveram reconstituicdo hematopoiética ap6s irradiac@o letal da medula (BILLINGHAN et al,
1959). Animais que receberam enxertos de células-tronco singenéicas, ou seja, células
retiradas de animais isogénicos, recuperaram-se da toxicidade da radia¢do (doenca priméria) e
aparentavam normalidade. Animais que receberam os enxertos de células-tronco de
descendéncia diferente, ou seja, com diferentes MHC (Complexo maior de
histocompatibilidade), recuperaram-se da doenca priméria, porém desenvolveram uma doenca
secundaria, que hoje é conhecida como DECH. Estes animais desenvolveram eritema,
diarréia, doenga hepatica, e todos esses sintomas levavam a uma destruicdo severa que
resultava em morte (BARNES et al, 1956).

Billingham postulou as condi¢cdes necessarias para a indu¢do da DECH
(BILLINGHAN,1966). Primeiro, o enxerto deve conter células imunologicamente
competentes. Segundo, o hospedeiro tem que parecer estranho para o enxerto e deve ser capaz
de estimular as células do doador. E, finalmente, o sistema imune do hospedeiro deve ser
incapaz de gerar resposta imune (evitando assim a rejei¢do do enxerto), por um tempo
suficiente para que o enxerto seja sensibilizado e o ataque imunoldgico ao hospedeiro seja
aumentado. Diferengas antigénicas estimulam os linfécitos do doador a atacar primeiramente
as células epiteliais e membranas mucosas na pele, trato gastro-intestinal e ductos biliares.

Essas diferencas antigénicas entre as células do doador e do receptor se da por um

conjunto de proteinas que contribuem para a determinacdo da individualidade, que sdo



expressas em co-dominancia e sdo codificadas por um complexo génico altamente
polimérfico denominado complexo maior de histocompatibilidade (MHC).

O MHC compreende cerca de 3Mb localizadas no braco curto do cromossomo 6. Esta
regido contém cerca de 200 genes (BECK & TROWSDALE, 1999;SHIINA et al., 1999), dos
quais muitos estdo envolvidos com resposta imune e alguns exibem um extensivo
polimorfismo genético. Em humanos, o MHC é chamado de antigeno leucocitario humano
(HLA). Os genes que codificam moléculas HLA classe I (A, B e C) e classe II (DR, DQ e
DP) sdo os loci com maior polimorfismo humano, onde cada locus (por exemplo o HLA-B ou
DRB1) tem mais de 300 alelos (MARSH, 2000). Os HLAs de classe I estdo envolvidos na
apresentacdo de peptideos para as células T CD8+ e as moléculas de classe Il apresentam
antigenos para as células T CD4-.

Na DECH, o ataque aos tecidos do receptor do enxerto de células-tronco é mediada
pelas células T aloreativas (DENNERT et al, 1985; HANSEN et al, 1997). Moléculas de HLA
tem um efeito maior no transplante, devido ao papel fundamental que desenvolvem na
ativacao das células T e na aloresposta. Uma quantidade significativa das células T circulantes
sdo aloreativas, isto €, elas reconhecem HLAs estranhos, ou “nonself’. As diferencas
estruturais codificadas pelas sequéncias de polimorfismos no HLA classe I e II induzem a
ativacao das células T e as reagdes imunologicas mediadas pelas células T aloreativas e pelos
anticorpos anti-HLA produzidos pelas células B.

Mesmo com HLAs idénticos entre pacientes e doadores, um grande nidmero de
pacientes ainda desenvolvem DECH. Isto esta relacionado a diferencas nos antigenos de
histocompatibilidade menor. A existéncia de sistemas de antigenos segregados ndo-HLA tem
sido mostrada em diversos modelos animais. Entretanto, estes antigenos ndo foram
precisamente definidos em humanos (GOULMY et al., 1996). A maioria dos antigenos
menores € expressa na superficie celular como peptideos degradados ligados a moléculas de

HLA especificas. Por isso, a selecdo de um doador sem familiares € limitada. O paciente tem
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cerca de 20 a 30% de chances de encontrar um doador compativel entre sua familia. Quando
ndo existem doadores compativeis dentro da prdpria familia, existe a possibilidade de se
recorrer a um banco de doadores voluntdrios ou banco de sangue de corddo umbilical
(VOGELSANG et al., 2003). Porém, transplantes alogeneicos ndo aparentados aumentam
ainda mais a chance do paciente desenvolver a DECH.

Outros fatores relevantes tem sido identificados como fatores de predisposi¢do dos
pacientes a desenvolverem DECH como a idade do receptor e do doador, diferencas de sexo
(doadora feminina e paciente masculino, por exemplo), fonte e dose das células tronco
hematopoéticas, a intensidade do regime de condicionamento, e a profilaxia utilizada para
DECH (MARTIN et al 2003).

Estabelecido o conceito de DECH, sabe-se que a doencga pode se manifestar da forma
aguda ou cronica (VOGELSANG et al, 2003). A DECH aguda ocorre nas primeiras semanas
apés o transplante, sendo mais freqiiente e severa quando os HLAs ndo sdo idénticos ou no
transplante ndo-relacionado. A DECH cronica € uma doenca ainda pouco conhecida.
Antigamente o paciente que apresentasse a doenca de 100 dias pds-transplante ou que fosse
uma DECH aguda continuada até depois do dia 100 pds-transplante era classificado como
DECH croénica. Hoje em dia sabemos que a DECH aguda pode se manifestar até trés meses
apés o transplante, assim como os sintomas da DECH cronica podem se desenvolver
juntamente com a aguda, e ocorrerem concomitantemente em um fendmeno conhecido como

sindrome “overlap” (FILIPOVICH et al., 2005).

3) A Doenca enxerto contra o hospedeiro aguda e sua patofisiologia

A DECH aguda (DECHa) é uma reacdo imunolégica onde as células T do doador
ativadas causam dano as células epiteliais do hospedeiro. Cerca de 35% a 50% dos pacientes

submetidos ao TCTH desenvolvem algum grau de DECHa. (JACOBSOHN &



VOGELSANG, 2007). Os trés principais 6rgaos de acometimento da DECHa sdo pele, figado
e trato gastrointestinal e um ou mais 6rgdos podem estar envolvidos na doenga.

A patofisiologia da DECHa pode ser dividida em um modelo de 3 fases: Fase I —
Ativacdo das APCs (células apresentadoras de antigenos) pelo regime de condicionamento,
Fase II — ativacgdo, proliferacdo, diferenciacdao e migracdo das células T do doador e Fase III-
Fase efetora com destruicio dos tecidos-alvo da doenca (FERRARA er al, 2009). As
primeiras duas fases constituem a fase aferente da DECHa e fase III € a fase eferente. Este
modelo de trés fases estd exemplificado na figura 2.

3.1) Fase I: ativacao das APCs pelo regime de condicionamento

Podemos dizer que o primeiro passo da DECHa ocorre durante o regime de
condicionamento, uma fase que ocorre antes das células do doador serem infundidas no
paciente. A terapia de condicionamento, que inclui quimioterapia e/ou radioterapia, é muito
toxica para os tecidos e leva ao dano e ativacdo (inflamacdo) dos tecidos dos pacientes,
incluindo mucosa intestinal, figado e outros tecidos. Os tecidos injuriados respondem com a
producdo de fatores, como quimiocinas, citocinas € moléculas de adesdo, que sinalizam ao
sistema imune que a injuria ocorreu, resultando em uma resposta inflamatoria (FERRARA,
1993). Assim, quando as células do doador sdo infundidas no paciente cujos tecidos ja foram
danificados por diversos fatores (tais como a doenca de base do paciente e seu tratamento
prévio, infeccdoes, e o regime de condicionamento constituido de altas doses de
quimioterapicos administrados antes do TCTH), citocinas inflamatorias ja secretadas pelas
células ativadas do paciente, sendo as mais comuns TNF-a e IL-1 (XUN et al, 1994). A
presenca de citocinas inflamatorias nesta fase aumenta a expressdo de moléculas de adesdo,
quimiocinas, moléculas co-estimulatérias e moléculas de HLA (CHANG & LEE, 1986;
POBER er al., 1996). Estas moléculas levam a ativacdo das células dendriticas e
reconhecimento do HLA do hospedeiro pelas células T maduras do doador (MATZINGER,

2002). O TNF-a ainda contribui na injdria intestinal, afetando a integridade da mucosa
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intestinal diretamente. Isto resulta na liberacao de LPS, um componente da parede celular de
bactérias gram-negativas, que pode escapar através da mucosa danificada, e que sinaliza aos
linfécitos e macréfagos presentes no intestino a produzir mais TNF-a e IL-1. A liberacdo de
LPS e ativacdo dos linfocitos e macréfagos resultam na amplificacdo da injuria tecidual local

e promovem a resposta inflamatoria.

Fase 1
Regime de

T Efeitos do
l:ondll:lonamery condicionamento

/ Fase 3

Fase efetora celular e
inflamatoria

| Macrofagos do
ador/receptor

e

Tecidos alvos da
DECH

Figura 2: O modelo de trés fases da DECHa. Durante a fase 1, o regime de
condicionamento (irradiagdo e/ou quimioterapia) leva a dano e ativacdo dos tecidos do
hospedeiro e a inducdo da secre¢do de citocinas inflamatérias (TNF-a e IL-1). Aumento da
expressao de antigenos HLA e moléculas de adesdo levam ao aumento do reconhecimento do
HLA do hospedeiro pelas células T maduras do doador. Durante a fase 2, células T do doador
proliferam e secretam IL-2 e IFN-y. Estas citocinas induzem ainda mais a expansdo das
células T, induzem as resposta dos linfocitos T citotoxicos (CTL) e das células natural killer
(NK), e mais importante, induzem os macrofagos a produzir TNF-a e IL-1. Ainda, 6xido
nitrico (NO) é produzido por esses macroéfagos ativados, o que contribui para a injuria tissular
durante a fase 3. Lipopolissacarideo (LPS), que é liberado pela mucosa intestinal que foi
danificada na fase 1, juntamente com o IFN-vy, da fase 2, estimulam ainda mais os macréfagos
a secretar citocinas ¢ NO. Durante a fase 3, CTLs e NKs induzem a destruicdo dos tecidos
alvos através da citotoxidade mediada por células. Adaptado de JAKSCH et al., 2005.
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3.2) Fase II: Ativacao, proliferacao, diferenciacao e migracao das células T do doador.
Apresentacao dos antigenos do paciente as células T do doador, ativagdo das_células
T do doador e proliferacao e diferenciacdo destas células T ativadas s@o os passos cruciais na
segunda fase da DECHa. Apds a infusdo do enxerto, as células T contidas no enxerto
reconhecem antigenos estranhos do hospedeiro apresentados pelas APCs. Quanto maior a
disparidade entre os HLAs do doador e do paciente, maior sera a resposta das células T.

A ligacdo do receptor de células T com o peptideo apresentado pela molécula de HLA
contida na superficie das APCs determinam a sinalizagdo inicial para a estimulagdo das
células T. Entretanto, um segundo sinal co-estimulatério é necessario para a estimulacdo
completa das células T. O resultado do primeiro sinal é regulado pelo segundo sinal. Trés
resultados podem ocorrer: ativagdo completa, ativagdo parcial ou anergia. Um crescente
numero de vias co-estimulatorias da célula T tem sido identificadas (DENTON et al., 1999;
SALAMA et al., 2001), porém as vias mais importantes parecem ser mediadas pelas
interacdes entre CD28 com B7 e CD40 com seu ligante CD154. A ativagao e proliferacao das
células T € seguida pela secrecdo de citocinas e quimiocinas (HO & GLIMCHER, 2002). A
ativacdo envolve mudltiplas vias, que acabam por ativar a transcri¢do dos genes para citocinas,
como IL-2, [FN-y e seus receptores (TSENG & DUSTIN, 2002).

Uma vez que as células T do doador estejam ativadas e proliferando, elas sdo direta ou
indiretamente responsaveis pelo dano tecidual observada na DECHa. Assim, tem inicio a fase
trés da DECHa.

3.3) Fase III: Fase efetora da doenca com destruicao dos tecidos-alvo

As células T citotoxicas sdo os principais efetores celulares da DECHa. Trés vias
citoliticas sdo importantes na fungao efetora das células T e de outras células citoliticas: a via

perforina/granzima B, a Fas/Fas ligante (FasL) e a injiria mediada diretamente pelas



citocinas. Estudos com camundongos nocaute demonstraram um papel central de cada uma
destas vias no estagio efetor da DECHa (GRAUBERT et al., 1997; HATTORI et al., 1998).

O receptor de Fas é um membro da familia de receptores de TNF. E expresso em varios
tecidos, incluindo nos orgios-alvo da DECHa, e os niveis de expressdo desta molécula
aumentam na presenca de citocinas pro-inflamatdrias durante o processo inflamatdrio
(JAKSCH et al., 2005; WATANABANE et al., 1992). O seu ligante, FasL também pertence a
familia de TNF e € expresso predominantemente em células T ativadas, macrofagos e
neutréfilo.

Ja a perforina € expressa principalmente pelas CTL e células NK, e é estocada em
granulos citotdxicos juntamente com as granzimas e outras proteinas. Na presenca de calcio, a
perforina polimeriza e forma canais na membrana da célula-alvo, o que permite que a
granzima entre nesta célula. Uma vez dentro da célula, a granzima ativa uma cascata de
caspases, que levam a célula a apoptose (JAKSCH et al., 2005).

