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Resumo

AUTORREATIVIDADE HUMORAL A PEPTIDEOS DA MIOSINA CARDIACA
E PROTEINA DE CHOQUE TERMICO 60: ESTUDO SEQUENCIAL EM

PACIENTES TRANSPLANTADOS CARDIACOS E INDIVIDUOS SADIOS

A resposta imune dirigida a autoantigenos pode contribuir para a
patogénese das doencas autoimunes. Porém, também é discutido o papel
imunorregulador da autoimunidade em processos inflamatorios e na rejeicéo
do aloenxerto. NOs pesquisamos 0s autoanticorpos IgG e IgM reativos a
peptideos da miosina cardiaca (MC) e da proteina de choque térmico 60
(Hsp60) no soro de individuos sadios (IS, n=30; 3 momentos com intervalos
de 6 meses) e individuos transplantados cardiacos (Tx, n=65, > 2
amostras/individuo, de diferentes periodos Tx: pré-Tx, Tl: <l ano, T2: 1 a5
anos e T3: >5 anos), por ensaio imunoenzimatico (ELISA).

Todos os sujeitos do estudo tiveram anticorpos IgG ou IgM que
reconheceram pelo menos um dos peptideos avaliados. Os anticorpos 1gG
de individuos Tx reconheceram mais peptideos do que dos IS, para a MC
(12,2 + 8,5, intervalo: 1-32 peptideos versus 5,2 + 3,0, intervalo: 0-14;
p<0,0001), e para a Hsp60 (6,0 £ 4,4, intervalo: 0-18 versus 3,9 = 3,0,
intervalo: 0-12; p=0,0208). A frequéncia de individuos positivos para o0s
anticorpos IgG foi maior no grupo Tx do que nos sadio (p<0,05), com
reatividade para a maioria dos peptideos da MC e da Hsp60. Em contraste,
a frequéncia de individuos positivos para os anticorpos IgM foi maior no
grupo de IS do que no Tx (p<0,05), principalmente para a reatividade dirigida

aos peptideos da MC. Os individuos do grupo Tx reconheceram todos os
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peptideos da MC, inclusive alguns ndo reconhecidos pelos sadios (S2: 19,
21, 22, 25, 27, e 29). A variabilidade temporal da autoimunidade humoral aos
peptideos desses antigenos foi maior no grupo Tx (p<0,001), indicando
maior estabilidade do perfil no estado fisiologico.

No grupo Tx, a frequéncia de individuos positivos para anticorpos IgG
e 0 numero de peptideos reconhecidos foram maiores nos periodos de pré-
Tx e T1 e na rejeicdo (p<0,05). Em contraste, para os anticorpos IgM, a
frequéncia de individuos positivos e numero de peptideos reconhecidos
foram maiores nos periodos de T1, T2 e no momento sem rejeicéo (p<0,05).

Em resumo, no estado fisiolégico, observamos um predominio de
autoanticorpos dirigidos a MC e a Hsp60 do tipo IgM, enquanto que no
periodo pré-Tx e durante a rejeicdo o predominio foi de IgG. Com base
nesses resultados, interpretamos que o ambiente inflamatério da doenca
cardiaca e da rejeicdo possa induzir uma maior expressao de Hsp60 e
exposicao da MC - decorrente da necrose de cardiomidcitos - a células do
sistema imune. A resposta imune desencadeada, neste contexto, culminaria
na mudanca do isotipo IgM, predominante no estado fisiol6gico, para o
isotipo 1gG, predominante no quadro de inflamacéo.

Em concluséo, identificamos um perfil distinto da autoimunidade
humoral dirigida a miosina cardiaca e a Hsp60, no estado fisiolégico e no
transplante cardiaco. Novos estudos permitirdo avaliar a atividade funcional
desses autoanticorpos no enxerto e nas células do sistema imune, talvez
desempenhando um papel na rejeicdo ou na manutencdo da homeostase,

no contexto fisiologico.



Abstract

HUMORAL AUTOREACTIVITY TO PEPTIDES FROM CARDIAC MYOSIN
AND HEAT SHOCK PROTEIN 60: SEQUENTIAL STUDY IN HEART

TRANSPLANTED PATIENTS AND HEALTHY SUBJECTS

The immune response directed to self antigens can contribute to the
pathogenesis of autoimmune diseases. However, autoimmunity may also
have an immunoregulatory role in allograft rejection and in other
inflammatory processes. We analyzed IgG and IgM autoantibodies reactive
to peptides from the human cardiac myosin (CM) and the heat shock protein
60 (Hsp60) in the sera of healthy individuals (HI, n=30, 3 time points with 6
month intervals) and heart transplant individuals (Tx, n=65, >2
samples/individual, from different Tx periods: pre-Tx, T1l: <1 year post-TX,
T2: 1to 5 years and T3: >5 years), by Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA).

All subjects from both groups had IgG or IgM antibodies that
recognized at least one of peptides studied. The numbers of peptides
recognized by IgG antibodies was higher in the Tx group than in the HI, for
CM (12.2 £ 8.5, range: 1-32 peptides versus 5.2 + 3.0, range: 0-14 peptides;
p <0.0001) and for Hsp60 (6.0 *+ 4.4, range: 0-18 peptides versus 3.9 * 3.0,
range: 0-12 peptides; p=0.0208). The frequency of individuals displaying 1gG
antibodies was higher in the Tx group than in HI (p<0.05), for both CM and

Hsp60. In contrast, the frequency of individuals with IgM antibodies was

higher in HI than in the Tx group (p<0.05), mainly for CM.



Abstract

The Tx individuals recognized all CM peptides, including those not
recognized by healthy individuals (S2: 19, 21, 22, 25, 27, e 29). Time
variability of humoral autoimmunity directed to peptides of both antigens was
higher in the Tx group (p<0,001), indicating a more stable profile in the
physiologic state.

In the Tx group, the frequency of individuals with IgG autoantibodies
and the number of peptides recognized were higher in the pre-Tx and T1
periods and during rejection (p<0.05). In contrast, for IgM antibodies, the
frequency of individuals and the number of peptides recognized were higher
in the T1, T2 and in the period with no rejection (p<0.05).

In summary, IgM autoantibodies directed to CM and Hsp60 were
predominant in the physiologic state, in contrast with the predominance of
IgG autoantibodies in the pre-Tx period and during rejection. We suggest that
the inflammatory environment found in both cardiac diseases and rejection
favors the increase of Hsp60 expression and the exposure of cardiac myosin
antigens due to cardiomyocyte necrosis. The immune response triggered in
this context induces cell activation and isotype switch, from IgM, predominant
in the physiologic state, to IgG, more detected in the inflammatory process.

In conclusion, we identified a distinct profile of humoral autoimmunity
to cardiac myosin and to Hsp60 in the physiologic state and in cardiac
transplantation. Further studies will allow us to evaluate the functional activity
of these antibodies in the graft and in cells of the immune system; they may
have a role in rejection or in the maintenance of homeostasis, in the

physiologic context.
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1. INTRODUCAO

Autoimunidade

Autoimunidade refere-se a existéncia de receptores especificos de
antigenos presentes em células do sistema imune de um individuo que
reconhecem as moléculas préprias. O termo autorreatividade pode ser
utilizado como sindnimo de autoimunidade no seu conceito historico original,
traduzindo a existéncia de linfocitos T, B e de anticorpos autorreativos,
mesmo na auséncia da doencga.

A teoria de selecao clonal (Burnet, 1959) sustentava a idéia de que a
funcdo primaria do sistema imune era distinguir molecularmente entre o
préprio e nao préprio, € que a existéncia de linfoécitos autorreativos seria
resultado de uma falha no processo de selegdo. No entanto, esta hipotese
foi refutada, assim como o conceito de “horror autotoxicus” (Ehrlich et. al.,
1957), uma vez que a autoimunidade fisiolégica foi observada por varios
grupos de pesquisadores (Nobrega et. al., 1993; Coutinho et. al., 1995;
Schwartz et. al., 2000). Em nosso laboratério, a autoimunidade também tem
sido investigada em condigdes fisioldgicas e em diversos contextos, como no
transplante (Granja et. al., 2004; Caldas et. al., 2006; Luna et. al., 2007), na
doencga de Chagas (Cunha-Neto et. al., 1995; Iwai et. al., 2005) e na febre
reumatica (Guilherme et. al., 1995; Guilherme et. al., 2001). Na teoria do
homunculo imunolégico postulou-se que as células T e B autorreativas, bem
como os autoanticorpos formariam uma rede interconectada que apresentam
a capacidade de regulagdo e manutencdo da homeostase (Cohen et. al.,

1991). Ainda segundo esta teoria, o repertério de linfécitos autorreativos
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envolvidos na autoimunidade fisiologica seria dirigido a trés classes
principais de autoantigenos dominantes: moléculas da resposta imune,
moléculas de manutencdo e moléculas tecido-especificos (Schwartz et. al.,
2000). Aqui, destacamos dois autoantigenos homunculares estudados neste
trabalho: a miosina cardiaca (tecido-especifico) e proteina de choque
térmico 60 (Hsp60, molécula de manutencdo). Esses mesmos
pesquisadores observaram que o padrao global de autoanticorpos foi capaz
de diferenciar um estado fisioldgico do patolégico nos sistemas murinos e
humanos e, também predizer a susceptibilidade para diabetes tipo | em
camundongo NOD (Quintana et. al., 2004a; Quintana et. al., 2004b; Cohen
IR, 2007). A autoimunidade poderia resultar em tolerancia ou em resposta
imune patologica dependendo da susceptibilidade genética do individuo e,
dos mecanismos pelos quais os autoantigenos sao apresentados ao sistema
imune, e assim como do seu contexto de reconhecimento (Malkiel et. al.,
1996). No contexto do transplante, a resposta dirigida aos aloantigenos do
doador é o fator desencadeador que pode modificar a autorreatividade
fisiolégica (Fedoseyeva et. al., 1996). Esses pesquisadores sugerem que a
maior exposi¢cao de autoantigenos durante a rejeicao ativa os linfécitos T e B
autorreativos, podendo contribuir para maior lesdo do enxerto no modelo
murino de transplante cardiaco (Fedoseyeva et. al., 1999). Em nosso
laboratério, também verificamos aumento da autorreatividade de células T
apos o transplante renal humano (Portugal et. al., 2001). Essas diferentes
visdes da autoimunidade abrem novos campos de investigagdo sobre o seu

papel benéfico e sua potencial aplicagdo para o desenvolvimento de
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estratégias terapéuticas para induzir imunorregulacdo em doengas

autoimunes e no transplante.

Autoanticorpos, anticorpos naturais e Células B1

Os autoanticorpos sao imunoglobulinas que reconhecem as
moléculas do préprio organismo. Quando esses autoanticorpos sao
produzidos fisiologicamente, sem estimulos antigénicos externos e néo
apresentam acao patogénica, sdo denominados também de anticorpos
naturais (Coutinho et. al., 1995; Haury et. al., 1997). Sabe-se que os
anticorpos naturais sao capazes de suprimir atividades bacterianas no inicio
de uma infeccao (Haury et. al., 1994b; Zhou et. al., 2004). Ha experimentos
em que os linfécitos B obtidos a partir do sangue do cordao umbilical de
recém-nascidos e do figado fetal de humanos foram cultivados “in vitro”.
Esses linfocitos B produziram anticorpos com capacidade de reagir ndo sé
aos antigenos endogenos, mas também aos antigenos exdgenos (Mouthon
et. al., 1995). Em outros experimentos foi verificado que os camundongos
criados sob condigdes livres de patdgenos, inclusive recebendo dietas
ultrafiltradas e quimicamente definidas, possuem o repertério de linfocitos B
semelhante ao daqueles criados em condi¢gdes convencionais (Bos et. al.,
1987; Haury et. al., 1997; Menezes et. al., 2003). Esses dados experimentais
sugerem que os anticorpos naturais sao produzidos independentemente de
estimulos antigénicos externos.

Varios grupos de pesquisadores observaram que os individuos sadios

possuem autoanticorpos que reconhecem inumeros antigenos de tecidos
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préoprios (Nobrega et. al., 1993a; Haury et. al., 1994a; Mouthon et. al., 1995;
Vaz, 2000). Cohen e colaboradores, mais recentemente, aplicaram recursos
de bioinformatica para a leitura de “immunochips” de aproximadamente 100
autoantigenos pré-fixados em uma membrana, sendo possivel estabelecer
padroes de reatividade a autoanticorpos que superam variagdes de
diferencas individuais provenientes do background genético e da histdria
imunoldgica do individuo. Essa nova abordagem possibilitou a discriminagao
entre o estado de saude e do diabetes, tanto em camundongos NOD
(Quintana et. al., 2004b) como em humanos (Quintana et. al., 2003). O
padrao global de reatividade dos autoanticorpos tem a caracteristica de
pouca variagao entre individuos saudaveis. No entanto, é possivel detectar
alteragbes quantitativas de autoanticorpos no soro de individuos, mesmo
antes de desenvolver a doenga (Revisado por Poletaev et. al., 2003). Vale
lembrar que existem também autoanticorpos que podem ter atividade
patogénica e contribuir para o desenvolvimento das doengas autoimunes
(Murakami M et. al., 1997; Korganow et. al., 1999; Fields ML et. al., 2003;
Martin et. al., 2004).

A subpopulacao de linfécitos B conhecida como B-1 tem sido descrita
como produtora de anticorpos naturais (Boes, 2000). Essas células surgem
na fase precoce da ontogenia, no figado fetal e na medula 6ssea e em
camundongos adultos, sao encontrados principalmente nas cavidades
pleural e peritoneal (Hayakawa et. al., 1999). Outra subpopulagdo de
linfocitos B residentes da zona medular do baco, que possui a capacidade

de interagir com células dendriticas foliculares, também tem sido citada na
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literatura como produtora de anticorpos naturais (Ferguson et. al., 2004;
Bayry et. al., 2005; Mauri et. al., 2008). Estima-se que, in vivo, 5 a 15% dos
linfécitos B ativados no bago sejam produtores de anticorpos naturais
(Holmberg et. al., 1986). Os mecanismos de ativacdo e selegcdo desses
linfécitos B autorreativos ainda sao controversos, porém ha dados da
literatura nos quais € sugerido que a interagao anti-idiotipica (Lundkvist et.
al., 1989) e o reconhecimento de autoantigenos (Haury et. al., 1997; Hardy

et. al., 2001) sejam fatores importantes na geragao desses anticorpos.

Citocinas que atuam na mudanca de isotipo de anticorpo

Os linfocitos B sao ativados pelos sinais provenientes da ligacéo do
antigeno ao receptor de células B e dos sinais coestimulatérios dos linfécitos
T auxiliares (Abbas et. al., 2005). Quando ativados, os linfécitos B sofrem a
mudanca do isotipo IgM para o isotipo IgG e, nesse processo, as citocinas
do padrdo Th1, como: IL-2, IFNy e TNF direcionam para a produgédo dos
anticorpos dos isotipos IgG1 e IgG3, em humanos (Spiegelberg et. al., 1991;
Harriman et. al., 1993). Geralmente, esses isotipos de anticorpos estéo
associados as respostas antivirais, possuem capacidade de opsonizagao e
fixam complementos. Também s&o fundamentais para o mecanismo de
citotoxicidade celular mediada por anticorpos (Wong et. al., 1994). Quanto
aos anticorpos 1gG2, ainda ha controvérsias na literatura. Alguns
pesquisadores defendem que a mudanga para o isotipo 1gG2 seja
dependente da citocina IFNy (Baida et. al., 1999), no entanto, outros

sustentam que citocina TGF-f direciona a produgao de IgG2 e também de
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IgA (Stavnezer, 1995). As citocinas de padrdao Th2 como: IL-4, IL-5, IL-6, IL-
10 e IL-13 favorecem a mudanga de isotipos de imunoglobulinas para o
isotipo 1gG4 e para IgE (Paul WE, 1994). Esses anticorpos séao
neutralizantes e ativadores de eosindfilos e induzem resposta de
hipersensibilidade tipo | ou alérgica (MacDonald AS et. al., 2001;
Kapsenberg ML, 2003). Em um trabalho recente, os autores mostraram “in
vitro” que os linfécitos T reguladores, com alta expressdao de Foxp3 e
produtores de IL-10 foram capazes de induzir os linfécitos B a produzir
anticorpos do isotipo IgG4 de modo dependente do contato entre as células
(Satoguina et. al.,, 2008). Os anticorpos do isotipo IgG4 sdo de baixa
afinidade pelas moléculas de C1gq do complemento e os receptores Fc das
células efetoras, portanto, acredita-se que esses anticorpos nao possuam

atividade inflamatdria (van der Zee et. al., 1986).

Autoantigenos

Os autoantigenos do organismo também sdo alvos de
reconhecimento do sistema imune, ndo s6 em estado patolégico, mas
também em individuos sadios. Podemos citar alguns desses autoantigenos,
cuja reatividade tem sido descrita, por exemplo, a miosina cardiaca (Dunn et.
al.,, 1991; Warraich et. al.,, 2000), glicolipides do musculo esquelético
(Laguens et. al., 1996), colesterol LDL oxidado (Fang et. al., 2002), Grp75
(do inglés: glucose regulated protein) e Hsp60 (Wheeler et. al., 1995;
Pockley et. al., 2005). O reconhecimento de antigenos das células

endoteliais como a vimentina, actina e tubulina pelos autoanticorpos de
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individuos transplantados tem sido associado a maior frequéncia de
vasculopatia do enxerto ou também denominada de rejeicado crbnica
(Wheeler et. al., 1995; Jurcevic et. al., 2001; Rose, 2005; AIvarez-Marquez
et. al., 2008; Sun et. al., 2008). No entanto, outros pesquisadores levantam a
discussao de que a autorreatividade também pode ter um papel importante
na imunorregulacao (Poletaev et. al., 2003; Cohen IR, 2007).