Por outro lado, células T deficientes tanto para perforina quanto para FasL podem
induzir a DECHa (SHLOMCHIK, 2007). Isto sugere que outros mediadores atuam
promovendo a apoptose celular, tais como TNF e outras citocinas. O TNF-a € uma citocina
inflamatéria que ativa as células dendriticas e aumenta a apresentacdo de antigenos. Pela
indugdo de quimiocinas inflamatoérias, ela recruta células T efetoras, neutréfilos € mondcitos
para os o6rgaos-alvo. TNF-a causa, ainda, dano tissular diretamente pela inducdo de necrose
das células-alvo, e ainda pode induzir destrui¢do tecidual através de apoptose (WALL et al.,
1994). IL-1 é uma outra citocina inflamatoria, secretada pelas células alorreativas, que tem a
sua expressdo aumentada em pacientes com DECHa (JAKSCH et al, 2005). O seu
mecanismo de a¢do ainda € desconhecido, porém estudos utilizando antagonistas de IL-1 em
modelos de camundongos mostraram que houve uma diminuicao da doenca (JAKSCH ef al.,

2005; HANNUM et al., 1990).



Assim, podemos dizer que na fase III, efetora da DECHa, ocorre uma complexa cascata
de mediadores celulares. Estes mediadores sinergizam para amplificar a lesdo tecidual local e
danificar tecidos alvo. O dano no tecido leva a um aumento de sinais inflamatérios, com a
liberacao de mais citocinas, em um fendmeno conhecido como “tempestade de citocinas”,
perpetuando e aumentando assim o processo da doenga entre as fases II e III.
1) Caracteristicas clinicas da DECHa
Clinicamente, as manifestacoes da DECHa sdo, basicamente, dermatite, enterite e
hepatite e a graduagdo clinica da doenca € obtida de acordo com o grau de comprometimento
da pele, volume de diarréia e niveis de bilirrubina encontradas no sangue (JACOBSOHN &
VOGELSANG, 2007).
O estadiamento dos seus 6rgdos alvo determina, em geral, a severidade da doenca. Os
graus sdo classificados como I (brando), II (moderado), III (severo) e IV (muito severo). Um
pior progndstico estd associado com os graus III e IV, onde os pacientes apresentam

respectivamente 25% e 5% de sobrevida global (JACOBSOHN & VOGELSANG, 2007).

Tabela I - Consenso de graduaciao e extensio dos érgaos envolvidos na DECHa

INDEX Pele Figado TGI
Estagio Extensio do rash Estazio  Bailwrubina (mmolL)  Estazo Dharreta (ml/d}
1 = 25% 0 34 g = 500
2 25% - 50% i-2 34 -102 1-2 550 - 1500
C 3 - 50% 3 103 - 255 3 1500
5 4 s 4 A 4 Dor abdomumal severa

& paralizagio do ileo.

2 — adaptado do IBMTE. 1997

Fonte: JACOBSOHN & VOGELSANG, 2007

Dentre os trés 6rgdos de acometimento da DECHa, a pele € um alvo inicial da doenga
e geralmente o 6rgdo mais comprometido (MARTIN et al., 1990), comecando com rash pela
palma das maos, planta dos pés, orelhas e mucosa oral. Geralmente os achados na pele,

precedem aos achados no figado e no trato gastrointestinal (HAKAN et al,2001).
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Inicialmente, lesdes eritomatosas sdo vistas (figura 3-A/B). Em casos mais severos,
as manchas se juntam num eritema confluente e pode haver comprometimento da

subepiderme, levando a formagao de bolhas (figura 3- C) (VOGELSANG et al., 2003).

icientes
Lesoes

[CTHs,

diferencial requer correlacdes clinico-patoldgicas (MARTIN, 1998). O critério para
diagnostico histolégico da DECHa de pele foi estabelecido em 1974 e tem sido utilizado até
hoje (LERNER et al, 1974). Basicamente, é caracterizada por varios graus de dano a
epiderme: Grau I — vacuolizagdo dos queratindcitos basais; Grau II — vacuolizagdo dos
queratinocitos basais e presenca de queratindcitos disceratoticos na epiderme; Grau III —
fendas focais da camada basal, Grau IV — epiderme totalmente separada da derme.

Outras caracteristicas histolégicas também foram achadas para DECHa na pele como:
deplecdo das células de Langherans, exocitose de linfécitos, degeneracdo vacuolar dos
queratindcitos, edema intercelular, infiltracdo de linf6citos perivasculares na derme e necrose
das células basais. (FERRARA & DEEG, 1991; GOKER et al, 2001). Ao analisar
histologicamente a DECHa na pele, € importante saber que o nimero de linfécitos na

epiderme e a quantidade de queratindcitos apoptdticos ndao é utilizado como preditor da
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severidade clinica da doenca, a extensdo do rash € mais importante e € utilizada como valor
preditivo em todos os graus de DECHa (ZHOU et al, 2000).

A interpretacdo dos resultados da biopsia de pele, principalmente na fase inicial apos o
TCTH, pode ser dificil devido aos achados histolégicos similares encontrados com o uso de
altas doses de radioterapia e quimioterapia do regime de condicionamento ou tratamento com
outras drogas. Entretanto, o valor da bidpsia de pele € o principal meio de suporte e
confirmacdo ao diagndstico clinico de DECHa ou exclusio de outras doencas

(HAUSERMANN, 2008).

A DECHa de figado geralmente inclui o desenvolvimento de ictericia ou um aumento
de fosfatase alcalina e bilirrubina no sangue. Também pode ser observado hepatomegalia. No
entanto, € frequentemente dificil de distinguir de outras causas de disfunsdo hepatica apds o
TCTH alogeneico, como a toxicidade de drogas, doenca venoclusiva, infecgdes oportunistas
(bacterianas, virais e fliingicas), entre outras complicacdes. Assim, muitas vezes € necessario a
realizacdo de bidpsias para confirmar o diagndéstico clinico de DECHa de figado (GOKER et
al, 2001). As caracteristicas histologicas encontradas sdo: infiltragdo linfocitica nas areas
portal, pericolangite e destruicao das vias biliares.

A manifestagdo da DECHa no trato gastrointestinal pode se apresentar com nauseas,
vOmitos, anorexia, diarreia e dor abdominal. E um processo intestinal com lesdes focais de
intensidade variavel. A diarréia pode ser acompanhada com sangramento significativo em
resultado da ulceragdo da mucosa, o que gera um pior progndstico. Na doenca avangada
ocorre intensa dor abdominal acompanhada de um grande volume de diarreia. As
caracteristicas histolégicas encontradas sdo ulceragdes desiguais, corpos apoptoticos na base
das criptas, abcessos da cripta e perda de achatamento da superficie do -epitélio
(HAUSERMANN, 2008).

O diagnoéstico de DECHa € inteiramente baseado em critérios clinicos que podem ser

confirmados por bidpsia dos seus trés 6rgdos alvo. Dados laboratoriais ou de imagem também
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sdo testes uteis na abordagem de diagndstico para DECHa. No entanto, uma ferramenta de
diagndstico precoce e preciso que possa prever com seguranca a doenga antes do seu inicio,
estabelecer um diagnéstico em tempo real e que ajude a distinguir de outras condicdes que
apresentam sintomas semelhantes a DECHa ainda ndo existe. Por isso, diversos grupos tem
buscado potenciais biomarcadores para auxiliar no diagndstico desta doenga.

2) A importancia da descoberta de biomarcadores de DECHa

Biomarcador, ou marcador biolégico, ¢ em geral uma substincia que pode ser
utilizada como um indicador de um estado bioldgico normal, patogénico ou de respostas
farmacoldgicas a uma intervencdo terapéutica. A heterogeneidade tanto da populacdo de
pacientes quanto dos diversos estagios patologicos podem ser mais bem explicados por essas
moléculas, uma vez que elas por si s6 podem indicar um risco de manifestacio de
determinada doenca (LIOTTA ef al., 2003).

O uso de biomarcadores em DECHa, pode ser a base para gerar um diagnostico
precoce e acurado, ja que uma grande barreira para o tratamento dessa doenca é que o seu
diagnostico e progndstico dependem quase inteiramente da presenca de sintomas clinicos e
confirmacdo por bidpsias dos 6rgdos envolvidos. Um biomarcador ideal de diagnostico da
DECHa tem que ser principalmente capaz de distinguir pacientes com a doenca de pacientes
sem a doenca, sendo possivel diferenciar de outras reagdes adversas comuns pé6s TCTH como
infeccOes e reagdo a drogas. Ainda, o biomarcador deve (1) refletir especificamente e
sensivelmente o estado da doenca; (2) ndo ser invasivo; (3) e ser obtido de forma rapida,
simples e padronizada.

Ha quase 1 década, a necessidade de buscar um biomarcador para DECHa chamou a
atencdo dos pesquisadores que comecaram a procurar alteracdes de moléculas em uma
abordagem denonimada hipétese-dirigida, ou seja, os candidatos a biomarcadores eram

escolhidos e testados por causa de seu papel ja postulado na patofisiologia da DECHa em
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animais e assim estes poderiam servir como alvos a serem possiveis biomarcadores dessa
doenca em humanos (CHEN & CUTLER, 2012).

Neste tipo de abordagem foram utilizadas as mais diversas metodologias, em
diversas fontes fisiologicas como plasma, soro e pele e foram utilizados principalmente a
quantificacdo de moléculas inflamatorias como citocinas € quimiocinas. Um desses estudos
foi descrito por Remberger e colaboradores que mostraram que os niveis de citocinas no soro
de pacientes com DECHa ndo podem ser correlacionadas com o quimerismo com o doador,
uma vez que estas citocinas encontram-se aumentadas ja no pré transplante, tanto no grupo
com quimerismo total quanto no grupo com quimerismo misto (REMBERGER et al., 2003).
Jaksch e colaboradores, em 2005, observaram um aumento na expressdo dos genes dos
receptores de quimiocinas CCR1, CCR2, CCRS5 e CXCR3, e este aumento estava relacionado
com o desenvolvimento da DECHa (JAKSCH et al.,2005). Fujji e colaboradores observaram
o aumento de IL-5, IL-6 e IL-10 no soro de pacientes com DECHa (FUJJI et al., 2006). Piper
e colaboradores, em um estudo um pouco maior que os anteriores, verificaram que existe um
papel importante de CXCL10 e CXCR3 na patogenia da DECHa, uma vez que o ligante foi
encontrado em altas concentragdes no plasma e o receptor teve um aumento de expressdo em
células mononucleares (PIPER et al., 2007). Neste mesmo trabalho, eles mostraram que essa
interacao esti diretamente relacionada com o recrutamento de células T regulatorias para o
sitio da doenca.

Algumas desvantagens foram observadas na maioria desses estudos como a
utilizagdo de amostras de pacientes de um tnico centro de estudo, o que limita 0o pequeno
nimero de amostras e a falta de validacio em uma grande coorte. Ainda, por focarem
principalmente em moléculas inflamatdrias, essas moléculas muitas vezes eram encontradas
elevadas nos pacientes mas ndo por serem especificas da DECHa e sim por estarem
participando de um contexto de inflamacdo generalizada, o que acompanha outras

complicacdes pds transplante.
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Assim, outras abordagens a procura de biomarcadores mais apurados se fizeram
necessario. Mais recentemente, a abordagem protedmica vem se destacando pois permite
analisar o perfil protéico total da amostra utilizada, podendo assim gerar varias moléculas
candidatas a biomarcador, sem ter ido a procura de uma molécula especifica. Além disso,
permite uma analise mais eficiente de um nimero maior de amostras de forma imparcial,
permitindo a identificacio de potenciais biomarcadores que ndo estdo previamente envolvidos
com a patofisiologia da doenca, mas que estdo sendo liberados precocemente pelo dano
tecidual ao 6rgdos alvo da doenca. Um painel analitico de todas as proteinas e peptideos
presentes ou alterados apds o TCTHs pode gerar conhecimentos significantes sobre o
desenvolvimento da DECHa.

Com base nisso, tecnologias como espectrometria de massas (MS) com base em
protedmica tem permitido estudos em larga escala da expressdo proteica em diferentes tecidos
e fluidos corporais, em condi¢cdes e/ou momentos distintos. O recente progresso de
metodologias nessa area tem aberto novas oportunidades para obtencdo de informagdes
relevantes sobre processos normais € anormais que ocorrem no organismo humano (AH GOO
& GOODLET, 2010). O proteoma ndo € apenas a soma dos produtos traduzidos a partir das
sequéncias genOmicas, mas inclui também proteinas resultantes de processos pOs-
transcricionais e poés-traducionais, bem como complexos formados por essas biomoléculas
(AEBERSOLD & MANN, 2010). Além de sua grande complexidade, o proteoma é dindmico
e seu perfil se altera de acordo com o status fisiolégico e as fases da diferenciacdo celular.
Tornando-se assim, uma ferramenta essencial para o estudo da biologia clinica e para entender
melhor as doencas humanas.

Diversos grupos tem buscado potenciais biomarcadores de DECHa utilizando
ferramentas protedmicas (KAISER er al, 2004; SRINIVASAN et al, 2006; WEISSINGER et
al, 2007; HORI et al, 2008; MCGUIRK et al, 2009; PACZESNY et al, 2010). Em relacdo a

fonte fisiolégica utilizada, o plasma tem sido amplamente estudado por poder ser obtido de
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uma maneira menos invasiva do que as bidpsias dos o6rgdos afetados, além de conter
moléculas circulantes sist€émicas e secretadas, que poderdo estar alteradas na doenca.

Uma vez que a DECHa € uma das maiores causas de morbidade e mortalidade nos
pacientes submetidos ao transplante de medula 6ssea, fica evidente a importancia do estudo
desta doenca por uma unidade de transplante. Portanto, a identificacdo e quantificacdo
absoluta de proteinas e peptideos diferencialmente expressos no plasma de pacientes que
desenvolveram DECHa € de extrema importancia por representar uma nova estratégia de
identificacao de biomarcadores auxiliando ndo sé ao diagndstico precoce e preciso quanto a

melhor compreensdo da biologia da doenca em humanos.
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Objetivos

1) Objetivo geral

Identificar potenciais biomarcadores de DECHa no plasma de pacientes submetidos
ao TCTH alogeneico no Centro de Transplante de Medula Ossea (CEMO — INCA).
2) Objetivos especificos

2.1)  Comparar o perfil de expressao protéica do plasma de pacientes com DECHa e

sem DECHa.

2.2)  Validar a expressado das proteinas candidatas a biomarcadores.
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Metodologia

1) Pacientes e amostras

Foram incluidos neste estudo, pacientes submetidos ao TCTH alogeneico no Centro
de Estudos de Medula Ossea (CEMO) do Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes
da Silva — INCA no periodo de dezembro de 2005 até margo 2012. Todos os pacientes foram
informados sobre o estudo e aceitaram participar, assinando o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido para a coleta de sangue periférico (Anexo I) e biopsias de pele (Anexo II) Este
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP-INCA) da Instituicio (Anexo
III).

Neste trabalho foram analisados 31 pacientes com idade entre 06 e 48 anos de idade
(20 homens e 11 mulheres). Esses pacientes foram submetidos ao transplante alogeneico de
MO, SPM e SCUP, para tratamento da doenca de base Leucemia Mieldide Aguda (LMA).
Eles sofreram regimes de condicionamento mieloablativo. Foram coletadas amostras de
sangue periférico nos dias D-8, DO (pré-transplante), D+14, D+28, D+45 (pds-transplante). As
amostras de sangue periférico foram processadas para obtencdo de plasma, RNA e DNA.

Para a obtencdo dos dados clinicos foi realizado o estudo dos prontuérios médicos de
cada paciente, onde pudemos obter todas as varidveis clinicas bioldgicas necessarias para este
estudo. As informagdes coletadas foram a doenca de base, o tipo de transplante, idade, sexo,
fonte de células utilizada para o transplante, HLA do paciente e doador, regime de
condicionamento, regime de profilaxia da DECHa, dia de acometimento da DECHa, 6rgao
acometido pela DECHa, estadiamento da DECHa, dia do 6bito e causa do 6bito. Os dados

obtidos podem ser visualizados na tabela abaixo (Tabela II).
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Tabela I1: Dados clinicos dos pacientes envolvidos no estudo

Pacientes Sexo Idade Data TCTH  Fonte de células Ti
M 45 23/12/2005 MO
2 F 35 29/06/2006 MO
3 M 38 18/10/2006 MO
4 F 31 23/01/2008 Sp
5 M 36 24/01/2008 Ny
6 M 46 01/08/2008 SP
7 M 41 23/10/2008 MO
8 M 47 17/12/2008 MO
9 M 32 27/01/2009 MO
10 M 12 28/01/2009 MO

>
S
a
°

17 /1 19000 on

Legenda: Sexo (M-masculino; F-feminino); Fonte de células (MO- medula 6ssea; SP- Sangue periférico; SCUP — sangue de corddo umbilical e placentario);
Condicionamento (Cy-ciclofosfamida; Bu-bussulfano; TBI-do inglés total body irradiation — irradiagdo corpérea total; ATG- antitimoglobulina); Profilaxia da
DECHa (CSA-ciclosporina; MTX-metotrexato; MMF-micofenolato mofetil); Orgdo acometido (TGlI-trato gastrointestinal)
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2) Preparacio das amostras de plasma

O sangue periférico foi submetido a centrifugacdao por 5 minutos a 1400 g a 4°C e o
plasma foi transferido para um criotubo, tratado com Inibidor de protease (lul/mL) e
congelado a —70°C, para posterior analise. A quantificagdo do extrato protéico foi realizado
segundo o método de Bradford (BRADFORD, 1966). Para a verificagdo da qualidade dos
extratos protéicos, cada extrato foi submetido a eletroforese unidimensional em gel de

poliacrilamida (SDS-PAGE).

3) Analise protedomica
3.1) Etapa de concentracao e digestao de proteinas

As amostras de plasma ndo depletado foram concentradas 16 vezes em colunas de
ultrafiltracio Amicon de 3 kDa (Millipore, Billerica, MA, USA). Para isso, as colunas usadas
para concentracdo das amostras foram lavadas com agua purificada e posteriormente com
NH4HCO3 200 mM, pH 8,0. As colunas foram entdo centrifugadas a 4000 g, a 16°C, por 15
min e apds a centrifugacdo foi adicionado volume de amostra contendo 1 mg de proteina e
NH4HCO3 50 mM para um volume final de 2 mL. O material foi novamente centrifugado por
1 ha4000 g a 16°C, e ao final desta etapa, a coluna foi invertida e centrifugada a 1000 g, por
2 min a 16°C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e novamente quantificado
pelo método de Bradford.

Um total de 200 pg de proteinas da amostra concentrada foi desnaturado pela adicao de
uma solucdo de RapiGEST SF 0,1% (Waters, Milford, MA, USA) a 60°C por 15 min,
reduzido com ditiotreitol (DTT) 10 mM a 60°C por 30 min, alquilado com iodoacetamida 10
mM a temperatura ambiente protegido da luz e digerido enzimaticamente pela adicdo de
tripsina (Promega, Madison, WI, USA) na propor¢dao de 1:50 p/p (enzima:proteina). A
digestdo foi interrompida pela adicdo de acido trifluoroacético (TFA) 5% (Fluka, Buchs,

Germany) e ao produto da digestdo triptica foi adicionada a enzima 4lcool desidrogenase de
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levedura (ADH; P00330, Waters) na concentracdo final de 10 fmol/uL. como padrio interno

para quantifica¢ao absoluta (MBEUNKUI & GOSHE, 2011; PANIS et al., 2013).

3.2) Condicoes experimentais das andlises de espectrometria de massas utilizando o
sistema 2D Nano-ultra performance liquid chromatography (NanoUPLC) tandem
nanoESI-HDMS"

Os experimentos de espectrometria de massas foram realizados na Unidade
Protedmica do CEMO/INCA utilizando-se o sistema nanoUPLC tandem nanoESI HDMS"®
(Synapt HDMS, Waters).
Para a primeira dimensdo no sistema nanoACQUITY UPLC foi utilizada coluna de
troca catidnica (SCX, strong cation exchange, Waters) com dimensdes de 180 um x 100 mm
compactada com polysulfoethyl aspartamide 5 pm (PolyLC ™, Columbia,vMD, USA). Foram
analisadas triplicatas técnicas de 3 pg de proteina digerida para cada condi¢do experimental.
As amostras foram eluidas da coluna de troca catidnica em nove fracdes utilizando-se um
gradiente salino (plugs salinos de 2 pL. contendo formiato de amdnio (NH4FA) 50, 100, 150 e
200 mM com acetonitrila (ACN) 5%) seguido por gradiente de fase reversa (plugs organicos
de 2 pL contendo ACN 10%, 20% e 30 % com NH4FA 200 mM e 30% com NH4FA 350 mM)
e um flush. Cada plug era adicionado com tampao contendo NH4FA 5 mM, pH 3,2, em ACN
5% com fluxo de 3 pL/min por 3 min (Silva et al. 2005). Os peptideos eluidos foram
capturados em uma coluna de fase reversa (trap column, Symmetry C18 5 um, Waters) de
dimensdes 180 um X 20 mm. Apods a captura de todos os peptideos, a coluna foi posicionada
em linha com outra coluna analitica de fase reversa com dimensdes de 100 um X 100 mm
(C18 1,8 um, nanoACQUITY UPLC HSS T3, Waters). A segunda dimensao foi realizada com
um gradiente de fase reversa de ACN 5% a 40% (v/v) (0,1% v/v 4cido férmico) com um fluxo
de 600 nL/min durante 58 min.
Para todas as andlises foi utilizada a fonte de ionizacdo NanoLockSpray (Waters)

operada no modo de ion positivo nanoESI (+). O canal lock mass foi carregado com amostra a
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cada 30 s. O espectrometro de massas foi calibrado com solu¢do GFP (/GlulJ-Fibrinopeptide
B human solution, Sigma-Aldrich) com concentragdo de 100 fmol/mL fornecida também pela
fonte NanoLockSpray. O ion duplamente carregado ([M + 2H]2+ = 785,8426) foi usado para
a calibracao singlepoint (Lteff) inicial e os fragmentos MS/MS do GFP foram utilizados como
instrumento final de calibracdo. Os experimentos de scanning do tipo Multiplexed data-
independent (DIA) com especificidade e seletividade adicionais conferidas pelo uso da
tecnologia HDMSPF foram realizados no espectrometro de massas Synapt HDMS (Waters). As
anélises foram realizadas no modo switch entre MS de baixa energia de colisdo (3 eV) e
energias de colisdo elevadas (12-40 eV) aplicados a célula T-wave CID na presenca de gas
argonio. A transferéncia a partir da célula de colisdo T-wave foi ajustada para 1 eV, utilizando
o tempo de 1 s em ambas baixa e alta energias, o que forneceu um minimo de 10 pontos
acima dos 10% da capacidade de pico. Os espectros MS* obtidos com o analisador ao-TOF
(orthogonal acceleration time-of-flight) abrangeram os valores de m/z entre 40 e 2.000. No
entanto, o offset do analisador quadrupolo foi ajustado de forma que as informacgdes de
LC/MS de baixa energia fossem eficientemente obtidas para valores de m/z variando entre
400 a 2.000, o que permitiu que todas as massas menores que n/z 400 que foram observadas
nos espectros LC/MSE fossem oriundas apenas de dissociagdes ocorridas na célula de colisao
do segundo canal de contagem total de ions do espectrometro de massas. Deste modo, os
valores de baixa massa eram sabidamente produtos de fragmentacio CID e ndo de
fragmentacdo na fonte.
3.3) Identificacao e quantificacao de proteinas

A identificacdo das proteinas e os dados quantitativos foram gerados pelo uso de
algoritmos (Silva et al., 2005) e buscas em bancos de dados especificos para a espécie
humana. As bases de dados utilizadas foram randomizadas automaticamente durante as buscas
e adicionadas aos bancos de dados originais a fim de permitir a determina¢do da taxa de falso-

positivos das identificagdes (Geromanos et al., 2011). O processamento dos espectros de
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massa obtidos e as buscas nas bases de dados foram realizadas com o servidor
ProteinLynxGlobalServer v.2.5.2 (PLGS) e a ferramenta Expression E v.2.5.2 . O banco de
dados UniProtKB (release 2011_11) com anotacdes revisadas manualmente foi utilizado e as
condigdes de busca foram baseadas na taxonomia [Homo sapiens (human)], maximo
permitido de clivagens pela tripsina até 1, modificacOes varidveis por carbamidometil (C),
acetil N-terminal e oxidacdao (M). As proteinas identificadas com nivel de confianca de 95%
foram organizadas pelo algoritmo da ferramenta PLGS Expression E em uma lista contendo as
proteinas e as razdes de aumento ou reducdo de abundancia entre as condicdes analisadas
(Com DECHa e sem DECHa.). Foram selecionadas para as andlises in silico apenas as
proteinas diferencialmente expressas com nivel de confianca de 95%.
3.4) Analise in silico dos dados protedomicos
As andlises in silico para identificagdo dos processos bioldgicos e vias de sinalizacdo
impactados pelo conjunto de proteinas diferencialmente expressas foram realizadas
utilizando-se os softwares Ingenuity Pathway Analysis (IPAhttp:// www.ingenuity.com) e
GeneGO MetaCore (GeneGO Inc., Encinitas, CA). Foram consideradas significativamente
afetados os processos e/ou vias de sinalizacdo com p-valor<0,05 calculado pelo right-tailed
Fisher‘s Exact Test. Nestas andlises o p-valor indica a probabilidade da associacdo entre o
processo bioldgico e/ou vias de sinalizacdo e as proteinas ser aleatéria. Quanto maior a razao
entre o nimero de proteinas diferencialmente expressas e o nimero total de proteinas que
participam do processo bioldgico/via metabdlica, maior serd a significincia estatistica do
resultado e menor sera o p-valor.
4) Avaliacio da superexpressao de proteinas candidatas a biomarcadores por
Western blot
As amostras de plasma nao depletado foram previamente centrifugadas e o conteido
de proteinas totais determinados segundo método de Bradford (BRADFORD, 1976). Em

seguida, adicionou-se volume de amostras correspondente a 30 ug de proteinas para separacio
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por eletroforese em gel de acrilamida a 10% e transferido para uma membrana de
nitrocelulose. As membranas foram bloqueadas em 5% de leite desnatado e incubadas
overnight com os anticorpos primarios. Os anticorpos primarios utilizados foram. : anti-
NALP12 (rabbit IgG anti human- dilui¢ao 1:1000 - Abcam).; anti IL1p (mouse IgG1 anti
human - diluigao 1:500- eBioscience); anti- KNG I ( mouse IgG anti human - dilui¢ao 1:500
- Sigma - Aldrich); anti- trombina ( mouse IgG anti human - diluigdo 1:500 - Santa Cruz
Biotechnology)

Na seqiiéncia, as membranas foram lavadas em PBS-Tween 0.1% por 30 minutos e
incubadas com anticorpo secundario especificos para os anticorpos primarios ( donkey anti
rabbit IgG-HRP - dilui¢do 1:3000- Santa Cruz Biotechnology ; goat anti mouse IgG-HRP -
diluicao 1:300 - Santa Cruz Biotechnology) por 2 horas a temperatura ambiente. A deteccdo
das bandas dos respectivos anticorpos foi realizada através do kit ECL Plus (GE Healthcare,
United Kingdom). As imagens das bandas foram escaneadas (Labscan Software, GE

Healthcare) e quantificadas no software Image J (NIH, USA).