No presente trabalho, escolhemos dois autoantigenos - a miosina
cardiaca humana (MC) e a proteina de choque térmica 60 (Hsp60) - para
avaliar a resposta imune humoral no estado fisiolégico e no contexto do
transplante, com a finalidade de identificar padrdes diferenciais de

autorreatividade associados ao processo de rejeigao e a condigao fisioldgica.

Miosina Cardiaca

A unidade contratil do musculo € denominada de sarcémero, sendo
composta de filamentos grossos e finos intercalados. O filamento fino é
formado por trés proteinas: actina, troponina e tropomiosina. O filamento
grosso é formado pela molécula de miosina, que é uma proteina formada por
duas cadeias polipeptidicas pesadas de peso molecular de
aproximadamente 200kD, e quatro leves: duas de 27kD e duas de 20kD
(Malkiel et. al., 1996). As cadeias pesadas possuem uma estrutura globular
em suas extremidades denominada cabeca, e as duas cadeias pesadas
formam uma dupla hélice deixando as cabecas livres na extremidade. As
quatro cadeias leves se localizam na cabegca da miosina, duas em cada

cabeca (Caforio et. al., 1992). Por meio da digestao enzimatica é possivel
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fragmentar a miosina em LMM (do inglés: Light meromyosin) e HMM (do
inglés: Heavy meromyosin). A por¢do de HMM ¢é subdividida em fragmento
S1, contendo a porgcado globular da molécula e o fragmento S2 esta

localizado entre os fragmentos S1 e LMM (Figura 1).

- LMM (130 kD) i ks HMM (230 kD)
- - - ——
Regiac Caudal Cabeca

Figura 1 - Esquema estrutural das cadeias pesadas da miosina cardiaca: Cada cadeia
pesada da miosina cardiaca é composta por uma regiao caudal e outra regido globular ou
cabega. In vitro, as proteases fragmentam a cadeia pesada em duas porcdes: LMM
(meromiosina leve, do inglés, light meromyosin, de 130 kD) e HMM (meromiosina pesada do
inglés, heavy meromyosin, de 230 kD). A por¢do da HMM, por sua vez, também pode ser
fragmentada em dois subfragmentos: S1 (130 kD) e S2 (100kD).

Ha duas isoformas de miosina na fibra muscular, a miosina o que é
especifica do atrio cardiaco e isoforma 3, presente no ventriculo cardiaco e
musculo esquelético (Birk et. al., 1999).

Na maioria dos estudos, a reatividade dirigida a MC em individuos
sadios foi analisada como controle do grupo de individuos acometidos por
algum processo patolégico no coragdo. Em nosso laboratério, Neumann e
colaboradores, por meio da técnica de Western Blot, identificaram
autoanticorpos que reconheciam a fragao de proteina com o peso molecular

de 190 a 199 kD, posteriormente confirmada corresponder a cadeia pesada
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da miosina cardiaca (Neumann et. al., 1990). Em nosso laboratério, a
autorreatividade a proteina e a peptideos sintéticos da miosina cardiaca foi
observada em pacientes chagasicos assintomaticos e individuos sadios
através da técnica de imunoblot e ELISA (Cunha-Neto et. al.,, 1995). Em
outro trabalho do grupo, além de 61% de pacientes com cardiopatia
reumatica grave, 20% dos individuos sadios também apresentaram células
mononucleares do sangue periférico que proliferaram frente a proteina da
MC extraida do miocardio e valvula cardiaca humana (Guilherme et. al.,
2001). A presenca de autorreatividade tanto celular quanto humoral dirigida
a MC nos individuos sadios indica que essa reatividade ndo € somente
patolégica, e que talvez exergca também alguma funcdo na regulagdo da
resposta imune e na manutengcéo da homeostase.

Nos estudos pioneiros da resposta humoral dirigida a MC, o extrato de
tecido cardiaco foi utilizado como fonte antigénica para a deteccéo de
anticorpos presentes no soro de individuos transplantados, por meio das
técnicas de imunofluorescéncia direta e/ou Western Blot. Os pesquisadores
observaram que o0s anticorpos reconheceram varias fragdes de proteina
cardiaca, sendo principalmente uma proteina de 200 kD que corresponde a
miosina cardiaca (Dunn et. al., 1991; Latif et. al., 1995). Dunn e
colaboradores observaram que a presenga de anticorpos dirigidos a proteina
do extrato cardiaco no periodo pré-Tx estava associada ao maior numero de
episodios de rejeicdo e, no periodo pés-Tx, 91% (20/22) dos individuos
transplantados foram positivos para os anticorpos IgG e/ou IgM, dos quais

55% (12/22) foram positivos somente para os anticorpos do isotipo IgM
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(Dunn et. al.,, 1991). Latif e colaboradores observaram que os individuos
transplantados cardiacos que tiveram forte reatividade de anticorpos do
isotipo IgM dirigidos a MC, 22,5% sofriam um numero significativamente
maior de episodios de rejeicao, e também precisaram de doses maiores de
imunossupressao para a manutengcao do 6rgao transplantado (Latif et. al.,
1995).

No Brasil, Morgun e colaboradores utilizaram a proteina da miosina
cardiaca de porco comercial, com 95% de homologia a MC humana, para
detectar anticorpos reativos a MC no ensaio de ELISA. Eles observaram que
a intensidade de reatividade desses anticorpos foi mais forte no grupo de
transplantados do que nos individuos sadios, além disso, 0os pacientes que
tiveram a doenca de Chagas como a causa de transplante, tiveram niveis de
anticorpos reativos a MC mais elevados do que o grupo com cardiopatia
dilatada idiopatica, isquémica e de individuos sadios. Os niveis de anticorpos
dirigidos a MC também estavam associados com a evolugdo do enxerto,
sendo que os pacientes que faleceram antes de dois anos de transplante
cardiaco apresentaram niveis de anticorpos reativos a MC mais elevados do
que o grupo controle. Foi sugerido que esses anticorpos poderiam estar
associados com a rejeicao e apresentar a fungao patogénica no contexto do
enxerto cardiaco (Morgun et. al., 2004).

Em estudo anterior, nés estudamos a resposta proliferativa das
células mononucleares do sangue periférico a peptideos sintéticos derivados
do fragmento da meromiosina leve (LMM) da miosina cardiaca humana em

38 pacientes transplantados cardiacos, em diferentes momentos do pds-
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transplante, comparado com 22 pacientes cardiacos da lista de espera para
o transplante cardiaco. Observamos que 61% dos pacientes transplantados
e 54% dos pacientes em lista de espera tinham uma resposta proliferativa a
pelo menos um peptideo, em pelo menos um dos pontos estudados. Alguns
peptideos testados estimularam proliferacdo celular somente no periodo
pos-transplante, sugerindo que a resposta a alguns epitopos da miosina
pode ter sido induzida depois do transplante (manuscrito em preparagao).
Sabe-se que a autorreatividade pode resultar em respostas imunes
tanto pré-inflamatérias quanto imunorreguladoras. Em relacdo a MC, na
maioria dos trabalhos aponta-se o seu papel pro-inflamatério (Caforio et. al.,
1997; Fedoseyeva et. al., 1999; Rolls et. al., 2002; Benichou G et. al., 2007),
e a sua atividade imunorreguladora ainda nao esta bem estabelecida.
Benichou e colaboradores mostraram que a administracdo de proteina da
miosina cardiaca associada ao adjuvante incompleto de Freund pdde
prolongar a sobrevida do transplante cardiaco alogenéico em camundongos
com disparidade da MHC classe | (Fedoseyeva et. al., 2002). O aumento da
sobrevida do enxerto esteve associado com a ativacdo de linfocitos T
produtores de citocinas com perfii Th2 e redugdo de linfécitos T
préinflamatérios  produtores de IFN-y, sugerindo uma atividade

imunorreguladora induzida pela resposta imune dirigida a proteina da MC.

Proteinas de choque térmico
A proteina de choque térmico, HSP (do inglés, Heat shock proteins)

foi descoberta por Ferruccio Ritossa e seus colaboradores (Ritossa, 1962).
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Em seus experimentos com larvas de Drosophila melanogaster, os
pesquisadores notaram que havia um aumento significativo na expressao de
HSP quando essas larvas eram submetidas ao aquecimento térmico.
Embora o termo proteinas de estresse seja usado comumente como
sinbnimo de HSP, elas incluem ndo s6 as familias de HSP, mas também as
GRPs (do inglés, glucose-regulated proteins) e ubiquitina (Moseley, 2000).
As HSPs sao agrupadas de acordo com o seu peso molecular aproximado,
havendo, atualmente, mais de 10 familias de HSPs conhecidas, como por
exemplo, as Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp 60, Hsp 40 e as Hsps de baixo
peso molecular (Pockley, 2003).

As HSPs sado moléculas conservadas filogeneticamente e
consideradas como eficientes imunogénicos. Por isso, essas proteinas tém
sido apontadas como alvo de reconhecimento cruzado apds a resposta a
antigenos de microorganismos nas infecgdes, induzindo autoimunidade
patolégica (Lamb et. al., 1989). Também é atribuida as Hsps uma fungao de
ligacdo entre imunidade inata e adaptativa, ndao sé ativando a resposta
imune, mas também com a capacidade de regular negativamente as
respostas inflamatoérias, como foi observado em modelo experimental de
artrite adjuvante (van der Zee et. al., 1998; Wendling et. al., 2000; van Eden
et. al., 2000) e diabetes mellitus tipo I, em humanos (Raz et. al.,, 2001;
Cohen, 2002).

As HSPs sao proteinas tipicamente intracelulares, consideradas como
“‘chaperonas” que tém a funcéo de se ligar e carrear peptideos, evitando a

agregacao protéica durante o processo da montagem e translocagao das
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proteinas (Srivastava, 2002). No entanto, sdo expressas na superficie de
células e/ou liberadas para o meio extracelular sob qualquer situacdo de
estresse, como inflamacdo, aumento de temperatura, hipdxia, radiagao
ultravioleta, isquemia, privacdo de glicose, infeccdo e exposicdo a
substancias téxicas, neoplasias e outros (Schett et. al., 1995; Pockley,
2003). Essa forma soluvel da HSP tem a capacidade de interagir com as
células apresentadoras de antigenos através das moléculas CD14, CDA40,
CD91, TLR e LOX-1, levando a endocitose e apresentagcao cruzada (cross-
priming) dos peptideos por elas carreados, em moléculas de MHC de classe
| para os linfécitos T CD8. Uma pequena quantidade de complexos
peptideos pode entrar nos endossomos e ser apresentada por MHC-II para
linfocitos T CD4 (Binder et. al., 2000; Delneste et. al., 2002). Outros
pesquisadores observaram que a proteina inteira da Hsp60 cultivada “in
vitro” com as células B virgens de ratos, se liga ao TLR4 e sinaliza via
MyD88 para ativar os fatores de transcricdo nuclear. Essas células B
ativadas tém a expressdao de moléculas coestimuladoras aumentada e
produzem, preferencialmente, as citocinas IL-10 e IL-6. Observou-se
também que esses linfocitos B foram capazes de induzir os linfocitos T
alorreativos a produzir citocinas do padrdo Th2 (Cohen-Sfady et. al., 2005).
Varios grupos de pesquisadores relataram autorreatividade celular e
humoral as HSPs em individuos sadios (Munk et. al., 1989; Filion et. al.,
1996; Pockley et. al., 1998; bulafia-Lapid et. al., 2003; Danke et. al., 2004).
Em nosso grupo, observamos que 90% e 55% dos individuos sadios

analisados tiveram respostas proliferativas de linfécitos T a Hsp60 e Hsp70,
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respectivamente (Granja, 2000). Observamos também que as células
mononucleares de sangue periférico estimuladas com Hsp60 foram capazes
de produzir citocinas IL-10 em humanos (Caldas, 2005), assim como em trés
linhagens de camundongos saudaveis de diferentes MHC (Luna et.al,,
2007). No Brasil, Gerbase de Lima e colaboradores detectaram anticorpos
que reconheceram a Hsp65 de micobactéria no soro de voluntarios sadios e
pacientes transplantados cardiacos, sendo a reatividade de menor
intensidade foi observada no grupo de sadios. Os autores sugerem que a
resposta dirigida a Hsp65 de micobactéria pode levar a reatividade cruzada
por mimetismo molecular e contribuir para a rejeicdo do coragao
transplantado (Morgun et. al., 2004).

Currie e colegas descreveram, pela primeira vez, o aumento da
expressao da Hsp70 no aloenxerto do transplante cardiaco em ratos, e
observaram que o procedimento cirurgico e o tempo de isquemia de
reperfusdo também sao fatores que aumentam a expressao desta proteina
de estresse (Currie, 1987). Nos primeiros trabalhos sobre as HSPs no
contexto do transplante, os linfécitos T isolados do aloenxerto cardiaco de
camundongos, quando estimulados com a Hsp65 apresentada pelas células
apresentadoras de antigenos do doador irradiadas, observou-se um
aumento da proliferagdo desses linfécitos T (Moliterno et. al., 1995). Em
outro experimento de alotransplante cardiaco em murinos, foi possivel
observar a expressao aumentada de varias Hsp no grupo de alotransplante,
entre elas Hsp60, Hsp72, grp78 e grp96. Quando analisada a cinética da

expressdo de Hsp ao longo do transplante, esses pesquisadores



Introducao 16

observaram que a expressao aumentada de Hsp parecia estar relacionada
com o processo de rejeicao (Qian et. al., 1995).

Em humanos, a Hsp65 de micobactéria induziu a proliferagao de
linfocitos obtidos de bidpsias endomiocardicas de pacientes transplantados
cardiacos, e o maior indice de proliferagao correlacionou-se com a rejeigao
do enxerto (Moliterno et. al., 1995). Nosso grupo avaliou, sequencialmente, a
resposta celular anti-Hsp60 humana, no sangue periférico de 36 pacientes
transplantados renais. Os resultados sugerem a coexisténcia de sub-
populagdes funcionalmente distintas de linfécitos T reativas as Hsp60
humana, que poderiam ter uma participacéo durante o processo de rejeicao,
seja amplificando ou regulando-o negativamente (Granja et. al., 2004). Em
outro trabalho do grupo realizado com células mononucleares tanto
periféricas quanto infiltrantes de enxerto renal humano, observou-se uma
alta frequéncia de células produtoras de IL-10 em resposta a Hsp60 inteira,
ao fragmento C-terminal e a alguns peptideos da Hsp60 (Caldas, 2005).
Nessa linha de pesquisa em modelos murinos, observamos que com a
imunizagdo com o peptideo p277 da regidao C-terminal da Hsp60 por via
intranasal foi possivel aumentar a sobrevida do enxerto dos transplantes
alogenéicos de pele e de coragao vascularizado em camundongos BALB/c
(Luna et. al., 2007).

Os dados da literatura, até o presente momento, apontam para a
participacdo de linfécitos T reativos a Hsp com perfil imunorregulador no

contexto da inflamacgao, reforcando a hipotese de que a autorreatividade a
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Hsp60 possa ter um papel importante no complexo processo de manutengao

da homeostase do organismo.

Transplante cardiaco

O sistema imune de um individuo submetido a um transplante
alogenéico ndo s6 responde as moléculas MHC (do inglés: Major
Histocompatibility Complex) do doador, mas também as proteinas nao
polimorficas do enxerto (Rose, 2005). Essas proteinas sao conhecidas como
autoantigenos e apresentam algumas caracteristicas comuns: ) sao
proteinas compartilhadas entre doador e receptor, |l) sdo cripticas em
condigdes fisioldgicas, Ill) sdo expostas ao sistema imune apresentadas no
contexto MHC das células apresentadoras de antigenos do receptor
(Fedoseyeva et. al., 2005). Para o presente estudo, escolhemos dois
autoantigenos: a miosina cardiaca que € especifica do tecido cardiaco, e a
Hsp60 que tem uma expressao aumentada em processos inflamatorios.

O transplante cardiaco é a ultima opcao terapéutica utilizada para
restabelecer as fungbes hemodindmicas perdidas devido as doencgas
cardiacas no estagio terminal. Apesar dos avangos na técnica cirurgica e
das novas terapias imunossupressoras, a rejeigao continua sendo a principal
limitagdo para o sucesso do transplante alogenéico. Segundo o registro do
ISHLT (International Society for Heart and Lung Transplantation) realizado
entre o periodo de junho/2000 a julho/2006, aproximadamente 80.000
pacientes transplantados cardiacos de todo o mundo, 12% de O&bitos

ocorreram por rejeicdo aguda no primeiro ano de transplante, e apds cinco
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anos, 33% dos pacientes morreram de vasculopatia do enxerto,
anteriormente denominada de rejeicao crénica (Taylor et. al., 2008). Além
disso, as complicagbes decorrentes do transplante como: hipertenséo,
diabetes, disfuncdo renal e neoplasias, também sao frequentes em
pacientes com longo tempo de transplante (Ozduran V et. al., 2005; Roussel
et. al., 2008). E possivel que os mecanismos imunolégicos envolvidos
nessas doengas possam também contribuir para a progressédo da
vasculopatia, resultando na perda do enxerto (Pascual et. al., 2002; Fehr T
et. al., 2004; Rahmani et. al., 2006).

A rejeicao pode ser definida como a deterioragdo funcional e
estrutural do enxerto por mecanismos imunoldgicos e nao imunoldgicos
(Lechler et. al., 2003) . Considerando o componente imunoldgico envolvido
no processo, a rejeicao pode ser classificada em dois principais grupos:
celular ou humoral. Destacamos que componentes humoral e celular podem
atuar conjuntamente no processo de rejeicdo do aloenxerto (Stewart et. al.,
2005).