5) Extracao de DNA e RNA das células mononucleares

O sangue coletado de cada paciente nos diferentes dias foi utilizado para a obtengao
das células mononucleares para posterior extracdo de DNA e RNA. As amostras foram
submetidas a uma centrifugacdo em gradiente de densidade Ficoll-Hypaque (Sigma), na
propor¢ao 1:1. O anel celular formado pela centrifugacdo foi separado, centrifugado e o
concentrado de células foi lavado duas vezes com 1 ml de solucdo de Lise de Hemacias
(10mM Tris ph8.0, SmM MgCl12, 10mM NaCl). Apés isso, a amostra foi submetida a nova
centrifugacdo e seu sobrenadante descartado. O concentrado de células ap6s a lavagem com a
solucdo de lise de Hemacias foi ressuspendido em 1 mL de Trizol® (Invitrogen). A extragio

do DNA e RNA foi realizada seguindo as recomendacdes do fabricante. A quantidade e
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qualidade do DNA e RNA foram determinadas por espectrofotometria utilizando o aparelho
NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific).
6) Analise dos niveis de mRNA por PCR em tempo real

Ap6s a extracdo, os RNAs das células mononucleares dos pacientes foram incubados
com DNAse para retirar moléculas de DNA remanescentes da extracdo do RNA. Para isso, foi
utilizado a DNAse amplification grade 1 (Invitrogen), segundo instrucdes do fabricante. Os
cDNAs foram sintetizados utilizando-se 4 ug de RNA, 1 uL de OligodT18 (500ug/mL, IDT)
em volume final de 10 uLL durante 70° por 5 minutos, seguido de incubagdo no gelo por 5
minutos. Posteriormente, adicionou-se 4 ulL de 5X RT-buffer, 1 uL de mix de dNTPs (10mM
de cada ANTP, Invitrogen), 2,4 uL MgCl, (25mM), 1 ulL. de Inibidor de RNAse (40U/uL,
Invitrogen) e 1 uL da enzima IMPROM 1I (Promega), incubando por 25°C por 5 minutos e
42°C por 60 minutos. A reacdo foi inativada mantendo-a durante 15 minutos a 70°C. O cDNA
obtido foi misturado com SYBR Green PCR Master Mix® (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) e com os oligonucleotideos iniciadores de interesse de acordo com as instru¢des do
fabricante. A andlise de gqRT-PCR foi realizada no termociclador ABI Prism 7000 (Applied
Biosystems) com 45 ciclos de 15 s a 95°C e 1 min a 60°C. Os niveis de expressdo para cada
amostra foram estimados a partir de experimentos em triplicata com os oligonucleotideos
iniciadores alvo e de controle. Para cada amostra, a quantidade de mRNA do gene alvo e do
controle interno (B-actina) foram estimados utilizando-se uma curva padrio. A diferenca de
expressao dos genes entre as condi¢des experimentais foi calculada pelo método 2-(AACt). Os
resultados foram expressos em unidades arbitrarias como o aumento da abundancia do mRNA
(nimero de vezes) nas condi¢cdes com DECHa e sem DECHa.
7) Determinaciao de nitrito plasmatico como estimativa das concentracées plasmaticas de

oxido nitrico (NO)

Este método baseia-se na reducdo de nitrato a nitrito mediada por reacdes de Oxi-

redugdo ocorridas entre o nitrato presente na amostra e o sistema cadmio-cobre dos reagentes,

25



com posterior diazotacdo e detec¢do colorimétrica do azocomposto formado pela adi¢cdo do
reagente de Griess a 550 nm.

7.1 Processamento das amostras

7.1.1 - Desproteinizacao

Para uso no ensaio, as amostras de plasma previamente coletadas foram
descongeladas em banho de gelo. Em um eppendorf, adicionou-se 60uL. de amostra, S0uL de
ZnSO4 75mM (2,156g em 100mL H,O deionizada) e, ap6és homogeneizacao em vortex (30
segundos), as amostras foram centrifugadas por 2 minutos a 10000 rpm a 4°C. Em seguida,
foram adicionados 70pL de 55Smmol/L NaOH (220mg em 100mL H,O destilada) e novamente

homogeneizado em voértex por 30 segundos. As amostras foram submetidas a centrifugacao
por 5 minutos a 10000 rpm a 4°C, com posterior recuperacdo de 150 uL do sobrenadante,

adicionando-se 50uL de tampao glicina-NaOH 45g/L pH 9,7 (4,5g em 100mL H,O destilada).

7.1.2- Ativacao dos granulos de cadmio

Os granulos de cadmio estocados em H,SO, 100mM foram lavados com H,O destilada
trés vezes e, apods, deixados em contato com tampao CuSO, SmM (124,84mg em 100mL
tampao glicina-NaOH 15g/LL pH 9,7) por 5 min (os granulos de cddmio ativos foram
utilizados dentro de 10 min e os granulos de cddmio que ficaram pretos apds serem lavados

com H,SO, foram descartados).

7.1.3- Reducao de nitrato a nitrito

Foram adicionados 400 mg de granulos de cadmio ativados ao sobrenadante recuperado
em tampao, deixando a mistura sob agitacdo continua por 10 min. Apds este tempo, as
amostras foram transferidas para outro tubo, para determinacdo de nitrito por meio da reacao

de Griess.
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7.1.4 Preparo da curva padrao
Solu¢do estoque de 250 uM de NaNO, 100mM (6,9mg em 10mL H,O destilada) foram

preparadas no momento do uso e diluidas seriadamente até 7,8 pM na microplaca.
7.1.5 Reacao de Griess

Para cada ponto da curva e amostra, foi feita a seguinte reacdo, em triplicata: para cada
poco, adicionou-se 50 pLL de amostra + 50 uL. de Reagente de Griess (Sulfanilamida: 0,4 g
sulfanilamida em 20mL Acido Fosforico 5% - proteger da luz; NEED: 40mg em 20mL H,O
destilada — protegido da luz).Em seguida, a placa foi incubada a temperatura ambiente durante

10 minutos, e medida sua absorbancia a 550 nm em leitor de microplaca.

8) Experimentos de Imunohistoquimica

8.1) Coleta de bidpsia de pele

Os pacientes foram submetidos a bidpsias de pele nos dias —8 e 0 pré-transplante e
+14, +28 e +100 pos-transplante. As bidpsias foram realizadas pela Dra. Marcia Mattos. Se
por acaso ele foi diagnosticado clinicamente com DECH aguda em um dia diferente desses
pré-determinados, uma nova bidpsia foi coletada no mesmo dia do diagnéstico. As bidpsias
foram retiradas da regido do abdomen dos pacientes. Entretanto, se o paciente desenvolveu
DECHa, a bidpsia de pele foi retirada do local da lesdo da doenca. Todas as bidpsias foram
colocadas em formol e encaminhadas ao DIPAT (Departamento de Patologia do INCA) para

confirmacdo ou ndo da doenga. Como controle utilizamos pele de doador saudavel.

8.2) Diagnéstico histolégico da DECHa
Para visualizacdo histologica, fragmentos dos 6rgaos foram fixados, desidratados por
diferentes concentracdoes de etanol, clarificados por xilol, e incluidos em parafina. Em

seguida, o material parafinado foi cortado em micrétomo e os cortes desparafinados foram
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rehidratados e corados com hematoxilina-eosina. A andlise foi feita por microscopia Optica

convencional, por uma dermatopatologista especialmente engajada neste estudo.

8.3) Imunohistoquimica

As bidpsias de pele dos pacientes submetidos ao TCTH alogeneico e do controle de
pele saudavel foram analisadas por imunohistoquimica com o kit. Este kit utiliza o método de
reconhecimento por conjugacdo de biotina com streptavidina, usamos a revelacdo por DAB e

contra-coloracdo por hematoxilina.

Em laminas previamente tratadas com poli-L-lisina foram aplicados cortes
histolégicos de 4um de espessura. Apds a completa aderéncia do corte a lamina, este foi
aquecido a 60°C em estufa seca e desparafinizado com lavagens sucessivas de xilol, re-
hidratado com banhos sucessivos com etanol (100%, 95%, 90%, 80% e 70%) e H,O destilada.
Ap6s a re-hidratac@o dos cortes, estes foram bloqueados para peroxidase endogena com 3%
de H,O, por 5 min., lavados com PBS 1X por 5 min., incubados com soro fetal bovino 5% por
5 min. para bloqueio de ligacdes inespecificas e incubadas com o anticorpo primario over
night em camara umida. Os anticorpos primarios utilizados foram: anti-NALP12 (rabbit IgG
anti human- dilui¢do 1:1000 - Abcam).

Apo6s a incubacdo com os anticorpos primarios, os cortes foram lavados com PBS 1X
por 2 vezes, Smin. cada, incubados com anticorpo secundario biotinilado por 1 hora, e lavados
novamente por 2 vezes 5 min. cada. Apds o término das lavangens, os cortes foram incubados
com a streptavidina por 20 min, lavados com PBS 1X e revelados com DAB. Apds a
revelacdo, foram lavados em 4gua corrente e contracorados com hematoxilina por 10 seg.,
lavados em 4gua corrente e desidratados em lavagens seriadas de etanol (70%, 80% 90%,
100% 2x) e 2 lavagens com xilol. Ap6s a desidratacdo as ldminas foram montadas com

Bélsamo do Canad4 e laminula para analise em microscépio 6tico.
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Resultados
1) Analise proteomica por cromatografia liquida multidimensional MudPiTT
Nos ultimos anos, o desenvolvimento de modernas tecnologias possibilitou novas
abordagens para o estudo de proteinas e vias de sinalizacdo que sdo capazes de fornecer uma
visdo global do fendmeno em estudo. Este é o caso da espectrometria de massas aplicada a
analise protedmica. Os modernos espectrometros de massas atualmente disponiveis permitem
a ampla caracterizacdo de eventos de sinalizacdo e podem ser utilizados em estudos de
expressdo proteica, investigacdo de modificacdes pds-traducionais e interagdes entre
proteinas. Este tipo de abordagem permite obter informacdo precisa sobre mudangas
quantitativas ocasionadas por perturbacdes em milhares de proteinas (Choudhary & Mann,
2010).
Sendo assim, fomos verificar as proteinas que se encontravam diferencialmente
expressas no plasma dos pacientes com DECHa. Para isso utilizamos a analise comparativa
entre 0 Pool dos pacientes que desenvolveram DECHa com os que ndo desenvolveram

DECHa.

A figura 4 mostra que a distribui¢cdo cromatografica bidimensional dos peptideos
separados no sistema nanoACQUITY UPLC ¢é semelhante em ambas as condigdes

experimentais, o que indica a qualidade das separacdes e a sua reprodutibilidade.
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Figura 4: Distribuiciio cromatogréfica bidimensional dos peptideos obtida com o sistema nanoACQUITY UPLC
realizada em triplicata para as condi¢Oes experimentais Pool de pacientes com DECHa e Pool de pacientes sem

DECHa.

A analise protedmica aplicada neste estudo resultou na identificagdo de 160

proteinas, 65 proteinas apresentaram expressdo aumentada e 25 apresentaram expressao

diminuida nos pacientes com DECHa em relagdo aos pacientes sem DECHa. Das 65 proteinas

que apresentaram sua expressao aumentada, 17 sdo comuns aos dois grupos analisados e 48

sdo unicas do Pool de pacientes com DECHa (Grafico 1). O Anexo IV apresenta a lista

completa das proteinas, considerando-se o nivel de confianca de 95%.
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Grafico 01: Proteinas diferencialmente expressas no plasma de pacientes com LMA submetidos ao TCTH
alogeneico que apresentaram DECHa e que ndo apresentaram DECHa

A fim de observarmos os principais processos biologicos nos quais as proteinas
diferencialmente expressas nos pacientes que desenvolveram DECHa estdo envolvidas,

realizamos a andlise in silico dessas proteinas.

2) Processos biologicos e vias de sinalizacio envolvendo as proteinas diferencialmente
expressas no plasma dos pacientes com DECHa

Todas as proteinas diferencialmente expressas, aumentadas ou reduzidas, foram
analisadas em conjunto utilizando o soffware MetaCore. A Figura 5 apresenta 0s processos
biol6gicos mais significantes para o conjunto de proteinas diferencialmente expressas de

acordo com os resultados da anéalise in silico.

31



—_

© 0o N O 0o M O DN
1

a -
- O

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22

23
24
25
26
27
28
29

20N

-log(pValue)

1.
2.

1

11.
12.
13.
14.
15.
16.

17.
18.
19.
20.
21.
22.

23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.

3
4
5
6
7.
8
9
0

Blood clotting

Vasodilation

. Immune system response
. Diuresis
. Cardiac Hypertrophy

. Tissue remodeling and wound repair

Vasoconstriction

. Inflammatory response
. Oxidative stress regulation

. Hypoxia response regulation

Hematopoiesis

Apoptosis

Calcium signaling

Transcription regulation

Cholesterol and bile acid homeostasis
Lipid Biosynthesis and regulation
Androgen signaling

Nicotine action

Protein degradation

Vascular development (Angiogenesis)
Mitogenic signaling

Vitamin and cofactor metabolism and
its regulation

Cell differentiation
DNA-damage response
Obesity

Cell cyc@zﬁnd its regulation
Nuclear receptor signaling
Protein synthesis

Cystic fibrosis disease



Figura 5: Processos bioldgicos impactados nos pacientes com DECHa. Resultados obtidos através do software
MetaCore.