Na rejeicao do transplante, os linfécitos T do receptor reconhecem os
aloantigenos no contexto da molécula MHC, seja na APC (do inglés: Antigen
Presenting Cells) do doador - via direta de alorreconhecimento, ou seja, na
APC do proprio receptor — via indireta de alorreconhecimento (Huston, 1997;
Lechler et. al., 2003). Nesse processo de alorreconhecimento ha cooperagao
entre os linfécitos T e B por meio da producao de citocinas e pela expressao
de moléculas coestimuladoras, resultando na ativacdo de ambos os linfocitos

(Bernard et. al., 2005). Outras células inflamatérias também sao recrutadas,
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amplificando a inflamacao (Rose et. al.,, 1989) e levando a ativacdo dos
sistemas do complemento e da coagulagao no érgao transplantado, podendo
culminar em trombose vascular e necrose tecidual (Wecker et. al., 1992).

Ha evidéncias na literatura sobre a participacdo dos linfocitos B no
processo da rejeigdo, como mostra os trabalhos seguintes: em um
experimento de alotransplante cardiaco heterotopico e vascularizado,
observou-se que a rejeicdo foi mais precoce nos camundongos com
linfécitos B eficientes na apresentagcdo dos antigenos, do que em
camundongos com deficiéncia da molécula MHC classe Il nos linfécitos B.
Os autores sugerem que a auséncia da apresentacdo de antigeno mediado
pelos linfécitos B, interrompe a progressao da ativagao do linfécito T CD4 e
também a produgao de anticorpos alorreativos (Noorchashm H et. al., 2006).
Na pratica clinica, a rejeicdo humoral é considerada de dificil tratamento,
porque € resistente as terapias imunossupressoras convencionais com
inibidores de calcineurina e azatioprina, e requer tratamentos mais
especificos (Eisen et. al., 2003; Bacal et. al., 2003). E discutido também que
a presenca de anticorpos dirigidos a aloantigenos nos individuos
transplantados, mesmo em individuos assintomaticos de rejeicdo aguda,
pode contribuir para o desenvolvimento de vasculopatias do transplante
(Uber et. al., 2007).

Neste trabalho, analisamos os padrées de autoanticorpos no estado
fisiolégico e no contexto do transplante cardiaco, comparando os individuos
antes e apo6s o transplante, e também entre os momentos de diferentes

estados clinicos. Os resultados deste estudo poderao contribuir para uma
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compreensao mais ampla da imunobiologia do transplante cardiaco,
incluindo a autorreatividade como parte deste processo. Procuramos
também, através da analise comparativa da autorreatividade fisiolégica e
aquela no contexto do transplante, identificar epitopos da miosina cardiaca
e/ou da Hsp60, cujo reconhecimento possa estar associado a

imunorregulagdo ou ao processo de rejeigao.

2. OBJETIVOS

Analisar se ha um perfil diferencial na autorreatividade humoral
dirigida a dois autoantigenos: miosina cardiaca e proteina de choque térmico
60 (Hsp60), no contexto fisiolégico e no transplante cardiaco, e se a
autorreatividade a determinados peptideos desses antigenos esta associada

a rejeicao ou a estabilidade do enxerto.
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3.1. Delineamento experimental

Para estudar repertorio de autoanticorpos reativos aos peptideos da

miosina cardiaca e da

Hsp60 no estado fisioldgico e no contexto do

transplante, avaliaram-se os anticorpos do isotipo IgG e do IgM no soro de

individuos transplantados cardiacos retrospectivamente e de individuos

sadios coletados sequencialmente, por ensaio de ELISA (Figura 2).

Transplantados Cardiacos
(n=65)

¢ Consulta aos prontuarios
¢ Localizagdo das amostras de soro

Individuos Sadios Peptideos
(n=30)
Miosina Cardiaca (n=32)
* Consentimento informado Hsp60 (n=18)
¢ Coleta de 3 amostras sequenciais
de sangue periférico * Sintese

* Controle de pureza

NuUmero total de soros em cada grupo
*Transplantados (n=199 amostras)

* Individuos Sadios (n=90 amostras)

\ 4

Teste laboratorial: ELISA

» Padronizagéo do ensaio

» Avaliagao dos anticorpos IgG e IgM nas

amostras de soro

Analise dos Resultados

Comparacéo da autorreatividade humoral no estado fisiolégico e no transplante cardiaco
e dentro do grupo de Tx em diferentes estados clinicos

Figura 2. Delineamento Experimental: as etapas da execugao do trabalho.
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3.2. Comisséo de ética e cientifica

A realizacdo do presente trabalho foi aprovada pela Comissao
Cientifica do Instituto do Coracéo (InCor), processo SDC 2726/05/146, em
17 de novembro de 2005 (Apéndice 1 e 2) e, pela Comissdo de Etica para
Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, sob o protocolo de
pesquisa numero 1181/05 (Apéndice 3).

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi aplicado somente
no grupo de individuos sadios (Apéndice 4). Os individuos transplantados
foram dispensados da assinatura do termo de consentimento, porque as
amostras estudadas eram todas histéricas em nosso laboratério. O uso e o
armazenamento do soro procederam-se conforme as normas da resolugao

347/2005 do Conselho Nacional de Saude.

3.3. Casuistica

3.3.1. Sujeitos da Pesquisa: Individuos Sadios

No grupo de sadios, 30 individuos foram incluidos no estudo, sendo
12 homens (40%) e 18 mulheres (60%), com a idade média de 35 + 9 anos
(intervalo: 23-58 anos). Os critérios de exclusdo foram: histéria prévia de
doencas autoimunes, doencas cardiacas ou qualquer tipo de infeccdo ou
processos inflamatérios nos ultimos seis meses. O perfil demografico do
grupo de individuos sadios esta detalhado no Anexo A.

As trés amostras de sangue venoso de cada individuo sadio foram

coletadas de forma asséptica, em tubos de vacuo com capacidade para 10
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ml, sem uso de anticoagulantes, com intervalos entre as coletas de seis
meses.

As amostras de soro dos individuos sadios (n=90) foram fracionadas
em aliquotas puras e diluidas (1:2) em glicerol (Merk, Darmstadt, Alemanha)

tamponado, guardadas a -20° C até o momento da realizagao da analise.

3.3.2. Sujeitos da Pesquisa: Transplantados Cardiacos

Os individuos transplantados cardiacos incluidos neste trabalho
pertencem ao grupo de pacientes acompanhados pelo grupo de transplante
cardiaco do Instituto do Coracéao (InCor), Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sao Paulo. Todas as amostras dos
individuos transplantados foram separadas a partir do banco de soros do
Laboratério de Imunologia desta mesma instituicdo, e as datas da coleta
dessas amostras compreendem entre o periodo de 1985 a 2002. Os perfis
demografico e clinico individuais dos pacientes encontram-se no Anexo B.

O grupo de transplantados cardiacos foi composto por 65 individuos,
sendo, 54 homens (83,1%) e 11 mulheres (16,9%), com a média das idades
no momento do transplante de 43 + 13 anos (intervalo: 11-68 anos). Quanto
ao diagnostico clinico da doenga cardiaca de base, 28 pacientes (43,1%)
tinham cardiopatia dilatada, 17 (26,1%) isquémica, 10 (15,4%) chagasica, e
outras cardiopatias menos frequentes (reumatica, restritiva, idiopatica e

periparto) totalizaram 15,4% dos pacientes (Tabela 1).
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Tabela 1: Caracterizacdo demografica e clinica do grupo de individuos
transplantados cardiacos.

Dados demogréficos e clinicos 65 |nd|nV|duos transplfxtados
Sexo
Masculino 54 83,1
Feminino 11 16,9
Idade no momento do transplante
(anos)
9-18 5 7,7
20-30 4 6,2
31-40 15 23,1
41 -50 23 35,4
51-68 16 24,6
Sem este dado 2 3.1
Doenca de base: cardiopatias
Dilatada 28 43,1
Isquémica 17 26,1
Chagasica 10 15,4
Reumatica 4 6,1
Restritiva 3 4,6
Idiopatica 2 3,1
Periparto 1 1,5

Ao todo foram analisadas 199 amostras de soro dos individuos
transplantados: 41 amostras (20,6%) do periodo Pré-transplante, 93
amostras (46,7%) até 1 ano poOs-tranplante, 48 amostras (24,1%) de 1 a 5
anos, 17 amostras (8,5%) ap0s 5 anos de transplante. No entanto, o
numero de amostras por paciente foi bastante heterogéneo; a maioria dos
individuos transplantados possuia duas ou trés amostras de soros, ou seja,
26 individuos (40%) tinham apenas duas amostras; 20 individuos (30,8%)

trés amostras; 11 individuos (16,9%) quatro amostras; 4 individuos (6,2%)
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cinco amostras; 3 individuos (4,6%) seis amostras e, apenas um individuo
possuia sete amostras.

Os laudos de bidpsias endomiocardicas disponiveis no mesmo
periodo da coleta dos soros foram obtidos através dos prontuarios de
pacientes e no arquivo da unidade de patologia do InCor. A classificagdo de
rejeicdo seguiu os critérios do International Society for Heart and Lung
Transplantation (ISHLT Consensus Report, Stewart et al 2005). Assim
sendo, estudamos um total de 199 amostras; 47 amostras de soro (23,6%)
tinham laudo de Sem Rejeigao; 39 (19,6%) de Rejeicao Aguda Leve ou Grau
1 da classificagdo do ISLHT, e 32 (16,1%) de Rejeicao Aguda Moderada
(RAM) ou grau 3 do ISLHT. Somente 11 amostras (5,5%) foram coletadas no
periodo do diagnéstico da Doenca Vascular do Enxerto (DVE), que foi
realizado através do cateterismo ou ecocardiografia de estresse. Para 70
amostras (35,2%) nao foram encontrados resultados de bidpsias
endomiocardicas na data correspondente ao soro, sendo consideradas
amostras sem rejeig¢ao; por informagao da equipe clinica (Tabela 2).

Os pacientes receberam esquema triplice de drogas
imunossupressoras, que consiste em ciclosporina (nivel sérico ajustado em
torno de 200 ng/ml), Azatioprina (1,5 a 2,5 mg/Kg/dia) e Prednisona (0,1 a
0,3 mg/Kg/dia). O controle do processo de rejei¢ao consistiu em pulsoterapia
com Prednisona (1 mg/Kg/dia) por 4 dias e posterior redugéao de 0,2 mg/kg a

cada 4 dias, até atingir a dose prévia de manutencéo.
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Tabela 2: Distribuicdo das amostras de soro dos individuos transplantados
cardiacos, segundo o numero de amostras por individuo, o tempo de
transplante, e o laudo de bidpsia endomiocardica.

L Total de 199 amostras
Variaveis
n %
Amostras / paciente ( n°® pacientes)
2 (28) 56 28,1
3 (18) 54 271
4 (11) 44 221
5 (4) 20 10,1
6 (3) 18 9,1
7 (1) 7 3,5
Tempo de transplante
Pré-Tx 41 20,6
Até 1 ano pés-Tx 93 46,7
1 a5 anos pds-Tx 48 24,1
Superior a 5 anos pos-Tx 17 8,6
Tipos de rejeicao
Sem rejeicao 47 23,6
Rejeicdo aguda leve (Grau 1 ISHLT) 39 19,6
Rejeicao aguda moderada (Grau 3 ISHLT) 32 16,1
Doenca Vascular do Enxerto 11 5,5
Sem laudos de bidpsia 70 35,2

ISHLT — international society for heart and lung transplantation , Tx - transplante

3.4. Peptideos

3.4.1. Sintese de Peptideos

Os peptideos foram sintetizados utilizando-se a tecnologia de fase
sbélida com aminoacidos na forma Fmoc (Fluorenilmetilcarbonil) em
sintetizador APEX-396 (Advanced Chemtech, Louisville, KY, EUA). As
purificacbes foram realizadas por cromatografia liquida de alta pressdo —
HPLC (LC-10 AD, Shimadzu, Japao), e caracterizadas por espectrometria de

massa (Ettan Maldi, Amersham Biosciences, Oxford, Reino Unido).
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Os critérios internos para a liberacao de peptideos com o grau de
pureza satisfatério para o uso experimental foram:

1. Haver similaridade entre o tempo de retencdo do peptideo
analisado e o tempo de retengao de referéncia no HPLC.

2. O pico referente ao peptideo ser uma curva Gaussiana.

3. Ter no minimo 75% de pureza. O calculo da pureza foi obtido
dividindo-se a fracdo da area correspondente ao pico de
peptideo pela area total do cromatograma, expressa em
percentagem.

4. Constar no espectro de massa o pico corresponde ao peso
molecular esperado para aquele peptideo.

As pequenas variagdes entre o peso molecular esperado e o
observado sao aceitaveis e, na maior parte das vezes, sao devido a perda
ou adicdo da molécula de hidrogénio ou agua a cadeia peptidica, e

provavelmente nao interferem no ensaio de ELISA.

3.4.2. Peptideos da Miosina Cardiaca

Os peptideos da fracdo S2 da miosina cardiaca foram gentilmente
cedidos por Dra. Madeleine W Cunningham (University of Oklahoma, Health
Sciences Center, Oklahoma, EUA). A sintese foi realizada pela empresa
Genemed Synthesis (E.U.A.), baseada na sequéncia da miosina cardiaca
humana publicada por Vosberg e colaboradores (Diederich, 1989). Cada
peptideo contém 25 aminoacidos com sobreposicdo de 11 residuos

idénticos, exceto o peptideo S2-32, que contém sobreposicdo de 22
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residuos do peptideo anterior (Tabela 3). Todos os peptideos da MC
estudados neste trabalho tém o peso molecular proximo de 3,0 kDa.
Avaliamos pureza de todos os peptideos da MC e, detectamos seis
peptideos (S2: 7, 10, 14, 20, 31 e 32) que nao preencheram os critérios
internos para a aprovagado do uso experimental, portanto, esses peptideos

foram sintetizados novamente.

3.4.3. Peptideos da Hsp60

Os peptideos da Hsp60 foram desenhados com base na sequéncia de
aminoacidos da proteina ja publicada (Jindal et al; 1989). Utilizou-se,
previamente no nosso labaratério, o programa de computacdo TEPITOPE-
2000™ (Hammer et al, 1997; Bian 2003) para identificar as regides da Hsp60
com maior probabilidade de ligacdo as diferentes moléculas HLA-DR, que
seriam as moléculas apresentadoras desses peptideos, conforme ja descrito
anteriormente (Caldas et al, 2006). Os 30 peptideos desenhados,
inicialmente, cobriram 85% da molécula da proteina, no entanto, devido a
dificuldades técnicas na sintese, conseguiu-se sintetizar somente 18
peptideos, que cobrem 55% da proteina da Hsp60 (Anexo C). A maioria dos
peptideos da Hsp60 estudados neste trabalho contém 20 aminoacidos,
exceto cinco peptideos: -4 (21 a.a.), I-5 e C8 (23 a.a.) e N7 e p277 (24 a.a.),
e 0 peso molecular dos peptideos € de aproximadamente 2,0 kDa (Tabela

4).
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Tabela 3: Sequéncia de aminoacidos, localizacdo dos residuos e peso
molecular dos peptideos da miosina cardiaca estudados no presente

trabalho.
Peso
Peptideos Seqliéncia de aminoacidos Localizacdo Molecular

kDa
S2-1 SAEREKEMASMKEEFTRLKEALEKS 842-866 (2,953
S2-2 FTRLKEALEKSEARRKELEEKMVSL 856-880 3,021
S2-3 RKELEEKMVSLLQEKNDLQLQVQAE 870-894 2,999
S2-4 KNDLQLQVQAEQDNLADAEERCDQL 884-908 2,887
S2-5 LADAEERCDQLIKNKIQLEAKVKEM 898-922 2,916
S2-6 KIQLEAKVKEMNERLEDEEEMNAEL 912-936 3,018
S2-7 LEDEEEMNAELTAKKRKLEDECSEL 926-950 2,953
S2-8 KRKLEDECSELKRDIDDLELTLAKV 940-964 2,960
S2-9 IDDLELTLAKVEKEKHATENKVKNL 954-978 2,879
S2-10 KHATENKVKNLTEEMAGLDEIIAKL 968-992 2,796
S2-11 MAGLDEIIAKLTKEKKALQEAHQQA 982-1006 2,765
S2-12 KKALQEAHQQALDDLQAEEDKVNTL 996-1020 2,836
S2-13 LQAEEDKVNTLTKAKVKLEQQVDDL 1010-1034 2,856
S2-14 KVKLEQQVDDLEGSLEQEKKVRMDL 1024-1048 2,958
S2-15 KVKLEQQVDDLERAKRKLEGDLKLT 1038-1062 3,027
S2-16 KRKLEGDLKLTQESIMDLENDKQQL 1052-1076 2,973
S2-17 IMDLENDKQQLDERLKKKDFELNAL 1066-1090 3,047
S2-18 LKKKDFELNALNARIEDEQALGSQL 1080-1104 2,844
S2-19 IEDEQALGSQLQKKLKELQARIEEL 1094-1118 2,910
S2-20 LKELQARIEELEEELESERTARAKY 1108-1132 2,970
S2-21 LESERTARAKVEKLRSDLSRELEEI 1122-1146 2,958
S2-22 RSDLSRELEEISERLEEAGGATSVQ 1136-1160 2,761
S2-23 LEEAGGATSVQIEMNKKREAEFQKM 1150-1174 2,825
S2-24 NKKREAEFQKMRRDLEEATLQHEAT 1164-1188 3,059
S2-25 LEEATLQHEATAAALRKKHADSVAE 1178-1202 2,690
S2-26 LRKKHADSVAELGEQIDNLQRVKQK 1192-1216 2,904
S2-27 QIDNLQRVKQKLEKEKSEFKLELDD 1206-1230 3,074
S2-28 EKSEFKLELDDVTSNMEQIIKAKAN 1220-1244 2,881
S2-29 NMEQIIKAKANLEKMCRTLEDQMNE 1234-1258 2,981
S2-30 MCRTLEDQMNEHRSKAEETQRSVND 1248-1272 3,008
S2-31 KAEETQRSVNDLTSQRAKLQTENGE 1262-1286 2,833
S2-32 ETQRSVNDLTSQRAKLQTENGELSR 1265-1289 2,861

S2- Regido S2 da cadeia pesada da miosina cardiaca (figura 1) ; kDa — kilo Dalton
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Tabela 4. Sequéncia de aminoacidos, localizacdo dos residuos na regiao da
proteina da Hsp60 humana e o0s pesos moleculares dos peptideos
analisados no presente estudo.

Peso
Peptideos Seqliéncia de aminoacidos Localizacéo Molecular
(kDa)
N-terminal
N2 RVLAPHLTRAYAKDVKFGAD 16-35 2,228
N3 KFGADARALMLQGVDLLADA 31-50 2,075
N4 LLADAVAVTMGPKGRTVIIE 46-65 2,054
N6 DGVTVAKSIDLKDKYKNIGA 76-95 2,135
N7 KDKYKNIGAKLVQDVANNTNEEAG 87-110 2,619
N10 NPVEIRRGVMLAVDAVIAEL 136-155 2,165
Intermediéria
2 YISPYFINTSKGQKCEFQDA 223-242 2,339
14 KPLVIIAEDVDGEALSTLVLN 269-289 2,209
15 TLVLNRLKVGLQVVAVKAPGFGD 285-307 2,394
| 6 GGAVFGEEGLTLNLEDVQPH 321-340 2,082
18 DDAMLLKGKGDKAQIEKRIQ 353-372 2,257
19 QEIEQLDVTTSEYEKEKLN 372-391 2,409
C-terminal
p277 VLGGGVALLRVIPALDSLTPANED 437-460 2,390
C3 PALDSLTPANEDQKIGIEII 449-468 2,137
C4 GIEIIKRTLKIPAMTIAKNA 464-483 2,181
Cc8 PTKVVRTALLDAAGVASLLTTAE 521-543 2,297
C9 LTTAEVVVTEIPKEEKDPGM 539-558 2,186
C10 KDPGMGAMGGMGGGMGGGMF 554-573 1,803

kDa — kilo Dalton

3.5. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

3.5.1. Procedimento do ELISA Padronizado

As placas de 96 pogos, com alta ligagdo para ELISA (Costar 3369,

Corning, New York, NY, EUA), foram usadas para a sensibilizagdo com os

peptideos sintéticos da miosina cardiaca ou da Hsp60, diluidos previamente

em tampé&o bicarbonato-carbonato 0,05 M pH 9,6 (Merk, Darmstadt,
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Alemanha) a uma concentracédo de 4 uyM e aplicados em um volume de 100
Ml por pocgo, conforme a padronizagcao prévia (Anexo D). As placas foram
incubadas por 1 hora a 37°C. Apds o periodo de incubacdo, as placas foram
lavadas com tampao de lavagem (PBS-Tween 0,1%) na lavadora de placas
(Skan Washer 300, Skatron, Maryland, EUA) e bloqueadas com gelatina
2,5% (Porcine Skin gelatin, G-2625, Sigma, Steinhein, Alemanha) por uma
hora a 37°C. Os soros foram diluidos, previamente, na proporgdo de 1/100
em tampao PBS e aplicaram-se 100 pl/pogo, incubando-se por 24 horas, a
4°C. Apos a lavagem das placas, foi adicionado o conjugado anti-IgG total
humana (lote 9839, Sang Stat, Menlon Park, CA, EUA) a uma diluicdo de
1/30.000 ou o conjugado anti-lgM humana (lote A-4290, Sigma, Steinhein,
Alemanha), diluido na proporcao de 1/2500. As placas foram incubadas por
30 minutos, a 37°C. Seguiu-se, entdo, uma nova lavagem e adigao de 100
MlI/poco do substrato (4mg de orto-fenilenodiamina - O.P.D. em 10 ml de
tampao citrato pH= 5,0 adicionado de 4 pl de H,O2 30%). As placas, entéao
foram incubadas novamente por 30 min a 37°C. A reacao foi bloqueada com
50 ul de H,SO4 a 2N, e a leitura realizada em leitor de ELISA (u Quant, Bio-

Tek, CA, EUA) a um comprimento de onda de 490 nm.

3.5.2. Controles Utilizados no ELISA

Em todos os ensaios, foram incluidos em cada placa os seguintes
controles:
Controle negativo: os pogos sensibilizados com o peptideo S2-10 e

testados contra “pool” de soros nao reagentes a este peptideo.
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Controle positivo: os pogos sensibilizados com o peptideo S2-10 e
testados contra “pool” de soros reagentes a este peptideo.

Controle do conjugado: os pocos sensibilizados com o peptideo especifico,
no entanto, sem adigdo de soro, para a determinagao de eventuais ligacoes
inespecificas do conjugado a algum componente do sistema.

Controle Imunoglobulina: Os pogos foram sensibilizados com IgG ou IgM
monoclonais humanas (1 pg/po¢o), que funcionam como controles positivos
e servem também para checar a qualidade de ligagao do conjugado.
Controle anti-gelatina: Para verificar se os soros estudados tinham
anticorpos dirigidos a gelatina (componente da solugao usada para bloqueio
do sistema), as placas foram sensibilizadas com uma solugao de gelatina, e
ap6s o tempo de incubagado e a lavagem da placa, foram adicionadas as
amostras de soro ao sistema. As densidades o6ticas acima de 0,1 foram
descontadas do resultado bruto com os peptideos para se obter os

resultados livres de ligacdes inespecificas.

3.5.3. Valores de referéncia para a validagao do ensaio

O estabelecimento de intervalos de referéncia € util para minimizar as
variagoes interensaios. Nesse trabalho, os intervalos foram obtidos por meio
do calculo da média de D.Os. de cada controle, em 68 ensaios distintos com
o peptideo S2-10 +/- dois desvios padrao (Tabela 5). O ensaio era repetido

quando qualquer um dos controles nao fosse satisfatorio.
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Tabela 5: Valores de referéncia para validagcao do teste de ELISA.

_ Intervalo de Referéncia (DO)
Controles Média (DO) _

Média £ 2 dp
Branco 0,060 < 0,060
Conjugado - Préoximo ao zero
Controle Positivo 1,263 0,987 — 1,539
Controle Negativo 0,174 0,089 — 0,259
IgG monoclonal 1,981 1,562 — 2,436
IgM monoclonal 2,040 1,680 — 2,400
DO = densidades 6pticas dp = desvios padrao

3.5.4. Ponto de Corte para ELISA

A partir da média das reatividades do isotipo IgM de 289 amostras de
soros contra a gelatina, acrescentadas de dois desvios padrao (0,088 +
0,084), encontrou-se o valor de 0,172. Este valor foi arredondado para 0,170
e usado como o ponto de corte do ensaio de ELISA, indicativo de ligacoes

inespecificas do sistema.

3.6. Andlise Estatistica

Para a analise estatistica foram utilizados os programas Microsoft
Office Excel, versdo 2003 para gerenciamento do banco de dados, e o
programa Graph Pad Prisma versdao 4 para execugao dos calculos
estatisticos e a elaboragao dos graficos.

As variaveis categoricas foram apresentadas como numeros absolutos

e relativos, e as variaveis continuas apresentadas como meédia e desvio-
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padrdo ou mediana e valores maximos e minimos, conforme a normalidade
da distribuicdo da amostra avaliada pelo teste Kolmogorov-Smirnov.

As variaveis categoricas foram comparadas utilizando-se o teste do
Qui-quadrado de Pearson ou teste exato de Fisher (quando n < 40).

As variaveis continuas dependentes com distribuicdo normal foram
comparadas através do teste T pareado e, o teste ndo paramétrico de
Wilcoxon para as amostras que nao apresentaram distribuicdo normal.

Para a analise das variaveis continuas independentes com distribuicao
normal, aplicou-se o teste t de Student, e para as amostras que néao
seguiram essa distribuicdo, utilizou-se o método ndo paramétrico de Mann
Whitney para as duplas comparacoes e, Kruskal Wallis para as multiplas
comparagoes. O nivel de significAncia adotado para todas as analises

realizadas neste trabalho foi de 0,05.



4 - RESULTADOS
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4.1. Autorreatividade humoral fisiolégica

Com o objetivo de conhecer o padrdo da autorreatividade humoral
fisiolégica, avaliamos trés amostras sequenciais de soro de 30 individuos
saudaveis (n=90). Os resultados foram organizados nos seguintes tépicos:
l) frequéncia de individuos reativos, Il) intensidade de reatividade dos
anticorpos, lll) numero de peptideos reconhecidos individualmente, e por fim,

IV) variabilidade da autorreatividade humoral ao longo do tempo.

4.1.1. Frequéncia de individuos sadios reativos a miosina
cardiaca e a Hsp60

Para a analise da frequéncia, considerou-se que o individuo é reativo
a um determinado peptideo quando pelo menos uma das trés amostras de
soro deste individuo teve reatividade superior ao ponto de corte (D.O.
>0,170).

Todos os individuos sadios analisados tiveram autoanticorpos
dirigidos a pelo menos um peptideo da MC e/ou Hsp60 testado (Tabela 6).
Observamos que a propor¢ao de individuos que reconheceu mais de 30%
dos peptideos da MC foi significantemente maior para os anticorpos do
isotipo IgM (86,6%, 26/30) do que o isotipo 1gG (6,7%, 2/30), p=0,0001.
Entretanto, para os autoanticorpos dirigidos a Hsp60, as proporgdes de
individuos reativos a mais de 30% dos peptideos foram iguais em ambos os

isotipos de anticorpos (30%, 9/30).



Resultados 38

Tabela 6 — Quantidade de peptideos da miosina cardiaca e da Hsp60
reconhecidos por individuos sadios.

QUANTIDADE DE PEPTIDEOS RECONHECIDOS
Individuos
sadios Miosina Cardiaca (n=32) Hsp60 (n=18)
(n = 30) N (%) N (%)
IgG IgM IgG IgM

1 2 (6,3) 27 (84,4 0 6 (33,3
2 6 (18,8) 15 (46,9) 2 (11,1 3 (16,7)
3 6 (18,8) 7 (21,9) 4 (22,2) 5 (27,8)
4 4 (12,5) 11 (34,4) 3 (16,7) 0
5 1 (3,1) 13  (40,6) 12 (66,7) 0
6 6 (18,8) 23 (71,9 2 (11,1 4 (22,2)
7 8 (25,0) 23 (71,9 3 (16,7) 5 (27,8)
8 2 (6,3) 14 (43,8) 4 (22,2) 2 (11,1)
9 8 (25,0) 11 (34,4) 3 (16,7) 2 (11,1)
10 6 (18,8) 9 (28,1) 2 (11,1 2 (11,1)
11 8 (25,0) 13  (40,6) 7 (38,9 1 (56
12 3 (9,4) 16  (50,0) 2 (11,1) 1 (56)
13 12 (37,5) 16  (50,0) 8 (44,4) 2 (11,1
14 7 (21,9) 12 (37,5) 9 (50,0) 5 (27,8)
15 8 (25,0) 24 (75,0) 1 (5,6) 10 (55,6)
16 14  (43,8) 11 (34,4) 7 (38,9 7 (38,9
17 6 (18,8) 12 (37,5) 11 (61,1) 12 (66,7)
18 2 (6,3) 17 (53,1) 2 (11,1 7 (38,9
19 6 (18,8) 18 (56,3) 3 (16,7) 8 (44,4)
20 3 (9,4) 19 (59,4) 6 (33,3 6 (33,3
21 2 (6,3) 16  (50,0) 0 7 (38,9
22 5 (15,6) 18 (56,3) 8 (44,4) 5 (27,8)
23 5 (15,6) 18 (56,3) 1 (5,6) 3 (16,7)
24 4 (12,5) 15  (46,9) 4 (22,2) 2 (11,1
25 4 (12,5) 16  (50,0) 2 (11,1 1 (56)
26 6 (18,8) 14 (43,8) 3 (16,7) 3  (16,7)
27 0 13  (40,6) 0 7 (38,9
28 5 (15,6) 15 (46,9) 6 (33,3 5 (27,8)
29 5 (15,6) 5 (15,6) 1 (5,6) 0
30 3 (9,4) 8 (25,0) 0 1 (56

Média e

Desvio Padrdo | 5,2+3 (16,4+9) 15%5 (46,8+15) 3,9+ 3(21,5£18) 4,1+ 3 (22,6+17)

e Os numeros marcados em vermelho: reatividade 230% de peptideos.

e A tabela mostra a distribuigdo da quantidade de peptideos reconhecidos por cada
individuo sadio, segundo a proteina (miosina cardiaca ou Hsp60) e isotipo de
anticorpo detectado (IgG ou IgM).

Comparando as frequéncias de individuos reativos para os anticorpos

IgG e IgM em cada peptideo da MC, observamos que a frequéncia de
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individuos sadios positivos para os anticorpos IgM foi significantemente
maior do que para o IgG (Wilcoxon, p<0,0001). A frequéncia de positividade
para os anticorpos IgM superior a 50% foi observada em 50% (16/32) dos
peptideos, e para o isotipo IgG, apenas 6% (2/32) dos peptideos tiveram a
mesma frequéncia de reconhecimento. Todos os peptideos da MC testados
foram reconhecidos por individuos sadios, exceto o peptideo S2-19. Os
peptideos S2-4 e S2-30 foram mais reconhecidos pelos anticorpos do isotipo
IgG, sendo reconhecidos por 50% (15/30) e 60% (18/30) de individuos
sadios, respectivamente. E os peptideos S2: 1, 3, 4, 11, 25, 26,29 e 30
foram reconhecidos por anticorpos IgM de aproximadamente 90% de
individuos sadios (Figura 3-a).

Em relacdo a reatividade dirigida a Hsp60, nao observamos
diferencas significantes entre as frequéncias de individuos positivos para os
dois isotipos de anticorpos (Wilcoxon, p=0,990). Em contraste com a
reatividade a MC, raros peptideos da Hsp60 foram reconhecidos por mais de
50% de individuos sadios. Aqui, ressaltamos o peptideo I-9 que foi
reconhecido por anticorpos IgG de 73% dos individuos sadios, e o0s
peptideos; N7 e -6 que foram reconhecidos por anticorpos do isotipo IgM de
50% e 70% de individuos sadios, respectivamente (Figura 3-b).

Os peptideos S2:14, 20 e 22 da MC, assim como, N3 e N10 da Hsp60
foram pouco reconhecidos por autoanticorpos de ambos os isotipos, todos
esses peptideos foram reconhecidos por menos de 10% de individuos

sadios (Figura 3).
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Figura 3. Frequéncia de individuos sadios positivos para os anticorpos IgG e IgM
reativos aos peptideos da miosina cardiaca e da Hsp60: Os graficos mostram as
frequéncias de individuos sadios (n=30) que apresentaram anticorpos dos isotipos IgG e
IgM dirigidos aos peptideos da miosina cardiaca (a) e da Hsp60 (b). Considerou-se que o
individuo foi reativo ao peptideo testado, quando pelo menos uma das trés amostras
apresentou densidade ética (D.O.) = 0,170 por método de ELISA.

4.1.2. Intensidade de autorreatividade humoral dirigida a miosina
cardiaca e a Hsp60 nos individuos sadios

A reatividade dos anticorpos foi classificada em trés niveis de
intensidade: baixa (D.O. 2 0,170 e < 0,340), média (D.O. > 0,340 e < 0,850),
e alta (D.O. > 0,850). No estado fisioldgico, os autoanticorpos dirigidos aos
dois autoantigenos estudados foram predominantemente de média e de

baixa intensidade.
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Figura 4. Frequéncia da intensidade de autorreatividade humoral dirigida a miosina
cardiaca e a Hsp60 nos individuos sadios: Porcentagem de amostras positivas em cada
nivel de intensidade de reatividade para os anticorpos anti-miosina cardiaca do isotipo IgG e
IgM (a e b) e os anticorpos anti-Hsp60 (¢ e d). As amostras de soro provenientes de 3
coletas sequenciais (intervalos de 6 meses) de 30 individuos sadios (n=90) foram
analisados por ELISA. As intensidades de reatividade em densidade optica (D.O.) foram
classificadas em: baixa (D.O. = 0,170 e < 0,340), média (D.O. > 0,340 e < 0,850) e, alta
(D.O. > 0,850).
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Todos os 30 individuos sadios tiveram reatividade de baixa e/ou
média intensidade contra pelo menos um peptideo da MC ou Hsp60.
Entretanto, a maioria dos individuos sadios (90%, 27/30) foi capaz de
responder com reatividade de alta intensidade a pelo menos um antigeno
analisado; sendo 23,3% (7/30) responderam com os anticorpos 1gG e 46,7%
(14/30) com o IgM e 20% (6/30) com ambos os isotipos de anticorpos. As
reatividades de alta intensidade foram detectadas em 22% (11/50) e 10%
(5/50) de todos os peptideos estudados, para os anticorpos IgG e IgM,
respectivamente. Os anticorpos IgG de alta intensidade foram dirigidos
principalmente aos peptideos S2: 28 e 30 e C3, e os anticorpos IgM dirigidos
aos peptideos S2: 3, 11 e 26. Em relagdo as reatividades de média
intensidade, 66% (33/50) e 72% (36/50) dos peptideos foram reconhecidos
pelos anticorpos IgG e IgM, respectivamente. E as reatividades de baixa
intensidade foram detectadas em mais de 80% de todos os peptideos

analisados para os dois isotipos de anticorpos (Figura 4).