Dentre os principais processos bioldgicos presentes nos pacientes com DECHa,
destacam-se processos envolvendo coagulacdo sanguinea, vasodilatagdo, resposta ao sistema
imune, remodelamento e reparo de tecidos e regulacdo do estresse oxidativo.

As andlises in silico revelaram ainda as vias de sinalizagdo que estariam sendo
estimuladas pelas proteinas diferencialmente expressas no plasma dos pacientes com DECHa.
Como esperado, as vias que receberam destaque nesses pacientes foram vias relacionadas a
inflamacdo. Foram encontradas vias de sinalizacdo inflamatérias mediadas pelo sistema
calicreina-cinina, via da citocina IL-6 e sistema complemento. Correlacionando com os
achados nos processos bioldgicos, a via da coagulacdo sanguinea também mostrou-se

alterada nos pacientes com DECHa.
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Figura 6: Principais vias de sinalizacdo alteradas nos pacientes com DECHa. Resultados obtidos através do

software MetaCore.

Dentre as diversas vias de sinalizacd@o relacionadas a processos inflamatérios encontradas
alteradas nos pacientes com DECHa, destacamos a via calicreina- cinina. A figura 6 fornecida
pelo software Metacore demonstra o aumento de proteinas importantes dessa via como

cininogénio, plasmina e bradicinina.
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Figura 8: Via da coagulacdo sanguinea construida com o software MetaCore. Os termdmetros vermelhos ao
lado das proteinas indicam aquelas com expressao aumentada nos pacientes com DECHa e os termdmetros

«d
=

azuis indicam aquelas com expressdo diminuida. = - proteina; « -protease; -metaloproteinase; 2

-proteina ligante; T -receptor; — ®* - efeito positivo; e

-efeito negativo; -reagao.

Na figura 8 observamos também que a via da coagulacdo sanguinea aparece como sendo
regulada por uma isforma de sintase do 6xido nitrico (NO), a eNOS (sintase endotelial do
oxido nitrico). O 6xido nitrico € sintetizado a partir do aminoacido L-arginina por acdo da
enzima Oxido nitrico sintase, a qual possui 3 isoformas: neuronal, induzivel e endotelial
(eNOS). Além de ser um potente vasodilatador, o NO exerce importante papel no controle da
agregacdo plaquetdria, resisténcia e crescimento vascular. Na coagulacdo sangiiinea, o NO
esta envolvido com a cascata fibrinolitica e tromboética associados com dano endotelial, sendo

que as propriedades antitromboéticas do NO resultam em parte da inibicdo da adesdo e

agregacao plaquetaria (ZHANG et al, 2006).
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A fim de avaliarmos a possivel indu¢do do 6xido nitrico nas vias de sinalizacdo descritas
como alteradas nos pacientes com DECHa, realizamos a estimativa da dosagem de o6xido

nitrico no plasma dos pacientes com DECHa.

3) Avaliaciio dos niveis de Oxido Nitrico no plasma dos pacientes com DECHa

O 6xido nitrico é uma molécula lipossolivel, gasosa e com um tempo de meia-vida de
poucos segundos (ZHANG et al, 2006). Essa molécula pode ser um oxidante ou um redutor
dependendo do meio em que ele esta e é rapidamente destruido pelo oxigénio, sendo que sua
oxidagdo produz nitrito e nitrato (KAVAKLI et al., 2004). Sendo assim, avaliamos a
determinagdo de nitrito plasméatico como estimativa das concentragdes plasmaticas de 6xido
nitrico (NO) através do método de Griess.

Para isso, analisamos os niveis de nitrito no plasma do dia D+45 de 21 pacientes com
DECHa, 11 pacientes sem DECHa e que tinham como doenga de base Leucemia Mieldide
Aguda (LMA) e 10 pacientes com DECHa e 9 pacientes sem DECHa que tinham como

doenca de base Sindrome Mielodispléasica (SMD).

LMAsem DECHa LMAcomDECHa sMD sem DECHa SMD com DECHa
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Grifico 2: Grafico representando os niveis de dosagem nitrito plasmatico como estimativa das

concentracdes plasméticas de 6xido nitrico (NO) através do método de Griess nos pacientes com

DECHa e sem DECHa no dia D+45 que tinham como doenca de base LMA e SMD.

O grafico 2 demonstra que grupo de pacientes com DECHa e que tinham LMA como
doenca de base apresentam maiores concentragdes de nitrito no plasma, tanto comparado com
o grupo de pacientes sem DECHa, quanto comparado com os pacientes que tinham SMD

como doenca de base.

Este resultado corrobora com as anélises in silico, que mostraram a via da coagulacio
sanguinea sendo regulada por uma isforma de sintase do 6xido nitrico (NO) nos pacientes
com DECHa que tinham LMA como doenca de base.

4) Validacao de proteinas envolvidas nas vias de coagulacdo sanguinea e do sistema

calicreina-cinina

E interessante notar que a maioria das vias de sinalizaces encontradas alteradas nos
pacientes com DECHa possuem funcdes que interagem entre si € com 0s principais processos
bioldgicos envolvidos. A fim de confirmarmos o aumento da expressdo de proteinas presentes
nesses processos biologicos, validamos a expressao de algumas dessas proteinas por western
blot no plasma dos pacientes.
Gréfico 1: Dosagem.de. Qxida.Mitrice.na.Rlasma de.nacientas.comDECHa
e sem DEGH&-n® dialilkidhr queetinhamreomeondoenga. de.base. LMA e
sanguinea onde sua principal funcio é converter fibrinogénio em fibrina (proteina filamentar).
A validagao da proteina trombina foi realizada no plasma do dia D-8 (antes do TCTH) e
no dia D+45 de 21 pacientes com DECHa e 11 sem DECHa que tinham LMA como doenga

de base. As andlises foram realizadas em amostras individuais dos pacientes (Figura 9).

Amostras com DECHa D-8 Amostras com DECHa D+45
- S o @b - bealana LTV, N "% Trombina (90 kDa)
Amostras sem DECHa D-8 Amostras sem DECHa D+45

laYal

B = 4 == E i an - _.--——'"“"""Trombina(%kDa)



Figura 9: Validacdo por Western blot da proteina Trombina. As anélises foram realizadas em amostras

de plasma individuais dos pacientes nos dias D-8 e D+45.

Como podemos observar na figura 9, os pacientes com DECHa D+45 apresentam
maior expressao de trombina. As amostras dos dias D-8 (com DECHa e sem DECHa) e no dia
D+45 (sem DECHa) apresentaram niveis basais de expressao da proteina.

O cininogénio (Kininogen I — KNG I) € uma glicoproteina precursora das cininas. Essa
proteina é constituinte tanto do sistema de coagulacdo sanguinea quanto do sistema calicreina-
cinina, conforme mostrado nas figuras 7 e 8. Por isso, também fomos avaliar o aumento de

sua expressdo, utilizando o mesmo modelo experimental que foi utilizado para validacdo da

trombina.
Amostras com DECHa D-8 Amostras com DECHa D+45
PR .- - -'-' W KNG 1(71.9 kDa)
Amostras sem DECHa D-8 Amostras sem DECHa D+45
B - W R KN 1019k

Figura 10: Validacdo por Western blot da proteina cininogénio I. As analises foram realizadas em

amostras de plasma individuais dos pacientes nos dias D-8 e D+45.

Assim como foi observado na valida¢do da proteina trombina, os pacientes com

DECHa D+45 também apresentam maior expressao de cininogénio I. As amostras dos dias D-
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8 (com DECHa e sem DECHa) e no dia D+45 (sem DECHa) também apresentaram niveis
basais de expressao da proteina.

Com esses resultados podemos confirmar que as principais proteinas do sistema de
coagulacdo sanguinea e do sistema calicreina-cinina encontram-se aumentadas nos pacientes

com DECHa contribuindo para que esses processos estejam alterados nesses pacientes.

4) Identificacdo da proteina NALP12 como biomarcador circulante de DECHa

Ao observarmos individualmente as proteinas identificadas nos pacientes com
DECHa, nota-se uma prevaléncia na expressdo de proteinas normalmente encontradas no
plasma sanguineo como apolipoproteinas, diferentes isoformas de imunoglobulinas,
transferrinas e inter-alfa tripsinas. Entretanto, o aumento da proteina NALP12, também
conhecida como Monarch-1/PYPAF7 nos chamou aten¢do por ndo ser uma proteina comum
de estar presente no plasma, além de estar envolvida em processos inflamatdrios
importantes e aparecer superexpressa nos pacientes com a doenca.

A NALPI12 ¢ uma proteina que participa da ativacdo de caspases prd-inflamatdrias
(CASP1) através de sua interagdo com complexos multiprotéicos chamado inflamossomo. O
inflamossomo sdo complexos citosOlicos que estimulam a autocatilise da pro-caspase 1
(CASP1) e promove o processamento de diferentes citocinas inflamatérias, como IL-1f e
IL-18 em sua forma ativa. NALP12 também atua na ativacao da via de sinaliza¢do Nuclear
factor-kB (NF-kB), uma importante via relacionada a fatores de transcricao que controlam a
expressdo de genes envolvidos em respostas imunes, apoptose e ciclo celular. A regulagdo
incorreta de NF-B pode causar doencas inflamatérias e autoimunes (Tschopp et al, 2003).

A fim de se verificar os provaveis parceiros, direta e/ou indiretamente, da proteina
NALP12, foi feita a andlise do interatoma das mesmas através do banco de dados Ingenuity. O

Ingenuity € um navegador online que permite a exploracdo de interagdes protéicas conhecidas
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e preditas. As interagdes conhecidas consistem em interacOes descritas na literatura (Base de

dados de referéncia protéica humana) (RUAL et al., 2005; STELZL et al., 2005).

DLG4
ATH

miR-292-5p/miR-290/MIR-293* (includes other:

Figura 11: Mapa de interacdo da proteina NALP12

O interatoma de NALP12 (figura 11) mostra a interacdo com diversas citocinas,
quimiocinas e varias moléculas HLA (antigeno leucocitirio humano) mostrando sua
importancia no contexto da patofisiologia da DECHa e do TCTH alogénico.

A fim de confirmarmos a expressdo diferencial da proteina NALP12 nos pacientes
com DECHa e seu possivel papel como biomarcador da doenca, validamos sua expressao
por Western Blot no plasma, analisamos o seu perfil de expressdao em bidspias de pele e

avaliamos os niveis de mRNA do gene NLRP12

5) Validacao da superexpressiao da proteina NALP12 e do complexo inflamossomo

no plasma dos pacientes com DECHa
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Os experimentos de validacdo foram realizados utilizando plasma sanguineo de
20 pacientes com DECHa e 11 pacientes sem DECHa. Primeiramente, realizamos anélise
comparativa utilizando Pool de amostras de pacientes com DECHa e sem DECHa no dia
D-8 e D+45. Como demonstrado na figura 12, observamos que ndo ha diferenca de
expressao da proteina no dia D-8 entre os dois grupos de pacientes. Em relacdo ao dia
D+45 ha um discreto aumento da expressdo de NALP12 nos pacientes com DECHa.
Entretanto, quando realizamos anélise individual dos pacientes no dia D+45, observa-se
que os pacientes com DECHa possuem maior expressdo de NALP12 do que os pacientes

sem DECHa, corroborando com os dados encontrados na anéalise protedmica.

A proteina NALP12 esté relacionada com a ativag@o de caspases pro inflamatdrias
e faz parte de um complexo multiproteico chamado inflamossomo no qual sua principal
funcdo € processar a citocina pr6 IL-1B em sua forma ativa. Com o intuito de verificarmos
se o complexo inflamossoma estd ativado nos pacientes com DECHa, avaliamos a
expressdo da citocina IL1 B no plasma dos pacientes. Para isso, realizamos novamente a
andlise comparativa em Pool de pacientes com DECHa e sem DECHa no dia D+45, que
demonstrou que pacientes com DECHa possuem maior expressdo de IL1 3, o mesmo se
confirmou quando analisamos os pacientes individualmente. Esses dados confirmam que o

complexo inflamossoma encontra-se ativado nos pacientes com DECHa no dia D+45 pos

transplante.
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Figura 12: Validacdo por Western blot da proteina NALP12 (A) e da citocina IL-1 beta (B) no plasma
. As analises foram realizadas em amostras individuais e em Pool dos pacientes com DECHa e sem

DECHa no dia D+45.

7) Analise do perfil de expressio da proteina NALP12 em biopsias de pele de

pacientes com DECHa

Tendo como base que a pele € um alvo inicial da DECHa e geralmente o 6rgao
mais comprometido (MARTIN et al., 1990), avaliamos o perfil de expressdo da proteina
NALP12 em bidpsias de pele de 10 pacientes (6 com DECHa e 4 sem DECHa) a fim de
elucidarmos se a proteina estaria presente apenas circulante no plasma ou também no 6rgao

acometido pela doencga.

Como estratégia de andlise, avaliamos o perfil de expressdo da proteina em
diferentes dias pds transplante (D+14, D+28,D+100), de acordo com o dia mais proximo
de acometimento da DECHa. Conforme mostrado na figura 13, o paciente 4 obteve
diagnoéstico de DECHa no dia D+16 (A), paciente 5 no dia D+28 (B) e o paciente no dia
D+105. Esses pacientes possuem maior expressio de NALP12 do que os pacientes sem

DECHa (23 (D), 24 (E) e 26 (F)).