4.1.3. Namero de peptideos reconhecidos por individuos sadios

A maioria dos individuos sadios foi capaz de reconhecer no minimo
30% dos peptideos de um dos antigenos estudados, exceto quatro
individuos (#3, 10, 29 e 30); estes reconheceram menos de 30% dos
peptideos das duas proteinas (Tabela 6).

Na comparacdo entre as meédias de peptideos reconhecidos,
observamos que anticorpos do isotipo IgM reconheceram mais peptideos da

MC do que o isotipo IgG (1545, intervalo: 5-27 peptideos vs 5£3, intervalo: 0-
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14 peptideos; p<0,001). No entanto, para a reatividade dirigida aos
peptideos da Hsp60, a média de peptideos reconhecidos foi semelhante
entre os anticorpos dos isotipos IgG e IgM (3,943, intervalo: 0-12 peptideos
vs 4,113, intervalo: 0-12 peptideos, p=0,802).

Devido ao numero de peptideos da Miosina cardiaca (32 peptideos)
ser diferente da Hsp60 (18 peptideos), transformamos os numeros absolutos
em numeros relativos de peptideos reconhecidos para possibilitar a
comparacgao entre as duas proteinas (Figura 5). O teste T pareado revelou
que os anticorpos anti-MC do isotipo IgM reconheceram um numero
significantemente maior de peptideos do que os anticorpos do isotipo IgG
(p<0,001). Além disso, os anticorpos do isotipo IgM reconheceram mais

peptideos da MC do que da Hsp60 (p<0,001).
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Figura 5. Porcentagens de peptideos da miosina cardiaca e da Hsp60 reconhecidos
pelos individuos sadios: Comparagéo entre as porcentagens de peptideos reconhecidos
pelos anticorpos do isotipo IgG e IgM de individuos sadios (n=30) dirigidos aos peptideos da
Miosina cardiaca (MC, n=32) e Hsp60 (Hsp, n=18). A linha horizontal representa a média de
cada variavel. O teste T pareado foi usado para comparagédo entre os grupos. Nivel de
significancia a=0,05.
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4.1.4. Variabilidade da autorreatividade humoral fisiolégica

A comparagao dos numeros de peptideos reconhecidos por individuos
sadios (n=30) nos trés tempos sequenciais foi feita por meio do teste Anova
para medidas repetidas (Figura 6). Observou-se que nao houve variagao
estatisticamente significante no numero de peptideos da MC e Hsp60
reconhecidos pelos anticorpos do isotipo IgG e do IgM no periodo de um
ano: anti-MC IgG (p=0,308), anti-MC IgM (p=0,061), anti-Hsp60 IgG

(p=0,428) e anti-Hsp60 IgM (p=0,108).
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Figura 6. Nimero de peptideos da miosina cardiaca e Hsp60 reconhecidos pelos
anticorpos dos isotipos IgG e IgM de individuos sadios em trés tempos sequenciais:
Comparacao do numero de peptideos da miosina cardiaca (n=32) e da Hsp60 (n=18)
reconhecidos pelos anticorpos do isotipo IgG ou IgM de 30 individuos sadios. A linha
horizontal representa a média de cada grupo. Utilizou-se o teste estatistico ANOVA para as
comparagoes entre os 3 tempos de cada isotipo de anticorpo (a=0,05).

Usando o ponto de corte de DO= 0,170 como critério de positividade,
analisamos a variabilidade ao longo do tempo, ou seja, se a amostra do
individuo que era positiva passou a ser negativa ou vice-versa. Observamos

que 93% (28/30) de individuos sadios tiveram variagdo para os anticorpos
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anti-MC de ambos os isotipos. A variacdo foi menor para a reatividade
dirigida a Hsp60, observamos 70% (21/30) e 80% (24/30) de frequéncia para
os anticorpos IgG e IgM, respectivamente. Os dados individuais de 30
sujeitos sadios, contendo o numero total de peptideos reconhecidos e os
numeros de peptideos com variagdo da intensidade de reatividade estao
apresentados segundo os isotipos de anticorpos e as proteinas no Anexo F.

Visto que muitos desses individuos tiveram as D.Os. das reatividades
bem proximas ao ponto de corte, e que as variagdes do proprio teste
poderiam influenciar na positividade do resultado, outra forma de analise
realizada foi considerar um individuo positivo para a variagao da intensidade
de reatividade quando qualquer uma das combinagdes de dois tempos
desse individuo apresentasse diferenca de D.O. superior a 0,200. Esse valor
foi obtido a partir do desvio padrdao de 69 repeticbes de soro controle
positivo, testado em placas distintas de ELISA. O valor do desvio padréao
obtido foi de 0,138, sendo arredondado para 0,200 (valor arbitrario). Esta
outra forma de analise revelou que muitos individuos incluidos como
positivos anteriormente, tiveram variagdo de D.O. inferior a 0,200. As
porcentagens de individuos obtidas nesta analise foram menores do que da
analise anterior baseada em ponto de corte; assim, 30% e 53% dos
individuos sadios tiveram variabilidade para os anticorpos dirigidos a MC do
isotipo IgG e IgM, respectivamente. E para os anticorpos IgG e IgM dirigidos
a Hsp60, somente 20% e 23% dos individuos sadios, respectivamente,
tiveram variagdo na intensidade de autorreatividade ao longo do tempo

(Figura 7).
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Figura 7. Distribuicdo da proporcao de individuos sadios segundo as porcentagens
de peptideos com variagdo da intensidade de reatividade ao longo do tempo: Numero
relativo de individuos sadios em relagédo a porcentagem de peptideos da miosina cardiaca e
da Hsp60 com variagao da intensidade de reatividade entre as amostras. Considerou-se
que um individuo teve variagdo na intensidade de reatividade dos anticorpos IgG e IgM a
um determinado peptideo, se a diferenga entre as D.Os. (densidade 6ptica) das amostras
fosse maior do que 0,200.

4.2. Autorreatividade humoral no transplante cardiaco

Analisamos, conjuntamente, as reatividades dos anticorpos do isotipo
IgG e IgM dirigidos aos peptideos da MC e Hsp60 em 65 individuos
transplantados (n=199 amostras). Considerou-se como individuo positivo,
quando pelo menos uma de suas amostras de qualquer periodo de

transplante apresentou reatividade acima do ponto de corte (D.O. = 0,170).

4.2.1. Frequéncia de individuos transplantados reativos a miosina
cardiaca e a Hsp60

Todos os individuos transplantados tiveram reatividade humoral
dirigida a pelo menos um peptideo da MC e/ou da Hsp60 (Tabela 7). Os

individuos que reconheceram mais de 30% dos peptideos da MC foi
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significantemente maior para os anticorpos do isotipo IgM (80%, 52/65) do
que para o IgG (49%, 32/65); (p=0,0004). No entanto, para a Hsp60, a
proporcao de individuos que reconheceram mais de 30% dos peptideos da
Hsp60 foi maior para o isotipo 1gG (45%, 29/65) do que o IgM (25%, 16/65);
(p=0,0264).

Com relacado a reatividade dirigida aos peptideos da MC, pbdde-se
observar que a frequéncia de individuos positivos para os anticorpos IgM foi
significantemente maior do que para os anticorpos IgG (p=0,0147). Ao
analisar cada peptideo testado, observamos que 34% (11/32) e 50% (16/32)
dos peptideos da MC foram reconhecidos, respectivamente, por anticorpos
dos isotipos IgG e IgM de mais de 50% dos individuos transplantados.
Apesar de observarmos no grafico, varios peptideos da Hsp60 nitidamente
mais reconhecidos pelos anticorpos IgG, a comparacao entre as frequéncias
de individuos positivos para os dois isotipos de anticorpos nao teve diferenca
estatisticamente significante (p=0,119). As frequéncias acima de 50% foram
observadas para a reatividade do isotipo IgG dirigida aos peptideos I-2, |-4,
I-6 e I-9. Para anticorpos IgM, somente o peptideos N7 foi reconhecido por
mais de 50% dos individuos transplantados (Figura 8).

Observamos também a polarizagdo de autoanticorpos para um dos
isotipos, por exemplo, a reatividade aos peptideos S2:10, 22 e 28 da MC e
aos peptideos N10, I-2, I-4, -9, C4 e C9 polarizou preferencialmente para o
isotipo IgG, e os peptideos S2: 2, 11, 13, 18, 21, 25, 26 e 29 da MC e os

peptideo N7 da Hsp60 para o isotipo IgM (Figura 8).
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Figura 8. Frequéncia de individuos transplantados positivos para os anticorpos IgG e
IgM reativos aos peptideos da miosina cardiaca e da Hsp60: Distribuicdo da frequéncia
de individuos transplantados (Tx, n=65) positivos para anticorpos dos isotipos IgG e IgM
dirigidos aos peptideos da miosina cardiaca (a) e da Hsp60 (b). Considerou-se como
individuo positivo quando pelo menos uma amostra de qualquer periodo de transplante
apresentou densidade 6tica (D.O.) 2 0,170 (ELISA).

4.2.2. Intensidade de autorreatividade humoral dirigida a miosina
cardiaca e Hsp60 nos individuos transplantados

A autorreatividade humoral dirigida aos peptideos da MC e da Hsp60
no grupo de individuos transplantados foi predominantemente de média e de
baixa intensidade. Em comparagdo com os dois grupos de menor
intensidade de reatividade, as reatividades de alta intensidade n&o foram
frequentes tanto para os anticorpos dirigidos a MC quanto a Hsp60 (Figura

9). Analisando individualmente o grupo de Tx, observamos que a maioria
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dos individuos (80%, 52/65) apresentou alta intensidade de reatividade a
pelo menos um peptideo. Entre esses individuos, 15,4% (10/65) reagiram
somente com os anticorpos do isotipos 1gG, 27,7% (18/65) com o isotipo IgM
e, outros 36,9% (24/65) dos individuos com os dois isotipos de anticorpos.

E interessante observar que o individuo transplantado #31, no periodo
pré-Tx, apresentou anticorpos do isotipo IgG que reconheceram todos os
peptideos da MC com alta intensidade de reatividade. E reconheceu também
todos os peptideos da Hsp60, porém somente a quatro peptideos (I-2, I-9,
C9 e C10) a reatividade foi de alta intensidade. Quanto aos anticorpos do
isotipo IgM, esse mesmo individuo, no periodo pré-Tx reconheceu 8
peptideos da MC com reatividade de baixa intensidade e nao reconheceram
qualquer peptideo da Hsp60. Apds o primeiro ano de Tx, ndo foram mais
observadas reatividades de alta intensidade neste individuo. As reatividades
foram predominantemente de baixa intensidade, os anticorpos do isotipo IgG
reconheceram 8 peptideos da MC (S2-3, 4, 8, 9, 11, 17, 30 e 32) e 3
peptideos da Hsp60 (-2, 1-9 e C3), e os anticorpos do isotipo IgM
reconheceram 16 peptideos da MC e somente o peptideo I-5 da Hsp60.

As reatividades de alta intensidade foram observadas principalmente
para os anticorpos do isotipo IgM, mais frequentemente para os peptideos
S2:3, 4, 8, 26, 29 e 30 da MC, e quase nao observadas para os peptideos da

Hsp60 (Figura 9).
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Figura 9. Frequéncia da intensidade de autorreatividade humoral dirigida a miosina
cardiaca e a Hsp60 nos individuos transplantados: Porcentagem de amostras positivas
em cada nivel de intensidade de reatividade para os anticorpos anti-miosina cardiaca do
isotipo 19G e IgM (a e b) e os anticorpos anti-Hsp60 (¢ e d). O método ELISA foi utilizado
para analisar as amostras de soros provenientes de 65 individuos transplantados (n=190).
As reatividades medidas em densidade 6ptica (D.O.) foram classificadas em trés niveis de
intensidade, de acordo com a legenda: baixa (D.O. = 0,170 e < 0,340), média (D.O. > 0,340
e <0,850) e, alta (D.O. > 0,850).
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4.2.3. Numero de peptideos reconhecidos por individuos
transplantados

Considerando os dois isotipos de anticorpos, simultaneamente,
observamos que todos os individuos transplantados reconheceram pelo
menos um peptideo da MC e da Hsp60.

Ao analisar separadamente as proteinas e os isotipos de anticorpos
envolvidos no reconhecimento desses peptideos (Tabela 7). Observamos
que a proporcao de individuos transplantados que reconheceram mais de
30% dos peptideos da MC foi significantemente maior para os anticorpos
IgM (80%, 52/65) do que para o isotipo 1gG (49%, 32/65), (p<0,0001). Em
contraste, para a reatividade dirigida aos peptideos da Hsp60, a proporgéo
de individuos que reconheceram mais de 30% dos peptideos foi
significantemente maior para os anticorpos do isotipo IgG (45%, 29/65) do
que para os anticorpos do isotipo IgM (25%, 16/65), (p=0,0047). Vale
ressaltar que 3 individuos transplantados n&o reconheceram peptideo algum
da Hsp60 por anticorpos IgG e, outros 8 individuos nado reconheceram
peptideo algum da Hsp60 por seus anticorpos do isotipo IgM.

Observamos também que a média de peptideos da MC reconhecidos
pelos anticorpos do isotipo IgM (17 £ 7, intervalo: 4-30 peptideos) foi maior
do que o isotipo IgG (12 £ 9, intervalo: 1-32 peptideos). Em contraste, a
média de peptideos da Hsp60 reconhecidos pelos anticorpos do isotipo 1gG
(6 £ 4, intervalo: 0-18 peptideos) foi maior do que para o isotipo IgM (4 + 4,

intervalo: 0-15 peptideos), (Tabela 7).
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Tabela 7 - Nimero de peptideos da miosina cardiaca e da Hsp60 reconhecidos pelos
anticorpos dos isotipos IgG e IgM em cada individuo transplantado cardiaco.

Individuos QUANTIDADE DE PEPTIDEOS RECONHECIDOS
Transplantados Miosina Cardiaca Hsp60
n =65 1gG IgM lgG IgM

No. pep. % No. pep. % No. pep. % No. pep. %
1 1 3,1 14 43,8 1 5,6 6 33,3
2 5 15,6 20 62,5 8 44 .4 8 44 .4
3 11 34,4 14 43,8 7 38,9 5 27,8
4 7 21,9 30 93,8 3 16,7 3 16,7
5 32 100,0 16 50,0 18 100,0 2 11,1
6 21 65,6 15 46,9 13 72,2 2 11,1
7 24 75,0 19 59,4 14 77,8 6 33,3
8 8 25,0 20 62,5 7 38,9 3 16,7
9 10 31,3 17 53,1 6 33,3 2 11,1
10 9 28,1 25 78,1 9 50,0 1 5,6
11 6 18,8 21 65,6 6 33,3 4 22,2
12 14 43,8 14 43,8 8 44,4 4 22,2
13 8 25,0 21 65,6 1 5,6 0 0,0
14 13 40,6 25 78,1 8 44,4 4 22,2
15 10 31,3 29 90,6 4 22,2 15 83,3
16 6 18,8 25 78,1 2 11,1 4 22,2
17 14 43,8 25 78,1 11 61,1 9 50,0
18 6 18,8 18 56,3 3 16,7 6 33,3
19 4 12,5 18 56,3 3 16,7 3 16,7
20 14 43,8 20 62,5 7 38,9 11 61,1
21 12 37,5 20 62,5 10 55,6 4 22,2
22 8 25,0 21 65,6 5 27,8 5 27,8
23 8 25,0 8 25,0 2 11,1 0 0,0
24 13 40,6 27 84,4 8 44 .4 9 50,0
25 32 100,0 9 28,1 16 88,9 15 83,3
26 32 100,0 4 12,5 13 72,2 0 0,0
27 9 28,1 18 56,3 3 16,7 4 22,2
28 22 68,8 18 56,3 7 38,9 4 22,2
29 30 93,8 19 59,4 9 50,0 1 5,6
30 4 12,5 10 31,3 3 16,7 2 11,1
31 32 100,0 25 78,1 18 100,0 1 5,
32 6 18,8 13 40,6 4 22,2 2 11,1
33 30 93,8 9 28,1 12 66,7 2 11,1
34 1 3,1 9 28,1 3 16,7 1 5,
35 29 90,6 28 87,5 6 33,3 13 72,2
36 9 28,1 14 43,8 5 27,8 5 27,8
37 9 28,1 17 53,1 4 22,2 1 5,6
38 14 43,8 9 28,1 11 61,1 3 16,7
39 19 59,4 23 71,9 12 66,7 2 11,1
40 8 25,0 25 78,1 5 27,8 9 50,0
41 14 43,8 6 18,8 3 16,7 5 27,8
42 12 37,5 23 71,9 3 16,7 14 77,8
43 20 62,5 11 34,4 4 22,2 1 5,6
44 15 46,9 24 75,0 6 33,3 8 44 .4
45 22 68,8 9 28,1 4 22,2 0 0,0
46 11 34,4 6 18,8 8 44,4 1 5,6
47 14 43,8 12 37,5 7 38,9 1 5,6
48 22 68,8 10 31,3 15 83,3 0 0,0
49 4 12,5 18 56,3 0 0,0 3 16,7
50 7 21,9 16 50,0 3 16,7 3 16,7
51 6 18,8 10 31,3 3 16,7 1 5,6
52 5 15,6 21 65,6 3 16,7 6 33,3
53 7 21,9 10 31,3 9 50,0 2 11,1
54 6 18,8 7 21,9 3 16,7 1 5,6
55 6 18,8 5 15,6 5 27,8 0 0,0
56 5 15,6 15 46,9 4 22,2 3 16,7
57 10 31,3 21 65,6 2 11,1 7 38,9
58 16 50,0 23 71,9 3 16,7 8 44 .4
59 5 15,6 21 65,6 1 5,6 4 22,2
60 12 37,5 7 21,9 1 5,6 0 0,0
61 2 6,3 5 15,6 0 0,0 1 5,6
62 7 21,9 18 56,3 3 16,7 4 22,2
63 6 18,8 11 34,4 3 16,7 0 0,0
64 1 3,1 19 59,4 2 11,1 2 11,1
65 6 18,8 13 40,6 0 0, 4 22,2

Médiae 1155185 16,5 + 6,7 6,0 +4,4 43,7
Desvio Padréo

* Os numeros marcados em vermelho: = 30% de peptideos reconhecidos.
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Comparamos as porcentagens de peptideos da MC reconhecidas por
ambos os isotipos de anticorpos, observamos que a mediana foi
significantemente maior para anticorpos IgM do para anticorpos IgG
(p=0,001). Em contraste, para a reatividade dirigida a Hsp60, a mediana foi
significantemente maior para os anticorpos IgG do que para os anticorpos
IgM (p=0,009). Observamos também que os anticorpos do isotipo IgM
reconheceram mais peptideos da MC do que Hsp60 (p<0,001). Nao houve
diferenca estatisticamente significante (p=0,120) para a reatividade dos
anticorpos do isotipo 1gG dirigidos aos peptideos da MC e da Hsp60 (Figura

10).
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Figura 10. Porcentagem de peptideos reconhecidos por individuos transplantados
cardiacos: Comparagao entre as medianas das porcentagens de peptideos da Miosina
cardiaca (MC, n=32) e Hsp60 (Hsp, n=18) reconhecidos pelos anticorpos do isotipo IgG e
IgM de individuos transplantados cardiacos (n=65). Teste de Wilcoxon a=0,05.
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4.2.4. Variabilidade da autorreatividade humoral no transplante

Para avaliar a variabilidade da autorreatividade humoral no processo
de transplante, os individuos transplantados com a amostra do periodo de
pré-transplante foram selecionados para esta parte da analise (n=41). Os
nameros de peptideos (MC e Hsp60) reconhecidos por isotipos de
anticorpos (IgG e IgM) no periodo pré e pds-Tx estdo apresentados
individualmente no anexo G.

Os anticorpos do isotipo IgG de individuos no periodo pré-Tx
reconheceram mais peptideos do que no periodo de pds-Tx, ndo s6 para a
reatividade dirigida a MC (p=0,024), mas também para a Hsp60 (p=0,016).
Para os anticorpos do isotipo IgM reativos a MC, os individuos no periodo de
pos-Tx reconheceram mais peptideos do que no periodo pré-Tx (p=0,002),
entretanto, ndo observamos diferenca significante na mesma comparagao

feita para os anticorpos dirigidos a Hsp60 (Figura 11).
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Figura 11. Comparacdo do numero de peptideos reconhecidos pelos anticorpos do
isotipos IgG e IgM de individuos transplantados nos periodos pré e pos-transplante:
Comparagcao do numero de peptideos da miosina cardiaca (n=32) e Hsp60 (n=18)
reconhecidos pelos anticorpos do isotipo IgG ou IgM de 41 individuos transplantados. A
linha horizontal representa a mediana de cada grupo. Utilizou-se o teste pareado de
Wilcoxon para as comparagodes entre os dois periodos de transplante (a«=0,05).



Resultados 55

Analisamos 41 individuos transplantados em relagdo ao numero de
peptideos reconhecidos nos periodos de pré e pds-transplante (anexo G),
comparou-se o numero de peptideos divergentes, ou seja, o numero de
peptideos que foram reconhecidos no periodo pré-transplante e nao foram
reconhecidos no poés-transplante, ou vice versa (anexo H). P6de-se observar
que 93% dos individuos para anticorpos IgG e 98% dos individuos para
anticorpos IgM tiveram variagao para a reatividade dirigida aos peptideos da
MC. As porcentagens discretamente menores foram observadas para a
reatividade dirigida a Hsp60, sendo 85% dos individuos transplantados para
anticorpos 1gG e 76% dos individuos para os anticorpos IgM tiveram
variagao no numero de peptideos reconhecidos entre os dois periodos de
transplante.

Analisamos, também, a variabilidade da intensidade de reatividade
dos anticorpos dirigidos a MC e a Hsp60 nos individuos transplantados
(n=65). Considerou-se como variagao, quando qualquer amostra do mesmo
individuo em tempos distintos teve diferenga superior a D.O. de 0,200.

A proporcao de individuos transplantados que apresentou variagdes
na intensidade de autorreatividade ao longo do tempo de transplante foi
significantemente maior para os dois isotipos de anticorpos dirigidos a MC
(IgG: 88% e IgM: 85%), quando comparada aquela dos anticorpos reativos
a Hsp60 (IgG: 41% e IgM: 38%); (p<0,0001). No entanto, a figura 12 mostra
também que a proporcao de individuos transplantados que tiveram mais de
10% dos peptideos com variagdo foi significantemente maior para os

anticorpos anti-MC do isotipo IgM do que para o isotipo IgG (55% vs 25%;
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p<0,001) e, quando comparada aos anticorpos dirigidos a Hsp60, a
propor¢cao também foi significantemente maior para a reatividade dos

anticorpos IgM anti-MC (55% vs 20% ou 14%; p<0,001).
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Figura 12. Distribui¢cdo da proporc¢éo de individuos transplantados de acordo com as
porcentagens de peptideos com variagdo da intensidade de reatividade ao longo do
tempo: Numero relativo de individuos transplantados em relacdo a porcentagem de
peptideos da miosina cardiaca e da Hsp60 com variagdo da intensidade de reatividade
entre as amostras. Considerou-se que um individuo teve variagdo na intensidade de
reatividade dos anticorpos IgG e IgM a um determinado peptideo, se a diferenga entre as
D.Os. (densidade 6ptica) das amostras fosse maior do que 0,200.

4.2.5. Autorreatividade humoral aos peptideos selecionados

Foram selecionados para a proxima etapa da analise, 13 peptideos
da MC com reatividade mais relevante (S2: 1, 3, 4, 6, 8, 9, 16, 17, 19, 20, 29,
31 e 32) e 11 peptideos da Hsp60 (N3, N7, N10, 1-2, I-4, I-5, 1-6, I-9, p277,
C3 e C9); esses peptideos estdo marcados em retadngulo nas Figuras 13 e
14. Os critérios de selegao desses peptideos foram: i) maior diferenca entre
a frequéncia de sadios e dos transplantados; ii) predominéncia de um dos
isotipos de anticorpos; iii) peptideos que ja foram descritos como relevantes

na literatura.
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Figura 13. Frequéncia de individuos sadios e transplantados positivos para os
anticorpos do isotipo IgG e IgM reativos aos peptideos da miosina cardiaca: grupo de
individuos sadios, n=30 (a) e o grupo de individuos transplantados cardiacos, n=65 (b). Os
peptideos marcados com retangulo sao os selecionados para a analise mais aprofundada.
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Figura 14. Frequéncia de individuos sadios e transplantados positivos para os
anticorpos do isotipo IgG e IgM reativos aos peptideos da Hsp60: o grupo de individuos
sadios, n=30 (a) e o grupo de individuos transplantados cardiacos, n=65 (b). Os peptideos
marcados com retangulo s&o os selecionados para as andlises mais aprofundadas.
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Frequéncia de individuos transplantados reativos aos peptideos
selecionados: periodos de transplante
Na analise longitudinal dos anticorpos envolvidos na reatividade aos
peptideos selecionados (Figura 15), observamos que a proporcdo de
individuos positivos para os anticorpos do isotipo IgG no periodo de Pré-Tx
e/ou T1 (<1ano) foi maior do que nos periodos tardios de transplante T2 (1 a
5 anos) e T3 (>5 anos). Pdde-se observar a maior frequéncia de individuos
positivos para anticorpos IgG no Pré-Tx e T1 em 92% (12/13) dos peptideos
selecionados da MC e 82% (9/11) dos peptideos selecionados da Hsp60.
Destacamos o peptideo, S2-20 da MC e os peptideos I-4 e |-5 da Hsp60
cujas frequéncias de individuos positivos para anticorpos IgG no periodo
Pré-Tx e T1 foi significantemente maior do que no periodo T2 e T3 do
periodo pés-Tx (p<0,05). Em contraste a reatividade dos anticorpos IgG,
para os anticorpos IgM, os individuos transplantados no periodo de pds-Tx
(T1 e/ou T2) reconheceram mais peptideos selecionados da MC e da Hsp60
do que no pré-Tx. Pdde-se observar maior frequéncia de individuos positivos
para anticorpos IgM nos periodos T1 e/ou T2 em 77% (10/13) dos peptideos
selecionados da MC e 82% (9/11) dos peptideos selecionados da Hsp60.
Vale ressaltar que o peptideo N7 da Hsp60 foi significantemente mais
reconhecido por individuos no periodo T3 do que os individuos no pré-Tx e
os dois periodos mais recentes de transplante; T1 e T2 de p6s-Tx (85% vs

44%, 49% e 49%, p<0,001).
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Figura 15. Analise longitudinal da frequéncia de individuos transplantados reativos
aos peptideos selecionados da miosina cardiaca e da Hsp60: Comparagcdo das
frequéncias de individuos transplantados positivos para os anticorpos do isotipo IgG e IgM
dirigidos aos peptideos selecionados da Miosina Cardiaca (a) e da Hsp60 (b) nos periodos
pré-transplante (Pré-Tx, n=41), T1 (n=51), T2 (n=33) e T3 (n=13).
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Frequéncia de individuos reativos aos peptideos selecionados:
tipos de rejeicao

Em todos os peptideos selecionados da MC, observamos que a
frequéncia de individuos positivos para os anticorpos IgG foi maior para o
grupo com rejeicdo aguda moderada (RAM, n=28) do que o grupo de
individuos sem rejeicao (SR, n=31) ou com doenga vascular do enxerto
(DVE, n=8). Destacamos o peptideo S2-20 que foi mais reconhecido pelos
individuos no momento de RAM do que no SR (43% vs 6,5%, p=0,0001).
Quanto a frequéncia de individuos positivos para os anticorpos IgM reativos
a MC, nao observamos diferenca estatisticamente significante entre os
grupos analisados (p=0,185). Porém, pbde-se observar que alguns
peptideos como: 1, 8, 16, 17 e 20 foram mais reconhecidos pelos individuos
transplantados no momento SR (Figura 16-a). Em relagdo aos anticorpos
dirigidos aos peptideos selecionados da Hsp60, ndao houve diferencga
estatisticamente significante entre as frequéncias de individuos positivos no
momento da rejeicdo e de nao rejei¢ao, tanto para o isotipo IgG (p=0,072)
quanto para o isotipo IgM (p=0,056). Porém, vale destacar que os peptideos
[-2 e I-5 foram mais reconhecidos pelos anticorpos IgG de individuos no
momento SR, 58% e 32%, respectivamente, em comparacdo com o0s
individuos com RAM (35% e 17%) e DVE (37% e 0%). Ja o peptideo C3 foi
mais reconhecido pelo grupo da RAM (36%) do que o grupo SR (13%) e
DVE (0%). Por outro lado, os peptideos N3, N7 foram mais reconhecidos
pelos anticorpos do isotipo IgM do grupos SR (29% e 65%), e DVE (25% e

62%) do que o grupo de RAM, 14% e 36%, respectivamente (Figura 16-b).
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Figura 16. Frequéncia de individuos transplantados reativos aos peptideos
selecionados da miosina cardiaca e da Hsp60 em relagdo ao tipo de rejeicdo:
Comparacao das frequéncias de individuos reativos aos peptideos selecionados da Miosina
Cardiaca (a) e da Hsp60 (b) para os anticorpos dos isotipos IgG e IgM entre os grupos: sem
rejeicao (SR, n=31), rejeicdo aguda moderada (RAM, n=28) e doenga vascular do enxerto
(DVE, n=8).
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Frequéncia de individuos reativos aos peptideos selecionados:
doencas de base

As amostras de soro do periodo pré-Tx foram classificadas em
relacdo as doengas de base nas cardiopatias: isquémica (n=12), dilatada
(n=16), e chagasica (n=8). Devido ao pequeno numero de individuos, outros
cinco individuos foram deixados fora desta analise; sdo eles: cardiopatia
reumatica (n=1); restritiva (n=3) e idiopatica (n=1).

Os individuos com cardiopatia isquémica apresentaram um repertério
de autoanticorpos dirigidos a MC predominantemente do isotipo IgG. No
entanto, para a cardiopatia dilatada e chagasica, observamos bastante
semelhanga entre a frequéncia de positividade para os dois isotipos de
anticorpos. E interessante ressaltar que o peptideo S2-4 da MC foi
imunodominante para as trés cardiopatias, e o peptideo S2-1 foi reconhecido
preferencialmente pelo grupo de cardiopatia chagasica (Figura 17-a).

Os trés grupos de cardiopatias analisados apresentaram padrdes de
autorreatividade aos peptideos da Hsp60 bastante semelhantes, com o
predominio dos anticorpos do isotipo IgG. Os peptideos da regiédo
intermediaria da proteina foram mais reconhecidos pelos trés grupos.
Porém, observamos que alguns desses peptideos (I-4, I-5, I-6 e 1-9) foram
reconhecidos principalmente pelos grupos de cardiopatias dilatada e
chagasica. A baixa frequéncia de individuos positivos para os anticorpos do
isotipo IgM foi observada em quase todos os peptideos da Hsp60, exceto
para o peptideo N7, que foi reconhecido por 50% dos individuos com

cardiopatia dilatada (Figura 17-b).
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Figura 17. Frequéncia de individuos transplantados reativos aos peptideos
selecionados da miosina cardiaca e Hsp60 em relacdo a doenca cardiaca de base:
Foram consideradas somente as amostras do periodo pré transplante para a comparagao
das frequéncias de individuos reativos para os anticorpos do isotipo IgG e IgM dirigidos aos
peptideos selecionados da Miosina Cardiaca (a) e da Hsp60 (b) entre os grupos de
diferentes doencas cardiacas de base: isquémica (n=12); dilatada (n=16) e chagasica (n=8).
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4.2.6. Numero de peptideos reconhecidos pelos individuos

transplantados cardiacos

Numero de peptideos reconhecidos: tempo de transplante

Nos periodos pré-Tx e T1 os numeros de peptideos da MC
reconhecidos pelos anticorpos do isotipo IgG foram semelhantes. No
entanto, nos dois periodos mais tardios do transplante (T2 e T3) houve uma
diminuicao significante no numero de peptideos reconhecidos (p<0,05). Em
contraste com o isotipo IgG, observamos que os anticorpos do isotipo IgM
de individuos no periodo pré-Tx reconheceram um menor numero de
peptideos da MC do que nos periodos T1 e T2 (p<0,05). No periodo T3 do
transplante, o numero de peptideos da MC reconhecidos foi semelhante ao

do periodo pré-Tx (Figura 18).
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Figura 18. Porcentagem de peptideos da miosina cardiaca e de Hsp60 reconhecidos
pelos individuos transplantados nos diferentes periodos de evolucédo do transplante:
Percentagem de peptideos reconhecidos pelos pacientes nos periodos de pré-transplante
(Pré, n=41); < 1 ano de Tx (T1, n=51); 1 a 5 anos de Tx (T2, n=33); > 5 anos de Tx (T3,
n=13). Os anticorpos dos isotipos IgG e IgM foram detectados pelo método
imunoenzimarico (ELISA). O teste estatistico aplicado: Kruskal-Wallis com o poés-teste de

Dunn (a=0,05).
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Para os anticorpos reativos a Hsp60 do isotipo IgG, os individuos no
pré-Tx reconheceram mais peptideos do que nos outros periodos de pds-Tx,
no entanto, a diferenca estatistica foi detectada somente entre o periodo pré-
Tx e o periodo T2 de transplante (p<0,05). Quanto aos anticorpos do isotipo
IgM reativos a Hsp60, os numeros de peptideos que os individuos
transplantados reconheceram, foram bastante semelhantes em diferentes

periodos de transplante (Figura 18).

Numero de peptideos reconhecidos: tipos de rejeicédo

Comparou-se o numero de peptideos reconhecidos pelos individuos
transplantados com a ocorréncia de rejeicdo no mesmo periodo da amostra
de soro. Nao houve diferenca significante entre os grupos comparados (sem
rejeicao vs diferentes tipos de rejeicdo) para ambos os isotipos de anticorpos
dirigidos as duas proteinas estudadas (Figura 19). No entanto, pbéde-se
observar uma tendéncia de maior reconhecimento para os anticorpos do
isotipo 1gG reativos a MC nos momentos de rejeicdo aguda leve (RAL) e
moderada (RAM). Em contraste, os anticorpos do isotipo IgM dos individuos
transplantados no momento sem rejeicdo (SR) reconheceram mais
peptideos da MC do que nos momentos da rejeicdo. Os individuos
transplantados com doenga vascular do enxerto (DVE) reconheceram um
numero de peptideos da MC semelhante ao momento SR. Nao houve
diferenca significante na mesma comparagao feita para os anticorpos, tanto
do isotipo IgG (p=0,55) quanto do IgM (p=0,30) dirigidos a Hsp60 (Figura

19).
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Figura 19. Comparacdo do numero de peptideos reconhecidos pelos individuos
transplantados na auséncia de rejeicdo e nos diferentes tipos de rejeicdo: O numero
de peptideos da Miosina cardiaca (n=32) e da Hsp60 (n=18) reconhecidos pelos anticorpos
dos isotipos IgG e IgM de individuos portadores de transplante cardiaco no momento da
auséncia de rejeicdo (SR, n=31); rejeicdo aguda leve ou grau 1 de ISHLT (RAL, n=33);
rejeicdo aguda moderada ou grau 3 de ISHLT (RAM, n=28) e doencga vascular do enxerto
ou vasculopatia do transplante (DVE, n=8). Teste de Kruskal-Wallis (0=0,05).