A marcacdo positiva para NALP12 encontra-se predominantemente na regido da epiderme.
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D+14 D+28 D+100

PacientescomDECHa
A

Pacientes sem DECHa
A

Figura 13 — Imunohistoquimica de cortes histoldgicos de bidpsias de pele do paciente 4 com DECHa no dia D+16 (A), paciente 5 com DECHa no dia D+28 (B) e do paciente com
DECHano dia D+105) e dos pacientes sem DECH 23 (D), 24 (E) ¢ 26 (F). Todos em aumento de 20X. (e-epiderme/d-derme)
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Discussdo

Atualmente, o diagndstico da DECHa € baseado principalmente em parametros
clinicos-laboratoriais, tais como erup¢des na pele, diarréia, elevacdo dos niveis séricos de
enzimas hepaticas, entre outros sintomas (PRZEPIORKA ef al., 1995). O diagnéstico
diferencial depende de bidpsias de 6rgdos para distinguir a DECHa de outras complicagdes
comuns que se apresentam com sintomas clinicos semelhantes (por exemplo, efeitos
secundarios induzidos por medicacdo). O uso de biomarcadores podem ter potencial para
melhorar o diagndéstico precoce e preciso da DECHa e outras complicacdes do TCTH, sem a
necessidade de procedimentos invasivos, tais como bidpsias (LIOTTA et al., 2003).

Através da continua evolucdo das tecnologias protedOmicas nos ultimos anos,
biomarcadores protéicos tem sido identificados e validados sendo descritos como ferramentas
promissoras para facilitar o diagnéstico e prognostico da DECHa. Ao contrario do genoma, o
proteoma varia com o tempo e define-se como o conjunto de proteinas presentes em uma
amostra de um certo ponto do tempo. Assim, proteinas representam biomarcadores ideais na
configuragdo do cenério pos transplante. Testes clinicos ideais sdo baseados na coleta de
amostra de forma ndo invasiva, o que pode permitir a coleta de amostra repetitiva de um
mesmo paciente em um curto espago de tempo. Dessa forma, o plasma sanguineo ganha
destaque por ser uma fonte bioldgica importante onde apresenta um somatério de varios
eventos diferentes, desde proteinas secretadas pelos orgdos afetados da DECHa como
proteinas que refletem alteracdes sistémicas gerais.

Diversos estudos identificaram o perfil protedmico de DECH aguda utilizando
vérias fontes biologicas (KAISER et al, 2004; SRINIVASAN et al, 2006, IMANGULI et al,
2007, WEISSINGER et al, 2007). Imanguli e colaboradores caracterizaram o perfil
protedmico da saliva de 41 pacientes submetidos ao TCTH, eles destacaram as proteinas
lactoferrina e inibidor de protease de leucdcitos aumentadas nos pacientes com DECHa em

até seis meses p6s TCTH ( IMANGULI et al, 2007). Hori e colaboradores (HORI et al, 2008)



realizaram andlise do plasma em modelo murino a fim de encontrar proteinas especificas para
DECHa. Eles destacaram a citocina CCL8 como sendo um marcador especifico de
diagnoéstico de DECHa.

Um estudo iniciado em 2004 tentou identificar possiveis perfis protéicos que
pudessem estar relacionados com a DECHa, comparando a urina de pacientes submetidos ao
TCTH com e sem DECHa (KAISER et al., 2004; WEISSINGER et al., 2007). Eles
identificaram fragmentos de coldgeno o-1 na urina de pacientes com DECHa.

Srinivasan e colaboradores observaram perfis protéicos diferentes no plasma de
pacientes com DECHa, quando este perfil foi comparado com o perfil protéico do plasma
destes mesmos pacientes no pré transplante, porém nao identificaram nenhuma proteina
especifica (SRINIVASAN et al, 2006). Em 2009, Paczesny e colaboradores identificaram um
painel de biomarcadores no plasma de pacientes com DECHa (PACZESNY et al., 2009).
Neste trabalho, eles determinaram um painel de quatro proteinas (receptor de IL-2, receptor
de TNF, IL-8 e HGF) que podem ser encontradas em 85% dos pacientes que ndo tiveram
maiores complicagdes no pos transplante. Para chegar a estas quatro proteinas, eles utilizaram
a metodologia de microarranjos de anticorpos para 120 proteinas inflamatorias.

Em um trabalho posterior, este mesmo grupo encontrou um biomarcador para a

DECHa de pele, a elafina, um inibidor de proteinase epidermal induzida por TNF-a

(PACZESNY et al., 2009). Neste caso eles utilizaram um pool de plasma de 10 pacientes com

DECHa de pele e compararam com 10 que ndo desenvolveram DECHa e observaram que nos

pacientes com DECH de pele, a concentracdo desta proteina estava 2 vezes aumentada no
plasma em relacdo aos pacientes que ndo desenvolveram a doenca.

Utilizando essas mesma estratégia, Ferrara et al, 2011 comparou o perfil proteomico

do pool de plasma de 10 pacientes que foram acometidos com DECHa de trato

gastrointestinal com 10 pacientes que ndo foram acometidos. Foram encontradas 74 proteinas

aumentadas nos pacientes com a doenca, sendo cinco de origem gastrointestinal
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(carboxipeptidase, inibidor de tripsina pancreética, paladina, litostatina e regeneracdo ilhota
derivado de proteina 3- alfa-REG3 alfa). Essas proteinas foram validadas em 1014 pacientes e
REG3 alfa, uma proteina que atua na protecdo da mucosa intestinal, foi a que se mostrou em
maior concentracdo nos pacientes com DECHa (3 vezes mais) do que as outras proteinas.
Esses dados demonstram que biomarcadores de doencas que acometem tecidos especificos
como € o caso da DECHa, podem ser detectadas no plasma sanguineo.

Em nosso estudo, identificamos 71 proteinas alteradas no plasma dos pacientes que
desenvolveram DECHa e que tinham como doenga de base LMA (48 com a expressdo
aumentada e 13 com a expressdo diminuida). As andlises in silico demonstraram que os
principais processos bioldgicos que se destacaram nesses pacientes foram coagulagcdo
sanguinea, vasodilatacdo e resposta imune, mais especificadamente as vias de sinalizacdo do
sistema calicreina-cinina, mediada pelo aumento das proteinas cininogénio, plasmina e
bradicinina e da coagulacdo sanguinea, mediada pelo aumento de expressdo das proteinas
plasminogénios, fibrinogénios e trombinas.

O sistema calicreina-cinina é composto de prd-calicreinas, calicreinas (tecidual e
plasmética), cininogénios, cininas, cininases € enzimas conversoras de cininas. A bradicinina é
um nonapeptidio que exerce suas agdes, em concentracdo nanomolar, apds interagir com
receptores especificos da membrana plasmética de células-alvo. Entre as principais agoes
fisiol6gicas da bradicinina esti sua participacdo nos mecanismos de controle do tonus
vascular e participa da vasodilatacdo. A acdo vasodilatadora arterial da bradicinina deve-se
principalmente a ativacdo de receptores na superficie de células endoteliais, seguida pela
liberacao de o6xido nitrico (NO) e prostaciclina. A bradicinina promove mudanca biféasica do
pH intracelular, que pode também modular a liberagao de NO pela célula.

Apesar das cininas participarem da regulacdo de sistemas fisiologicos, sdo mais
conhecidas suas acdes na doenga: choque, asma, dor e muitas formas de inflamacdo envolvem

a mediacdo desses peptidios. Cininas podem evocar os sinais cardinais da inflamacdo (dor,
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edema, rubor e calor) e estdo proximas do topo da cascata de mediadores envolvidos no
processo inflamatorio.

Em condig¢des patoldgicas, a bradicinina é produzida quando a lesdo vascular expde
polissacarideos sulfatados carregados negativamente, ativando o sistema de contato da
coagulagdo. A bradicinina € liberada também quando ha oxigenacdo tecidual inadequada em
decorréncia de perfusdo tecidual deficiente. Na lesdo tecidual ou infec¢do, acumulo, aderéncia
e ativacdo de neutréfilos, soma outros mediadores ao local de inflamacdo, potencializando a
acdo das cininas. Em muitos tecidos, a bradicinina estimula a fosfolipase A,, promovendo a
liberagdo de acido aracdonico; prostaglandinas e leucotrienos produzidos a partir do acido
aracdonico sdo especialmente importantes na dor e inflamacgdo. A bradicinina é um mediador
da inflamagdo. A sua atividade vasodilatadora e permeabilizadora facilita a migracdo dos
leucocitos para o tecido afetado.

N3ao existe nenhum estudo relacionando diretamente o sistema calicreina-cinina com
a DECHa ou com o TCTH alogeneico, entretanto, levando em consideracdo que a DECHa ¢
uma inflamagdo sistémica do organismo do individuo transplantado, moléculas como a
bradicinina que atuam de forma a facilitar o recrutamento dos leucocitos para o sitio de
inflamacdo € de extrema importancia no contexto da doenca.

Outra via de sinalizagdo que teve destaque e assim contribuiu para ser 0 processo
biologico mais impactado nos pacientes com DECHa foi a via da coagulacdo sanguinea. A
coagulacdo sanguinea € uma série complexa de interagdes nas quais o sangue perde suas
caracteristicas de fluido, sendo convertido em massa semi-solida, formando um coagulo
irreversivel, pela interacdo do tecido lesado, plaquetas e fibrina. O mecanismo bioquimico da
formacao do codgulo sangiiineo envolve uma seqiiéncia interacdes proteina-proteina. Consiste
na conversdo de uma proteina solivel do plasma, o fibrinogénio em fibrina, por acdo de uma
enzima denominada trombina (BOZZINI, 2004). E uma série de etapas de ativagdo,

seqiienciais, onde o substrato para cada enzima (ou complexo enzimatico) € uma pro-enzima
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que ¢ ativada para atuar na proxima etapa da reacdo, seqiiéncia de reacOes freqiientemente
denominada “cascata” (GUYTON & HALL, 2002; KERR, 2003).

Existem dois mecanismos relacionados intimamente que, quando estimulados, podem
gerar fibrina. O mecanismo intrinseco refere-se a seqiiéncia de reacdes enzimaticas que se
inicia quando o sangue entra em contato com a superficie lesada. O mecanismo extrinseco
refere-se a seqiiéncia de reacdes que ocorrem quando a lesdo de um vaso sangiiineo
resultando na liberagdo de extratos teciduais. (SWENSON, 1996). Estas duas vias convergem
para a ativagdo do fator X na via comum, o que leva, a formac¢ao de fibrina (BANKS, 1991).

Sabe-se que existe uma interagdo entre os mecanismos de inflamagdo e coagulagdo.
Mecanismos inflamatérios modificam o balanco homeostatico favorecendo a ativacdo da
coagulacdo, assim como a coagulacdo pode aumentar a resposta inflamatoria. Mediadores
inflamatorios podem elevar a contagem e a reatividade das plaquetas, regular negativamente
mecanismos anticoagulantes naturais, iniciar o sistema de coagulacao e facilitar a propagacdo
da resposta a coagulagdo. Similar a isso, a coagulacdo pode aumentar a resposta inflamatoria
pela liberacdo de mediadores de plaquetas, ativacao de células, assim promovendo a interagao
célula-célula que aumenta a resposta inflamatéria (ESMON, 2005).

A ativacdo dos mondcitos e macrofagos na inflamacdo desencadeia o estimulo para a
sintese de mediadores inflamatdrios, especialmente as citocinas IL-1p e TNF-a. Essas
citocinas agem sinergicamente e sdo os principais responsaveis pelo desenvolvimento da
resposta inflamatéria e da lesdo tecidual, além de induzir a formagdo e secrecdo de outros
mediadores inflamatérios como: IL-6, IL-8, bradicinina, leucotrienos, 6xido nitrico e
prostaglandinas. A acdo dessas substincias sobre as células endoteliais € responsavel pela
alteracdo do perfil hemostatico, isto €, as células endoteliais passam a assumir um papel
trombético e antifibrinolitico. A liberacdo do fator tissular (via extrinseca da coagulagdo)
constitui o principal mecanismo gerador de trombina na inflamagdo. A expressdo deste

aumenta na presenca de macréfagos/mondcitos e células endoteliais expostas a mediadores
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inflamatorios. A geracdo de trombina por sua vez estimula ainda mais a producdo de 1L-6
disseminando e potencializando o processo.

A evolucio da coagulacdo sanguinea e da fibrionogénse no p6s TCTH alogeneico
ainda ndo foi bem descrita. Pinomaki et al, 2009 analisou vérios marcadores de coagulacdo e
atividade fibrinolitica (fragmentos de pré-trombina, tempo de trombina, ativador do
plasminogénio tecidual —tPA e inibidor de ativacdo do plasminogénio — PAI-1) em 30
pacientes submetidos ao TCTH alogeneico. Esses marcadores foram correlacionados com
caracteristicas clinicas dos pacientes como status da doenca de base no tempo do transplante,
tipo de doador e desenvolvimento de DECH. O aumento da produgdo de trombina, altos
niveis de fibrinogénio e atividade de PAI-1 foi visto no dia D+10 p6s TCTH e associado com
o desenvolvimento de DECH, sugerindo que ocorre uma relacdo entre o aumento de fatores
de coagulagdao e imunologia da DECHa. Corroborando assim, com os dados encontrados em
nosso trabalho que mostram proteinas importantes da via da coagulagdo sanguinea
aumentadas nos pacientes com DECHa.

A etapa inicial da DECHa envolve dano tecidual e ativacdo de células APCs dos
tecidos do hospedeiro através do regime de condicionamento, o que leva a liberacao de LPS e
citocinas pro-inflamatorias, o que pode levar a ativagdo da coagulagdo sanguinea, como ja foi
explicado anteriormente. O regime de condicionamento pode ativar plaquetas, e liberar fator
tecidual do endotélio que sofreu dano. Esses mecanismos podem talvez, explicar o aumento
dos niveis de trombina nos pacientes com DECHa.