Numero de peptideos reconhecidos: episédios de rejeicdo no
primeiro ano de transplante

Com base no numero de episédios de rejeicdo celular aguda
moderada (grau 3 da ISHLT) no primeiro ano de transplante, os individuos
transplantados cardiacos foram classificados em trés grupos: 0 episédio de
rejeicao (n=8), 1 ou 2 episddios de rejeicdo (n=36) e, 3 ou 4 episddios de
rejeicao (n=11). Outros 10 individuos foram excluidos nesta parte da analise,
por nao ter amostras e/ou laudos de bidpsias no primeiro ano de transplante.
Comparou-se o numero de peptideos reconhecidos pelos individuos
transplantados com a frequéncia de episodios de rejeigdo no primeiro ano de
Tx. Péde-se observar que nao houve diferenca estatisticamente significante
para os anticorpos IgG dirigidos a MC entre os trés grupos comparados
(p=0,7980). No entanto, para os anticorpos do isotipo IgM reativos a MC, o

grupo com maior numero de rejeigdo (3 ou 4) reconheceu significantemente
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maior numero de peptideos do que o grupo que nao teve rejeicao (p<0,05).
Apesar de nao haver diferenca estatistica para os anticorpos dos isotipos
IgG (0,2391) e IgM (0,0783) dirigidos a Hsp60, péde-se observar que houve
uma tendéncia para menor reconhecimento do isotipo IgG e maior
reconhecimento do isotipo IgM no grupo de individuos transplantados com
maior numero de episddios de rejeicdo no primeiro ano de transplante

(Figura 20).
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Figura 20. Comparacao do numero de peptideos reconhecidos em relacdo ao namero
de episodios de rejeicdo no primeiro ano de transplante: O ndmero de peptideos da
miosina cardiaca (n=32) e da Hsp60 (n=18) reconhecidos pelos anticorpos dos isotipos 1gG
e IgM de individuos no primeiro ano de transplante. Os individuos transplantados foram
classificados de acordo com o numero de episodios de rejeicdo moderada (RAM) ou grau 3
da classificagdo da ISHLT que tiveram no primeiro ano de transplante em: 0 (sem rejeicao,
n=8); 1 ou 2 episddios de rejeicdo (n=36) e 3 ou 4 episddios de rejeicao (n=11).

Numero de peptideos reconhecidos: doencas de base
Os individuos que tiveram amostras de soro antes do transplante
cardiaco foram agrupados em trés grupos, segundo as cardiopatias de base:

isquémica (n=12), dilatada (n=16) e chagasica (n=8) e, comparamos os
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numeros de peptideos reconhecidos entre os trés grupos. Nao houve
diferenca estatisticamente significante em qualquer uma das comparacoes
para ambos os isotipos de anticorpos dirigidos a MC e Hsp60. Porém,
observamos uma tendéncia dos anticorpos do isotipo IgM de individuos com
cardiopatia isquémica reconhecendo menos peptideos da MC (p=0,0505) e
da Hsp60 (p=0,1629), quando foram comparados aqueles com cardiopatia
dilatada e chagasica (Figura 21).

Com o objetivo de conhecer se o numero de peptideos reconhecidos
pelos individuos antes do transplante tem relagdo com a evolugao do
transplante. Nos identificamos com circulos os numeros de peptideos
reconhecidos pelos individuos com mais de trés episoddios de rejeigao, ou
com rejeigao persistente no primeiro ano de Tx (Figura 21). Observamos que
a frequéncia de individuos com pior quadro de rejeicao foi semelhante nas
trés cardiopatias, ou seja, 3 ou 4 casos em todos os trés grupos. O maior
reconhecimento de autoantigenos antes do transplante parece n&o estar
associado a maior numero de episodios de rejeicdo e/ou rejeigao
persistente. Além disso, 12 individuos do periodo pré-Tx em que o0s
anticorpos IgG desses individuos reconheceram mais de 15 peptideos da
MC, somente 2 (17%) tiveram mais de 3 episddios de RAM no primeiro ano
de Tx. Vale ressaltar que a amostra pequena € um viés importante a ser

considerado.
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Figura 21. Namero de peptideos da miosina cardiaca e da Hsp60 reconhecidos pelos
anticorpos dos isotipos IgG e IgM nas doencas cardiacas de base: O numero de
peptideos reconhecidos pelos anticorpos (IgG e IgM) dirigidos a miosina cardiaca (a) e
Hsp60 (b) no periodo pré-transplante. Os grupos classificados segundo as cardiopatias em:
isquémica (n=12); dilatada (n=16) e chagasica (n=8). A linha horizontal representa a
mediana de cada grupo. O teste nado-paramétrico de Kruskal-Wallis foi aplicado nas
multiplas comparacgdes (0=0,05). Os individuos que tiveram mais de 3 episddios de rejeicéo
moderada (grau 3 da classificagdo da ISHLT) no primeiro ano de transplante estédo
marcados com circulo.

4.3. Autorreatividade humoral fisiolégica e no transplante cardiaco

4.3.1. Frequéncia de individuos reativos
Foram comparadas, as frequéncias de individuos positivos para os

anticorpos do isotipo IgG e do IgM dirigidos as proteinas da MC e da Hsp60
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do grupo de individuos sadios com o grupo de individuos transplantados
cardiacos (Figuras 13 e 14). No grafico de individuos sadios, observamos
uma nitida assimetria entre as frequéncias de individuos reativos para os
dois isotipos de anticorpos. Essa assimetria € devido a predominancia de
individuos positivos para os anticorpos do isotipo IgM, e uma baixa
frequéncia para os anticorpos IgG. Em contraste, a frequéncia de
positividade no grupo de individuos transplantados foi semelhante para os
dois isotipos de anticorpos, pdde-se observar o envolvimento dos dois
isotipos de anticorpos no reconhecimento de todos os peptideos.

Entre os peptideos da MC, seis peptideos ndo foram reconhecidos
pelos anticorpos do isotipo IgG de individuos sadios (S2: 19, 21, 22, 25, 27,
29), porém, todos desses peptideos foram reconhecidos por
aproximadamente 20% dos individuos transplantados. Para a analise
seguinte, incluimos também o peptideo S2-23, porque este peptideo foi
reconhecido somente por um individuo sadio, entretanto, foi reconhecido por
38% (25/65) dos individuos transplantados. Em relagao aos anticorpos do
isotipo IgG reativos a esses sete peptideos da MC, considerando todos os
periodos de Tx, observamos que 60% (39/65) dos individuos transplantados
reconheceram pelo menos um dos sete peptideos, entre esses individuos,
36% (14/39) tiveram 3 ou 4 episodios de rejeicao ou rejeicado persistente (3
diagndsticos de RAM em 3 meses seguidos). O mesmo critério de analise foi
realizado para outros 26 individuos transplantados que nao reconheceram
peptideo algum, observamos que nesse grupo, 30% (7/26) dos individuos

tiveram mais de 3 episddios de rejeicdo. Por tanto, as proporgdes de
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individuos que tiveram mais de 3 episddios de rejeicao foram semelhantes
nos dois grupos comparados (p=0,5898). Também analisamos 20 individuos
que tiveram 3 ou 4 episddios de rejeicao e/ou rejeicao persistente, quanto a
reatividade dos anticorpos IgG dirigidos aqueles sete peptideos da MC que
ndo foram reconhecidos pelos individuos sadios. Observamos que 85%
(17/20) dos individuos reconheceram até 2 peptideos e somente 3 individuos
reconheceram mais de 3 peptideos. E interessante observar que dos 6
individuos que reconheceram mais de 5 daqueles 7 peptideos no periodo
pré-Tx, dois individuos nao tiveram rejeicao e outros quatro tiveram somente
1 ou 2 episddios de rejeigao; vale ressaltar que nenhum dos seis individuos
teve rejeicao persistente.

Com relacao a frequéncia de individuos positivos para os anticorpos
do isotipo 1gG reativos a MC, observamos que no pré-Tx e o grupo de RAM
a frequéncia de reatividade foi maior do que no grupo de individuos sadios
(p<0,01). A mesma comparacgao foi feita para os anticorpos do isotipo IgM,
porém nao observamos diferenca significante entre os grupos (p=0,052).
Destacamos os peptideos S2-14, 16 e 20, que foram mais reconhecidos
pelos anticorpos 1gG dos individuos no periodo pré-Tx (34%, 32% e 42%,
respectivamente), e também nos momentos com RAM (29%, 21% e 43%).
Porém, esses peptideos foram pouco reconhecidos pelos individuos sadios
(10%, 17% e 10%) e pelos individuos transplantados no momento SR (13%,
10%, 13%). E interessante observar que esses mesmos peptideos foram
mais reconhecidos pelos anticorpos IgM de individuos sadios e/ou no

momento SR (Figura 22-a ).



Resultados 73

H Sadios (n=30)

a) Miosina Cardiaca  Pré-Tx (n=41)
ISR (n=31)
100 Il RAM (n=28)
804

IgG

% individuos positivos

z‘| lrul ] || My ||H| ||H

100

H 1 14 16 19 20 29 31 32

Peptideos da Miosina Cardiaca

Il Sadios (n=30)
I Pre-Tx (n=41)
b) Hsp60 ISR (n=31)
1004 N RAM (n=28)

80+
60~
40+

20-

N —

2::'|H| II I l I'U| | IIUI |IHI Il“l ‘IU- Ilu. I-U— |

% individuos positivos

40 - am

60 -

80 4

100

N3 N7 N10 12 14 15 16 19 p277 c3 co
Peptideos da Hsp60

Figura 22. Frequéncias de reatividade aos peptideos selecionados no grupo de
individuos sadios e nos grupos de diferentes estados clinicos do transplante:
Comparacao das frequéncias de positividade dos anticorpos do isotipo IgG e IgM dirigidos
aos peptideos selecionados da Miosina Cardiaca (a) e da Hsp60 (b) entre os grupos de
individuos sadios (n=30), pré-transplante (n=41), momento sem rejeicdo (n=31) e rejeicéo
aguda moderada ou grau 3 da ISHLT (n=28).



Resultados 74

Para a reatividade dirigida a Hsp60, ndo observamos diferenca
significante entre os grupos comparados para anticorpos do isotipo IgG
(p=0,072) e do IgM (p=0,056). Porém, destacamos o peptideo I-2, que foi
reconhecido pelos anticorpos IgG de 58% dos individuos no momento SR,
enquanto nos outros grupos as frequéncias foram menores: sadios (40%),
Pré-Tx (34%) e RAM (36%). Outros peptideos 1-4, -6 e C3 foram mais
reconhecidos no periodo pré-Tx e/ou no momento da RAM (x 50%), em
contraste, somente + 20% de individuos nos outros grupos. Em relagédo a
reatividade dos anticorpos do isotipo IgM, destaca-se o peptideo I-6, que foi
reconhecido por 70% dos individuos sadios e somente por + 30% de
individuos dos outros grupos. Os peptideos N3, N7 e p277 foram mais
reconhecidos pelos individuos transplantados no momento SR do que na

RAM (Figura 22-b).

4.3.2. Numero de peptideos reconhecidos

Analisamos as reatividades dos anticorpos do isotipo IgG e IgM
dirigidos aos 50 peptideos da MC e Hsp60 em 30 individuos sadios e em 65
individuos transplantados subdivididos em: Pré-Tx (n=41), T1 (< 1 ano de
Tx, n=51), T2 (1 a 5 anos de Tx, n=33) e T3 (>5 anos de Tx, n=13).

Nos periodos Pré-Tx e T1, os anticorpos IgG dos individuos desses
dois grupos reconheceram um maior numero de peptideos do que nos
tempos tardios de transplante (T2 e T3) e do grupo de individuos sadios

(p<0,05). Nos periodos T2 e T3 do transplante, os individuos transplantados
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reconheceram um numero de peptideos semelhante aos individuos sadios
(Figura 23).

Quanto aos anticorpos do isotipo IgM, o grupo de individuos sadios
reconheceu muito mais peptideos do que o grupo de individuos Pré-Tx
(p<0,001). Nos tempos T1 e T2, os individuos transplantados reconheceram
um numero de peptideos bastante semelhante ao grupo de sadios, portanto,

também significantemente maior do que o periodo Pré-Tx (p<0,05).
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Figura 23. Namero total de peptideos da miosina cardiaca e da Hsp60 reconhecidos
pelos anticorpos IgG e IgM de individuos sadios e nos diferentes periodos de
evolucgao do transplante: Os ndmeros de peptideos (n=50) reconhecidos pelos anticorpos
do isotipo IgG e IgM dirigidos a miosina cardiaca e Hsp60. Comparagao entre os grupos de
individuos sadios (n=30), Pré-Tx (n=41), T1 (n=51), T2 (n=33) e T3 (n=13). A linha
horizontal representa a mediana de cada grupo. O teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis
foi aplicado nas multiplas comparagées e Dunn para as duplas comparagoes (a=0,05).
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4.3.3. Isotipos de anticorpos envolvidos no reconhecimento dos
peptideos da miosina cardiaca e da Hsp60: Sadios e Transplantados

Os individuos reativos aos peptideos da MC e Hsp60 foram
classificados de acordo com os anticorpos envolvidos no reconhecimento
desses peptideos em: IgG, IgM ou ambos os isotipos. Para cada isotipo de
anticorpo, as porcentagens de individuos sadios reativos foram comparadas
com as de transplantados cardiacos. Observamos que 65% (21/32) dos
peptideos da MC e 39% (7/18) dos peptideos da Hsp60, a porcentagem de
individuos positivos para os anticorpos IgG e/lou IgG+IigM foi
significantemente maior no grupo de transplantados do que nos individuos
sadios (p<0,05). Vale ressaltar que desses sete peptideos da Hsp60 mais
reconhecidos pelos anticorpos IgG de individuos transplantados, quatro
pertencem a regiao intermediaria da Hsp60 (Figuras 24 e 25).

Em contraste, para os anticorpos IgM, 34% (11/32) dos peptideos da
MC e 17% (3/18) dos peptideos da Hsp60 a proporgédo de individuos
positivos foi maior no grupo de individuos sadios do que nos individuos
transplantados (p<0,05). Somente em trés peptideos da Hsp60 (N3, I8 e
p277), observamos que a porcentagem de individuos positivos para os
anticorpos IgM foi significantemente maior no grupo de transplantados

cardiacos do que no grupo de individuos sadios (p<0,05).
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Figura 24. Porcentagem de individuos positivos para os anticorpos IgG reativos aos
peptideos da miosina cardiaca foi maior do que o IgM no grupo de individuos
transplantados cardiacos: Os graficos mostram as porcentagens de individuos positivos
para os isotipos de anticorpos 1gG, IgM ou ambos os isotipos no grupo de individuos sadios,
n=30 (a) e no grupo de individuos transplantados, n=65 (b) em cada peptideo da miosina
cardiaca estudado (n=32). Nos peptideos marcados com asterisco observa-se uma
porcentagem de individuos transplantados significantemente maior para os anticorpos do
isotipo IgG ou IgM+IgG e os peptideos marcados em circulos, a porcentagem de individuos
sadios significantemente maior para os anticorpos do isotipo IgM (Teste Chi-Qadrado de
Pearson ou Fisher, p<0,05).
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Figura 25. Porcentagem de individuos positivos para os anticorpos IgG reativos aos
peptideos da Hsp60 foi maior no grupo de individuos transplantados cardiacos: Os
graficos mostram as porcentagens de individuos positivos para os isotipos de anticorpos
IgG, IgM ou ambos os isotipos no grupo de individuos sadios, n=30 (a) e no grupo de
individuos transplantados, n=65 (b) em cada peptideo da Hsp60 estudado (n=18). Nos
peptideos marcados com asterisco observa-se uma porcentagem de individuos
transplantados significantemente maior para os anticorpos do isotipo 1gG ou IgM+IgG. Os
peptideos marcado em circulo apresentaram porcentagem de individuos positivos para os
anticorpos do isoitpo IgM significantemente maior no grupo de transplantados ou individuos
sadios (Teste Chi-Qadrado de Pearson ou Fisher, p<0,05).
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4.3.4. Variagao individual da intensidade de autorreatividade

Dois peptideos foram escolhidos para a analise da variagao
individual (S2-20 da MC e C3 da Hsp60), devido a maior reconhecimento
desses peptideos pelos anticorpos IgG do grupo de transplantados
cardiacos no momento da rejeicdo. Analisou-se individualmente a
reatividade dos autoanticorpos ao longo do tempo no grupo de individuos
sadios e nos individuos transplantados cardiacos. Observamos que a
intensidade de autorreatividade humoral do grupo de individuos sadios foi
estavel ao longo de um ano (3 tempos), ndo s6 para os anticorpos do isotipo
IgG, mas também para o isotipo IgM (Figura 26). Para o grupo de individuos
transplantados cardiacos, a variabilidade da autorreatividade foi avaliada
apenas graficamente, devido ao numero de amostras muito heterogéneos
entre os individuos que impossibilitou a analise estatistica. No entanto, péde-
se observar que a variagao da intensidade de reatividade foi maior nesse
grupo (Figura 27). Comparamos as intensidades de autorreatividade contra
os peptideos S2-20 da MC e C3 da Hsp60 entre o momento de rejeicao e de
nao rejeicao do enxerto. Observamos que no momento da rejeicdo houve
uma maior intensidade de autorreatividade para os anticorpos do isotipo IgG
(p<0,05). Para os anticorpos do isotipo IgM, a mesma comparagao foi
realizada para os dois peptideos, porém, ndao foram observadas diferencas

estatisticamente significantes (Figura 28).
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Figura 26. Variagdo da intensidade de autorreatividade humoral individual no grupo
de individuos sadios ao longo do tempo: Os graficos mostram as variagdes da
intensidade de reatividade dos anticorpos IgG (a e b) e dos anticorpos IgM (c e d) reativos
ao peptideo S2-20 da miosina cardiaca e o peptideo C3 da Hsp60 no grupo de individuos
sadios (n=30) em trés tempos sequenciais (T1, T2 e T3) com intervalo de seis meses entre
os tempos. Os individuos com intensidade de reatividades maiores estao destacados com
os respectivos numeros. Teste de Friedman a=0,05.
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Figura 27. Variagdo da intensidade de autorreatividade humoral individual no grupo
de individuos transplantados cardiacos ao longo do tempo: Os graficos mostram as
variagdes da intensidade de reatividade dos anticorpos IgG (a e b) e dos anticorpos IgM (c e
d) reativos ao peptideo S2-20 da miosina cardiaca e o peptideo C3 da Hsp60 no grupo de
individuos transplantados (n=44) no periodo de pré transplante e em trés tempos de pos
transplante: T1 (<1ano), T2 (1 a 5 anos) e T3 (>5 anos).
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Figura 28. Comparacao individual da intensidade de autorreatividade humoral entre o
momento da rejeicdo e o momento de nédo rejeicdo do enxerto cardiaco: Os graficos
mostram as variagées da intensidade de reatividade dos anticorpos IgG (a e b) e dos
anticorpos IgM (c e d) dirigidos ao peptideo S2-20 da miosina cardiaca e peptideo C3 da
Hsp60 nos dois momentos de estado clinico do individuo transplantado cardiaco (rejei¢cao e
nao rejeicao do enxerto) baseado no laudo da biépsia endomiocardica. Teste de Wilcoxon

a=0,05.
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No sentido de melhor compreender a autorreatividade humoral no
estado fisiologico e no contexto do transplante, analisou-se,
sequencialmente, o repertério de autoanticorpos dirigido aos peptideos da
miosina cardiaca e da Hsp60 no soro de individuos sadios (estudo
prospectivo) e nos individuos transplantados cardiacos (estudo
retrospectivo).