Em nosso estudo protedmico, identificamos a proteina NALP12 superexpressa no
plasma dos pacientes com DECHa. Os experimentos de valida¢do confirmaram o aumento da
expressao dessa proteina no plasma e na pele dos pacientes.

A proteina NALP12 faz parte de um complexo multiproteico denominado
inflamossomo. Os inflamossomos pertencem a uma subfamilia de receptores PRRs

denominada de receptores de ligacdo a nucleotideos contendo dominio com seqii€éncia
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repetida de residuos do aminodcido leucina (NLRs) (BAUERNFEIND et al., 2011). Os
inflamossomos sdo complexos citosdlicos que estimulam a autocatilise da pro-caspase 1
(CASP1) e sua principal funcio € promover o processamento de citocinas inflamatorias, como
IL-1P e IL-18 em sua forma ativa (TSCHOPP et al, 2003).

Os inflamossomos reconhecem vérios agentes estimuladores da inflamagdo como os
PAMPs (moléculas de padrdes moleculares associados a patogenos), DAMPs (moléculas de
padrdo molecular associadas ao dano) o que leva a direta ativagdo de caspase-1,
subsequentemente a liberacio das citocinas pré-inflamatérias ja citadas anteriormente. E
conhecido que moléculas como adenosina-5’trifosfato (ATP), 4cido drico e componentes
soliveis da matriz extracelular, funcionam como DAMPs e sdo chamados de sinais de perigo
enddgenos ativadores do inflamossoma (STROWIG, 2012) .

Zeiser et al, 2009 avaliou o efeito do ATP no desenvolvimento de DECHa em
camundongos. Foi observado aumento dos niveis de ATP apds a irradiacdo total corporal
(regime de condicionamento) e durante o desenvolvimento da DECHa. A estimulacdo de
células apresentadoras de antigenos (APCs) com ATP levou ao aumento da expressdo de
CD80 e CD86 in vitro e in vivo atuando uma cascata de eventos pré-inflamatérios incluindo
producdo de INF-y, ativacdo e expansdo de células T do doador e diminuicdo de células T
regulatorias. Nesse trabalho, também foi avaliado a interacdo de ATP com seu receptor
P2X;R. Foi observado que o neutralizando ATP, h4 um bloqueio em P2X;R durante o
desenvolvimento de DECHa.O ATP via P2X7R tem sido descrito como um sensor de perigo
(DAMP) que dirige a maturacdo e a liberagdo de IL-1p via inflamossomo (FERRARI et al.,
1997).

Recentemente, esse mesmo grupo descreveu a regulagdo do complexo inflamossomo
na DECHa (JANKOVIC, et al). Neste trabalho, eles mostraram que apds o regime de
condicionamento, o LPS que € liberado pelas bactérias do intestino e o acido trico liberado

pelo dano celular causado contribuem para ativacdo do complexo inflamossomo mediado pela
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secre¢do de IL-1B. Em transplantes realizados em camundongos Nlrp3 7 foi verificado um
atraso no aparecimento de DECHa e diminuicdo do grau histologico da doenca.

Com base nesses trabalhos, nossos resultados que apontam a proteina NALP12
presente no plasma e na pele dos pacientes com DECHa surge como uma nova dire¢do para
entender melhor a biologia da doenga em humanos e um novo possivel biomarcador da

doenca.
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Conclusaoes

A andlise protedmica indicou altera¢des nas vias de sinalizacdo do sistema calicreina-

cinina e coagulacdo sanguinea nos pacientes com DECHa.

As proteinas cininogénio I e Trombina foram validadas como superexpressas nos

pacientes com DECHa no dia D+45 e que tinham LMA como doenga de base.

A proteina NALP12 encontra-se aumentada no plasma e na pele pacientes com

DECHa e o complexo inflamossoma encontra-se ativado evidenciado pela expressao

da proteina IL1p.
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Anexo I: Tabela de proteinas expressas no plasma de pacientes com DECHa

Tabela 1: Proteinas diferencialmente expressas no plasma de pacientes com DECHa

Proteinas exclusivas ou superexpressas no plasma de pacientes com DECHa que tiveram LMA como doenca de base

Nome do Gene Descricdo Score Razdo ndo
DECHa:com DECHa
AMNTIS_HUMAN Antithrombin 111 0% Homo sapiens GWN SERPINCLI PE1 5v 1 450 52 Somente na DECHa
APOB_HUMAM Apolipoprotein B 100 05 Homo sapiens GN APOB PE 1 5V 1 5188 Somente na DECHa
APOC3_HUM AN Apolipoprotein ClllOS Homo sapiens GM APOC3I PE1SYV 1 1333 .28 Somente na DECHa
APOH_HUMAN Beta 2 glycoprotein 1 05 Homo sapiens GN APOH PE1 5V 3 799 .82 Somente na DECHa
CO4B8_HUMAN Complement C4 B O% Homo sapiens GN C4BPE 1 5V 1 585 .88 Somente na DECHa
HBEB_HUM AN Hemoglobin subunit beta O5 Homo sapiens GW HBB PE 1 5V 2 1664 41 Somente na DECHa
HY318_HUM AN g heavy chain WV Il region TUR OS5 Homo sapiens PE 1 5V 1 283 .88 Somente na DECHa
HY303_HUMM AN g heavy chain WV Il region WH26 05 Homo sapiens PE 1 5V 1 1270.41 Somente na DECHa
EV204 HUMAM g kappa chain V1l region TEW 05 Homo sapiens PE1 5V 1 21515 Somente na DECHa
EV3I02 HUMAM g kappa chain V11l region S1E 05 Homo sapiens PE1 5V 1 451 48 Somente na DECHa
IGHM_HUM AN lg mu chain Cregion 05 Homo sapiens GN IGHM FE 1 5V 3 2098.74 Somente na DECHa
MACHT LRR and PYD domains containing protein 12 05 Homo sapiens GNMNLRP12PE2SY
MNAL1Z HUMAN 2 7963 Somente na DECHa
AMBP_HUM AN Protein AMBFP OS% Homo sapiens GM AMBFE PE 1 5V 1 454 59 Somente na DECHa
CALTS_HUMAN Uncharacterized protein Clorfl7?S OS5 Homo sapiens GM Clorfl75 PE 2 SV 3 48 83 Somente na DECHa
ZAZG_HUMAN Zinc alpha 2 glycoprotein OS5 Homo sapiens G AZGP1LPE1 5V 1 248 44 Somente na DECHa
APT_HUM AN Adenine phosphoribosyltransferase 05 Homo sapiens G APRT PE 1 5V 2 32347 Somente na DECHa
ANGT_HUM AN Angiotensinogen 0% Homo sapiens GN AGTPE 15V 1 956.33 Somente na DECHa
APOAL HUMAN Apolipoprotein 41V 05 Homo sapiens GN APOA4 PE 15V 3 35721 Somente na DECHa
APOCZ_HUM AN Apolipoprotein Cll O5 Homo sapiens GM APOC2 PE1 SV 1 833.01 Somente na DECHa
C1R_HUMAN Complement Clr subcomponent 0% Homo sapiens GN C1IR PE 1 5V 2 26571 Somente na DECHa
COS _HUMAM Complement C5 0% Homo sapiens GW C5 PE 1 5V 4 251.02 Somente na DECHa
CO9 HUMMAM Complement component C9 05 Homo sapiens GN C3 PE1L SV 2 5312 Somente na DECHa




FHRI1I_HUMAMN Complement factor H related protein 1 O5 Homo sapiens GHN CFHRL PE1 5V 2 233.8 Somente na DECHa
EP400_HUMAM E1A binding protein pd00 05 Homo sapiens GN EP400 PE1 5V 3 224 88 Somente na DECHa
EF142_HUMAN Elongation factor 1 alpha 2 O% Homo sapiens GM EEF1AZ PE1 SV 1 73498 Somente na DECHa
FINC_HUMAN Fibronectin 05 Homo sapiens GN FN1 PE1 5V 3 548.55 somente na DECHa
Fumarylacetoacetate hydrolase domain containing protein 1 05 Homo sapiens G

FAHD1_HUMAN FAHDL PE1 5V 2 77056 Somente na DECHa
GELS _HUMAN Gelsolin 05 Homo sapiens GW G5W PE 1 5V 1 2551 Somente na DECHa
RAMN_HUMAMN GTP binding nuclear protein Ran 05 Homo sapiens GW RAN PE 1 5V 3 331929 somente na DECHa
HBA_HUM AN Hemoglobin subunit alpha 0% Homo sapiens GN HBAL PE1 5V 2 2763.16 Somente na DECHa
HEPZ_HUMAN Heparin cofactor 2 05 Homo sapiens GM SERPINDL PE 1 5V 3 567.22 somente na DECHa
HY306_HUMAN Iz heavy chain VIl region BUT OS5 Homo sapiens PE 15V 1 1127 66 somente na DECHa
HY319 HUMAN |z heavy chain V11l region JON OS5 Homo sapiens PE1 5V 1 565.39 somente na DECHa
FV107 _HUMARN g kappa chain V| region Gal 05 Homosapiens PE 15V 1 B34 .08 Somente na DECHa
EV108_HUMAN |z kappa chain V| region Hau OS5 Homo sapiens PE1 5V 1 B23.5 Somente na DECHa
EV1le HUMAN lg kappa chain V| region Roy O5 Homo sapiens PEL 5V 1 601.85 somente na DECHa
EV2Z01_HUMAMN g kappa chain W 1l region Cum 05 Homo sapiens PEL1 5V 1 307.07 Somente na DECHa
ITIHL_HUMAMN Inter alpha trypsin inhibitor heavy chain H1 05 Homo sapiens G ITIHLPE 1 5V 3 510.51 Somente na DECHa
ITIHE_HUMAMN Inter alpha trypsin inhibitor heavy chain H2 05 Homo sapiens GH ITIHAPE 1 5V 4 279.32 Somente na DECHa
EMG1 HUMAN Kininogen 1 O5 Homo sapiens GN KNG1 PE 1 5V 2 132156 somente na DECHa
AZGL_HUMAN Leucine rich alpha 2 glycoprotein 05 Homo sapiens GW LRG1 PE1 5V 2 346.89 Somente na DECHa
MFAPL HUMAN Microfibrillar associated protein 1 0% Homo sapiens GN MFAP1 PE 1 5V 2 231.18 Somente na DECHa
MNFEBZ_HUMAN Muclear factor NF kappa B p100 subunit 05 Homo sapiens GW NFKB2 PE1 5V 4 222.13 Somente na DECHa
PLGA_HUMAM Plasminogen related protein A 05 Homo sapiens GN PLGLAPE 3 5V 1 321.86 Somente na DECHa
THREB_HUM AN Frothrombin 05 Homo sapiens G F2 PE1 SV 2 621.07 somente na DECHa
POM1I_HUMAN Serum paraosonase arylesterase 1 05 Homo sapiens GN PON1 PE1 5V 2 202.6 somente na DECHa
THAS _HUMAN Thromboxane A synthase 05 Homo sapiens GN TBXASL PE1 5V 3 1585 somente na DECHa
TTHY _HUMAMN Transthyretin 0% Homo sapiens GN TTRPEL 5V 1 172027 Somente na DECHa
FIBG_HUMAN Fikrinogen gamma chain O5 Homo sapiens GN FGG PE 1 5V 3 166252 0.89

FIBB_HUMAN Fibrinogen beta chain 05 Homo sapiens GN FGB PE 1 5V 2 1024565 0.85




HPT_HUMAN Haptoglobin 0% Homo sapiens GN HPF PE 1 5V 1 25564 3 0.54
TRFE_HUPMAM Serotransferrin 0% Homo sapiens G TFPE 1 5V 2 17907 .9 0.54
IGKC_HUMAM Ig kappa chain Cregion 05 Homo sapiens GM IGKC PE 1 5V 1 50149 .6 0.81
HEMO_HUMAM Hemopexin 0% Homo sapiens GM HPX PE 1 5V 2 1707 .72 0.79
CLUS_HUM AN Clusterin OS Homo sapiens GN CLU PE 1 SV 1 226691 0.7

PLMMN_HUMARN Pla=sminogen 0% Homo sapiens G PLG PE1 5V 2 492 51 0.69
A1AT _HUMAM Alpha 1 antitrypsin O5 Homo sapiens GN SERPINAL PE 1 5V 3 127619 0.564
FIBA_HUMAN Fibrinogen alpha chain 0% Homo sapiens GN FGAPE 1 5V 2 12110.6 0.64
IGHAL HUMAN Ig alpha 1 chain C region O5% Homo sapiens GM IGHAL PE 1 5V 2 3580.67 0.64
WTNC_HUMARN Vitronectin O5 Homo sapiens GNWTH PE1 5V 1 363.65 0.64
ALAGZ HUM AN Alpha 1 acid glycoprotein 2 05 Homo sapiens GM ORM2Z PE 1 5V 2 363.94 0.63
ALBG_HUMARN Alpha 1B glycoprotein 05 Homo sapiens GN A1BG PE1 5V 3 4178.53 0.6

AACT _HUMAM Alpha 1 antichymotrypsin 05 Homo sapiens GMN SERPINAS PE 1 5V 2 6822 35 0.58
IC1_HUMMAMN Flasma protease C1 inhibitor 05 Homo sapiens GM SERPING1 PE 1 5V 2 523073 0.55
HBE_HUM AN Hemoglobin subunit epsilon 0% Homo sapiens GM HBE1 PE 1 5V 2 4296.71 0.41

Proteinas exclusivas ou com a expressdo diminuida no plasma dos pacientes com DECHa que tiver

am LMA como doenca de base

Mome do Gene Descrigdo Score Razdo sem DECHa:
com DECHa
ENVMIOTV_HUMAM Ig kappa chain V1l regicon GOL 0% Homo sapiens PE 1 5V 1 451 .48 Somente na sem DECHa
Myosin light chain kinase 2 skeletal cardiac muscle 05 Homo sapiens GM MYLEZ2 PE 1 5V

FAYLEZ _H UM AN 3 4214 Somente na sem DECHa
TRYE5_HUM AM Putative trypsin & 05 Homo sapiens GHM TRYG PES SV 1 346.09 Somente no sem DECHa
SaA8 HUMAM Serum amyloid A protein 0% Homo sapiens GM SAA1 PE 1 5V 2 15478 Somente no sem DECHa
SMTH_HURMAM smgothelin 0% Home sapiens GHN SMTHN PE1 5V 5 98.01 Somente no sem DECHa
YWP13D _HUPMMAN Wacucolar protein sorting associated protein 130 05 Homo sapiens GM WPS13D PE1 SV 1 | 34.47 Somente no sem DECHa
HBD_HUMAN Hemoglobin subunit delta 05 Homo sapiens GM HBD PE 1 5V 2 48532.56 Somente no sem DECHa
HW320 HUMAM Ig heawvy chain ¥ 1l region GAL O5 Homo sapiens PE1 5V 1 1825 23 Somente no sem DECHa
HYW318_HUMNMAM Ig heawvy chain W Il region TUR 05 Homo sapiens PE 15V 1 1772.4 Somente na sem DECHa
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Somente no sem DECHa

HY303_HUMAN Iz heavy chain VIl region WH2E6 05 Homo sapiens PE1 5V 1 5683.44
Transmembrane and coiled coil domains protein 1 05 Homo sapiens GN TRMCC1 PE 1 5V somente no sem DECHa
TRMCCI_HUMAN 2 19146
HY304 HUMAN lg heawy chain ¥ 1l region TIL 05 Homo sapiens PE 1 5V 1 15964 .14 968
IGHGE _HUM AN g gamma & chain Cregion 05 Homo sapiens GH IGHG2 PE1 5V 1 2565.29 4.1
IGHGZ_HUM AN g gamma 2 chain Cregion 05 Homo sapiens GH IGHG2 PE1 5V 2 122691 275
IGHG3_HUM AN lg gamma 3 chain Cregion 05 Homo sapiens GH IGHGS PE 15V 2 FO02 47 2.46
CO448 HUMAN Complement C4 4 OF Homo sapiens GN C4APE1 5V 1 3066.82 212
PZP_HUMAN Pregnancy zone protein O5 Homo sapiens GN PZP PE 1 5V 4 33784 1.86
APOAZ _HUMAN Apolipoprotein A11 0% Homo sapiens GN APOAZ PE1 5V 1 3566.52 157
APOAT _HUMAM Apolipoprotein Al 05 Homo sapiens GN APOAT PE1 5V 1 8346591 154
IGEC_HUMAN Iz kappa chain Cregion 05 Homo sapiens G IGKC PE 15V 1 513215 152
IGHGI_HUM AN |z gamma 1 chain Cregion 05 Homo sapiens GH IGHGLPE15V 1 3584549 1.39
AlAGI_HUMAN Alpha 1 acid glycoprotein 1 0% Homo sapiens GN ORM1 PE1 5V 1 1780.19 1.35
LAC HUMAM |z lambda chain C regions 0% Homo sapiens GN IGLC1 PE 1 5V 1 23828 1.2
ALBU_HURMMAN Serum albumin 0% Homo sapiens GN ALB PE 1 5V 2 51986.3 1.15
AZMG_HUMAN Alpha 2 macroglobulin 0% Homo sapiens GN AZM PE 1 5V 2 92465.26 1.09
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Tabela I1. Dados clinicos resumidos dos pacientes

Pacientes

Com DECHa (n=20)

Sem DECHa (n=11)

Idade-média (faixa etaria) 39,25 (12-58) 29,8 (06-48)
Sexo (homem:mulher) 15:05 05:06
Tipo de transplante

Aparentado n (%) 19(95) 8(72,3)
Nao Aparentado n(%) 1(5) 3(27,7)
Fonte de células tronco

Medula Ossea n(%) 12 (60) 06 (54,5)
Sangue Periférico n{%) 8 (40) 3(27,3)
SCUP n{%) 0 2(18,2)
Regime de Condicionamento

Bu+Cy n(%) 19 (95) 7(63,3)
Bu+Cy+TBI n(%) 1(5) 3(27,3)
Mel +TBI n[%) 0 1(9,2)
Profilaxia da DECHa

CSA +MTX n(%) 18(30) 11{100)
CSA n(%) 2(10) 0
Status da doenca de base

Remissdo n(%) 20(100) 11{100)
Recaida n(%) 0 0
Estadiamento da DECHa

Grau Il n(%) 12 (60)

Grau Il n(%) 7(35)

Grau IV 1(5) |

Legenda: SCUP- sangue de corddo umbilical e placentirio, Bu- bussulfano; Cy-

ciclofosfamida; TBI- irradiagdo total corpérea; CSA-ciclosporina; MTX-metrotexato.



Anexo II: Carta de Aprovacao do Comité de Etica e Pesquisa (CEP-INCA)

MINISTERIO DA SAUDE
Instituto Nacional de Cincer
| Comité de Etica em Pesquisa-INCA
s

A: Dra. Eliana Saul Furquim Werneck Abdelhay Rio de Janeiro, 11 de julho de 2006
Pesquisadora Principal

Registro CEP n® 033/06 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)
Titulo do Projeto: Moléculas envolvidas no enderegamento de células tronco humanas

Prezada Doutora

Informamos abaixo a composi¢do do Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de
Cancer que analisou ¢ aprovou o estudo acima especificado.

Adriana Alves de Souza Scheliga Médica Oncologista Clinica HC |

Adriana Bonomo Médica Medicina Experimental

André Marcelo Machado Soares Tedlogo / Filosofo Extra INCA

Carlos Frederico de Freitas Lima Meédico Cirurgido Mastologista H CI11

Carlos Henrique D da Silva Médico HC TV

Ilana Zalcberg Renault Hematologista HC I INCA

llce Ferreira da Silva Enfermeira HC II INCA

Ivan da Costa Marques Matematico Extra INCA

José Bines Meédico Oncologista HC 111

José Claudio Casalli Médico Coordenador do Banco de Tumores do INCA

Leticia Segadas Representante de usuarios Extra INCA

Liz Maria de Almeida Satide Coletiva INCA

Maria Celeste de O. P. F. Esteves Representante de Usudrios Extra INCA

Mauro Zamboni Médico Pneumologista HC |

Miguel Angelo Martins Moreira Bidlogo Divisao de Genética

Paulo Alexandre Mora Médico Oncologista HCII

Paulo Antonio Silveira de Faria Meédico Patologista DIPAT INCA

Walter Esteves Pifieiro Advogado Extra INCA
Atenciosamente

Dra. Adriana Scheliga

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
CEP-INCA
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Anexo II1: Termo de consentimento Livre e esclarecido para coleta de sangue
periférico dos pacientes

Termo de Consentimento Informado Livre e Esclarecimento aos Pacientes

E necessario que o (a) senhor (a) leia atentamente e entenda o estudo antes de assinar este
documento. Por isso, caso o (a) senhor (a) ndo entenda qualquer palavra ou informacao, por

favor peca explicacdes detalhadas para o profissional do servigo.

Nome do estudo: “AVALIACAO DA DOENCA ENXERTO CONTRA HOSPEDEIRO
AGUDA ATRAVES DE EXAMES ESPECIFICOS DE SANGUE.”

Objetivo do estudo:

A doenga enxerto contra hospedeiro aguda € uma das complicacdes mais importantes que
ocorre apds o transplante de células-tronco hematopoiéticas (medula 6ssea). Pode se
manifestar na pele com o aparecimento de manchas vermelhas na face, tronco € membros,
assim como em outros 6rgaos como o figado, a boca, o estdmago, o intestino e os pulmdes. Se
utilizam medicacdes na prevencdo desta complicagdo. O tratamento em geral é feito com
medicdes que diminuem a imunidade do paciente, aumentando o risco de infec¢des. O
objetivo principal deste estudo € verificar a variagdo das populacdes celulares sanguineas em
dias pré-selecionados, além de analisar a variacdo de substincias secretadas por essas
populacgdes. Para tal, € necessario que se retire amostras de sangue do paciente antes € apds o
transplante nos dias D-8 e DO (pré-transplante), e nos dias D+14, D+28, D+45, D+100,
D+180 e D+360 (pds-transplante).

Riscos:
O presente estudo ndo oferece nenhum risco para o paciente, pois esse procedimento faz parte

da rotina do servico do CEMO.

Confidencialidade:
Todos os dados provenientes deste estudo e relativos aos pacientes serdo processados de
forma ano6nima, sem o nome ou endereco dos participantes. A protecdo dos dados sera

inteiramente garantida mesmo em caso de publicacdo em revistas cientificas.



Participacido Voluntaria:

O seu consentimento para a participacdo no estudo € livre e voluntario e ndo havera nenhuma
forma de pagamento. Também ndo existirdo custos por parte do paciente para que seja
realizado o estudo. Por ser uma participacdo voluntaria, o (a) senhor (a) ndo sofrerd nenhuma

penalidade caso ndo dé a sua autorizagdo.

Em caso de davidas:
Em caso de duvidas, entrar em contato com a Dra. Adriana Scheliga do Comité de Etica em
Pesquisa do INCA, no telefone 3233-1353, ou com o pesquisador responsavel por esse

estudo, o Dr. Luis Fernando da Silva Bouzas, no CEMO/INCA, no telefone 2506-6215.
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“AVALIACAO DA DOENCA ENXERTO CONTRA HOSPEDEIRO AGUDA
ATRAVES DE EXAMES ESPECIFICOS DE SANGUE.”

TERMO DE CONSENTIMENTO VOLUNTARIO

Concordo em doar uma pequena quantidade do meu sangue para pesquisa, desde que seja
sempre respeitada a confiabilidade dos dados contidos na ficha, bem como a minha
identidade. Entendo que ndo receberei nenhuma compensacgao financeira, ou qualquer tipo

de doacdo, pela participacao no estudo. Confirmo ter lido e entendido completamente todas as

informacdes, a natureza do estudo e voluntariamente concordo em participar do mesmo.

Nome do paciente:

Numero do Prontuéario: Data:

Assinatura do paciente:

Nome da testemunha:

Assinatura:

Nome do profissional responséavel pela coleta:

Assinatura:

Nome do pesquisador responsavel:

Assinatura:
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Anexo I'V: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para a coleta de biopsias de pele

Termo de Consentiments Informado Livre e Esclarecido ao Paciente

E necessirio que o (1) scnhor (a) lein atentaments & entenda o cctudo antes de sesinar oste
documenta. Por isse, caso o(a) senhor(a) niio entenda qualquer palavra ou informacde, por favor
pega explicaghes detalhadas pars o profissional do servigo.

Nome do estudo: “AVALIACAO PRECOCE DA DOEN CA ENXERTO CONTRA HOSPEDEIRO
ATRAVES DE EXAME HISTOPATOLOGICU DA PELE E IMUNUHIS TOQUIMICA SERIADAS.”

Obietive do estude:

A doenga enxerio contra hospedeir & uma das complicages mais importanies que ocorre apés
o transplante de células tronco hematopoéticas(medula éssea). Pode se manifestar na pele com o
aparecimento de manchas vermelhas em face , tronco e membros , assim como em oulros Orgaos como
o figado , a hoca, o estbmago. o intestino ¢ s pulmdes. Se utilizam medicaghes na prevencio desia
complicagio. O tratamento em geral & feito com medicagdes que diminuem & imunidsde do pacients,
aumentando ¢ risco de infecgles .

M shjative prinecipal deste sotudo & varifisnr stmyvés de oramon sspecialinadoafhistopatelogia o
irmunchisioquimica) a forma como aparece a doenga. Para tal sio necesséirias bidpsias seriadas de pels,
além de coletas simultineas de sangue, para identificar precocemente, antes mesmo que a doenga
cuactlu vouli hespedeire se manifeste clinicamente, Para 1sso faremos a retirada de pequenas amostras

" de pele no tamanho de 2.5 mm , que serfio coletadss no dias —8 (antes do transplante), 0{dia do
transplanie) e nos dias +14, +28 & +100( apés o transplante).

Riseos;

O presente estudo néo oferece nenhum risco para o paciente, pois esse procedimento faz parte
darotina do servige do CEMO.
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© “AVALIACAO PRECOCE DA DOENCA ENXERTO CONTRA HOSPEDEIRO ATRAVES DE
EXAME HISTOFATOLOGICO DA PELE E IMUNOHISTOQUIMICA SERIADAS.”

TERMO DE CONSENTIMENTO VOLUNTARIO:

Concordo em eer submetido as bidpsins de pele necesséring, desde que soja respeitado sempre a
confidencialidade dos dados contidos na ficha, bem como a minhe identidade,

Entendo que nio receberei nenhuma compensagiio financsira, ou qualquer tipo de doagdo, pela
participagdo 0o estudo.

Confirme ter lido e entendido completamente todas as informagfes, a natureza do estudo
voluntariamente concordo em participar do mesmo,

Nome do(a) pacienie:

Idade; Sexo: Cor:

Assinatura dofa) doador(a); data: [/
Nome da testermnunha:

Agginatura: data: ( /

Nome do(a) profissional responsavel pela bidpsia;
Assinatura: data: [/ /

Nome do{a) pesquisador(a) responsével:
Assinatura; data: /[ /

75



76



77