Varios grupos tém estudado o repertorio de autoanticorpos utilizando
diferentes ferramentas de pesquisa, dentre essas, a técnica de Immunoblot
modificada ou Panama blot, que permite a identificacdo de autoanticorpos
que se ligam a proteinas de varios extratos de tecidos humanos (Nobrega et.
al., 1993; Haury et. al., 1994). O uso de ferramentas de bioinformatica, com
‘immuno-chips” contendo cerca de 100 autoantigenos pré-fixados, tem
permitido identificacdo de padrbes de autorreatividade dirigidos a
determinados grupos de autoantigenos, e a diferenciagcdo de padrdes de
reatividade associados com diabetes tipo | em relagdo a individuos
saudaveis (Quintana et. al., 2003; Quintana et. al., 2004b). Nessas duas
abordagens, a reatividade de autoanticorpos foi testada contra a proteina
inteira e também contra peptideos. Em trabalho anterior do nosso grupo,
mostrou-se que a reatividade dirigida a diferentes epitopos da Hsp60, pbde
permitir a identificacdo de respostas associadas com inflamacdo quanto
aquelas potencialmente imunorreguladoras (Granja et. al., 2004). Por isso,
no presente trabalho, os peptideos da MC e da Hsp60 foram usados para
determinar a reatividade dos autoanticorpos por meio da técnica de ELISA, a

fim de identificar padroes de autorreatividade que possam auxiliar no
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entendimento da resposta humoral no contexto de alotransplante e identificar
peptideos com potencial de aplicagao para as pesquisas futuras.

A técnica de ELISA é relativamente facil de ser executada, porém é
muito importante garantir a sua validagcado. Para isso, foram utilizados os
peptideos com grau de pureza superior a 75% e, todos preencheram os
critérios internos para a liberacado dos peptideos para o uso “in vitro” descrito
em material e métodos. Utilizaram-se também diversos controles em todas
as placas de ELISA. Além disso, as amostras de um mesmo individuo foram
testadas em uma mesma placa para minimizar a variagao interensaio.

Nos ensaios de ELISA, em geral, utilizam-se as proteinas para
bloquear os espacos livres dos orificios das placas apds a sua sensibilizagcao
com o peptideo de estudo, evitando-se assim, eventuais reatividades
inespecificas (Vogt, Jr. et. al., 1987). Nesse trabalho, a gelatina comercial
proveniente da pele de porco foi utilizada para esta finalidade. Observamos
que aproximadamente 10% dos individuos estudados tiveram reatividade de
baixa intensidade a gelatina, tanto de IgG como de IgM (Anexo E). Em
experimentos realizados com camundongos, visando testar a biosseguranca
das particulas magnéticas recobertas com gelatina de porco para fins
terapéuticos na clinica, foi observado que os soros de animais que nao
tinham sido sensibilizados com estas particulas também tiveram reatividade
a gelatina. Isto sugere que esses anticorpos fazem parte do repertério de
anticorpos naturais, que provavelmente reagem cruzadamente com
autoanticorpos (Ziv O et. al.,, 2008). Outros autores relatam que uma

pequena porcentagem de criangas que receberam vacinas contendo a
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gelatina como estabilizador, desenvolveram anticorpos IgG e IgE reativos a
gelatina, podendo esses anticorpos causar o choque anafilatico por
hipersensibilidade (Sakaguchi et. al., 2000; Pool et. al., 2002). E possivel
que os anticorpos reativos a gelatina detectados em alguns individuos que
participaram deste trabalho sejam os anticorpos naturais, ou mesmo
provenientes da resposta a gelatina decorrente da vacina que recebeu na
infancia. Vale ressaltar que neste estudo, todas as amostras analisadas que
tiveram reatividade a gelatina tiveram seus valores descontados dessas
reatividades interferentes para se obter o valor especifico da reatividade
dirigida ao peptideo testado.

Neste trabalho, observamos que todos os sujeitos de pesquisa
reconheceram pelo menos um dos peptideos da MC e da Hsp60 analisados
(Tabelas 6 e 7). Os individuos sadios apresentaram os anticorpos dos
isotipos IgG e IgM que reagiram nao s6 aos peptideos da Hsp60, mas
também da MC, indicando que a resposta a estas proteinas faz parte do
repertorio fisioldogico da autorreatividade. Nossos resultados, assim como
aqueles de varios outros grupos de pesquisadores (Nobrega et. al., 1993;
Coutinho et. al., 1995; Schwartz et. al., 2000; Quintana et. al.,, 2004a)
refutam a teoria classica da selecio clonal proposta por Burnet e o conceito
de “horror autotoxicus” do Ehrlich. O primeiro, postula que a tolerancia ao
préprio ocorre gragas a eliminagao total de clones de linfécitos autorreativos
e que a autoimunidade é indesejada em um organismo saudavel (Burnet,

1959). O segundo postula que as respostas imunes contra as estruturas
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préprias € um fenbmeno patolégico, sempre prejudicial ao organismo
(Ehrlich et. al., 1957).

As moléculas conservadas na escala da evolugido e expressas de
forma ubiquitaria sdo alvos de mimetismo molecular, ou seja, do
reconhecimento cruzado entre as moléculas préprias e moléculas de
patdgenos, pelo sistema imunolégico de um individuo (Kerner et. al., 1991;
Shikhman et al., 1993; Mertz et al., 1994). Tem sido descrita na literatura a
reatividade cruzada entre a miosina cardiaca e proteina M do Streptococo no
contexto de doenca cardiaca reumatica (Guilherme et. al., 1995; Fae KC et.
al.,, 2006), e com proteina B13 do Tripanosmoma cruzi no contexto da
doencga de Chagas (Cunha-Neto et. al., 1995; Iwai LK et. al., 2005) e virus
Coxsackie (Gauntt et. al., 1995). Alguns peptideos da MC, como o peptideo
S2-11, 25 e 29, testados neste trabalho, foram reconhecidos por anticorpos
do isotipo IgM de mais de 90% dos individuos sadios e transplantados
(Figuras 3 e 8). Talvez a caracteristica polirreativa dos anticorpos IgM (Haury
et. al.,, 1997; Boes, 2000; Manson et. al., 2005) e provavel homologia de
sequéncia com micoorganismos tenham contribuido para a alta frequéncia
de individuos reativos observada nos nossos resultados. A proteina Hsp60
tem homologia de sequéncia (score >50%) com inumeros autoantigenos,
como por exemplo: mieloperoxidase, citocromo p450, tireoglobulina,
citoqueratina, miosina cardiaca, laminina, acido glutdmicocomo (Jones DB
et. al.,, 1993), e também com a proteina Hsp65 de microorganismos
(Perschinka et. al., 2003). E possivel que os anticorpos que reconheceram

0s nossos peptideos também reconhegam cruzadamente outros antigenos
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proprios ou de microorganismos. A propriedade polirreativa dos anticorpos
faz parte do repert6rio de autoanticorpos fisiolégico de um individuo, como ja
apontado por outros pesquisadores (Chen et al. 1995; Sercarz et. al., 2004)
Ha a possibilidade que os autoanticorpos observados por nds neste
trabalho, sejam anticorpos naturais. Os dados da literatura apontam os
linfécitos B1 CD5+ como os principais produtores de anticorpos naturais
(Hardy et. al., 2000; Boes, 2000a; Hardy, 2006). Ha também um consenso
de que essas células respondem fracamente a estimulos mediados pelo
receptor (BCR) e que, raramente, passam por maturagcdo de afinidade,
produzindo principalmente os anticorpos do isotipo IgM (Baumgarth et. al.,
2005). Em nosso trabalho, os individuos sadios apresentaram nao so
autoanticorpos do isotipo IgM, mas também IgG contra os peptideos
analisados, sugerindo que outras subpopulacdes de linfocitos B, além de B1
podem estar envolvidas. Ha dados na literatura nos quais € sugerido que as
células B efetoras comuns também podem produzir autoanticorpos
(Avrameas et. al., 2007). Em trabalho realizado com clones de linfécitos B
isolados de linfonodo de individuos sadios, foi mostrado que esses clones
secretam anticorpos do isotipos IgM, IgG e IgA, “in vitro”, e que esses
anticorpos foram capazes de reagir contra um grande numero de antigenos
préprios e nao proprios (Avrameas et. al., 2007). A outra populagdo de
células B com capacidade imunorreguladora (Breg) tem despertado
interesse de pesquisadores da area de imunorregulagcdo (Revisada por
Mizoguchi et. A., 2006; Mauri et.al. 2008). Os dados existentes, até o

momento, sobre Breg sdo baseados em modelos animais. Apesar de nao



Discussao 86

haver consenso entre os pesquisadores sobre o fendétipo dessas células, a
maioria aceita que as Breg apresentam alta expressao da molécula CD1d de
superficie e produzem IL-10 e/ou TGFB com capacidade de regular
negativamente o processo inflamatério em modelos experimentais de
doengas autoimunes como: EAE (do inglés: experimental autoimmune
encephalomyelitis); (Matsushita et. al., 2008), NOD (do inglés: non-obese
diabetic); (Tian et. al., 2001) e CIA (do inglés: collagen induced arthritis);
(Mauri et. al.,, 2003; Nakamura et. al., 2004). Pouco se sabe sobre a
atividade funcional dos anticorpos produzidos pelas células Breg, alguns
pesquisadores defendem que os anticorpos produzidos pelas células Breg
sao capazes de se ligar ao receptor FcyRIIB e sinalizam via ITIM
(immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs), inibindo a atividade de
apresentacao do antigeno nas células dendriticas (Liu et. al., 2006). Em
nosso trabalho, desconhecemos as células produtoras desses
autoanticorpos e também n&o verificamos as atividades funcionais dos
autoanticorpos detectados. No entanto, levando em consideragdo a alta
frequéncia de reconhecimento dos peptideos da MC e da Hsp60 pelo grupo
de individuos sadios, pode ser que esses autoanticorpos que detectamos
tenham um papel na manutencdo da homeostase fisiolégica e sejam
importantes para a regulagcdo do processo inflamatério no caso dos
individuos transplantados cardiacos.

Observamos que a frequéncia de individuos positivos foi maior para
os anticorpos reativos a MC do que para a Hsp60 nos dois grupos do

estudo. Para discutir esses resultados, levantamos o seguinte: A Hsp60 é
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uma proteina amplamente expressa em todos os tipos celulares do
organismo, sendo constantemente liberada para a circulagao pelas células
em estresse ou células em apoptose (Hickman-Miller et. al., 2004). E
possivel que os anticorpos reativos a Hsp60 se liguem aos Hsps soluveis,
diminuindo a frequéncia de anticorpos passiveis de deteccdo no teste de
ELISA. A miosina cardiaca, por sua vez, € uma proteina intracelular, liberada
somente quando ocorre lise do cardiomidcito. Por isso, no estado fisiologico,
pouco antigeno circulante tornaria maior disponibilidade dos autoanticorpos
ou anticorpos naturais com sitios de ligagcao livres, possibilitando a maior
frequéncia de detecgao desses anticorpos.

Observamos uma frequéncia de individuos sadios reativos a MC
maior para os anticorpos do isotipo IgM do que para o isotipo IgG (Figura 3-
a). Em contraste, no grupo de individuos transplantados, as frequéncias
foram semelhantes para os dois isotipos anticorpos (Figura 8-a). Além disso,
os peptideos da MC que nao foram reconhecidos pelos anticorpos IgG dos
individuos sadios (S2: 19, 21, 22, 25, 27 e 29) foram todos reconhecidos
pelos individuos transplantados. Quanto a reatividade dirigida a Hsp60, a
frequéncia de reatividade dos anticorpos IgG e IgM foram semelhantes no
grupo de individuos sadios (Figura 3-b). Porém, no grupo de individuos
transplantados, a frequéncia de reconhecimento foi significantemente maior
para os anticorpos do isotipo IgG dirigidos principalmente aos peptideos da
regido intermediaria da Hsp60, do que para o isotipo IgM (Figura 8-b). A
literatura cientifica pode nos ajudar a interpretar esses resultados. Por

exemplo, os clones de linfécitos B obtidos de tecidos linfoides de
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camundongos na fase fetal produzem espontaneamente os anticorpos
naturais do isotipo IgM, enquanto os anticorpos do isotipo IgG sdo obtidos
somente a partir de linfécitos B do baco de camundongos adultos, apds a
administracdo de um ativador policlonal (Avrameas et. al., 2007). Vale
lembrar que os antigenos conhecidos como T dependentes necessitam de
sinais e citocinas fornecidas pelos linfocitos T ativados para a mudanga do
isotipo (Geha et. al., 2003). No contexto do transplante, outro trabalho em
que os autores analisaram a mudancga de isotipo no repertério de anticorpos
dirigidos as moléculas HLA classe Il nos individuos transplantados
cardiacos, observaram que a mudanga dos anticorpos do isotipo IgM para o
IgG estava associada ao maior risco de rejeigao celular e doenga arterial
coronariana (Lietz et. al., 2005). Em nossos resultados, observamos que a
frequéncia de individuos positivos para os anticorpos do isotipo IgG ou
IgG+IgM foi maior no grupo de transplantados para a maioria dos peptideos
da MC e da Hsp60. Em contraste, a frequéncia de individuos positivos para
os anticorpos do isotipo IgM foi maior no grupo de individuo sadios,
principalmente, para a reatividade dirigida aos peptideos da MC (Figuras 24
e 25). Com base no conjunto desses dados, sugerimos que houve um
intenso processo de mudanga de isotipo no grupo de transplantados. Uma
possivel explicagdo para estes resultados pode ser elaborada da seguinte
maneira. O processo do transplante, como o ato cirurgico e a exposi¢céo dos
aloantigenos do doador geram um microambiente inflamatério que quebram
a tolerancia de linfocitos T e B autorreativos ao antigeno proprio. Estes, ao

reconhecerem peptideos derivados das proteinas alvo, montariam uma
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resposta imunoldégica que culminaria na mudanga do isotipo IgM,
predominante no estado fisiolégico, para o isotipo IgG, predominante no
quadro de inflamagao como ocorre no processo da rejeicdo do enxerto.

A intensidade de reatividade de anticorpos detectada no teste de
ELISA sugere, indiretamente, a concentragao de anticorpos no soro reativos
aquele peptideo. No estado fisiolégico, observamos alta intensidade de
reatividade dos anticorpos do isotipo IgM que reconheceram principalmente
os peptideos S2: 3 e 11 da MC (Figura 4-b e Anexo I). No entanto, para
outros peptideos da MC a intensidade de reatividade dos isotipos I1gG e IgM
foi maior nos individuos transplantados (Anexos J e K). Nao observamos
diferencgas significantes na intensidade de reatividade dirigida aos peptideos
da Hsp60 entre os individuos sadios e transplantados (Figuras 4 e 9; Anexos
L e M). Era de se esperar que os individuos transplantados tivessem mais
reatividade contra a miosina cardiaca, devido as doengas cardiacas que
esses individuos tiveram antes do transplante e, ao préprio procedimento do
transplante e/ou eventos de rejeicdo que contribuem ainda mais para a
exposicao da proteina da MC ao sistema imune. Ha registro na literatura, em
que os pesquisadores analisaram os tecidos cardiacos obtidos da bidpsia
endomiocardica por meio da eletroforese bi-dimensional em gel de
poliacrilamida (2D PAGE) e da espectrometria de massa, observaram que os
individuos transplantados com rejeicao celular grau 3 apresentaram maior
expressao da cadeia pesada da miosina B em relacdo aos individuos que

nao tinham rejei¢cao (Yamani et al., 2002).
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Na analise da variabilidade do repertério de autoanticorpos,
observamos que os individuos sadios n&o tiveram variagdo no numero de
peptideos reconhecidos ao longo de um ano de observacao (Figura 6). No
entanto, no grupo de individuos transplantados, os anticorpos do isotipo IgG
reconheceram mais peptideos da MC nos periodos de pré-Tx. Apos o
transplante foram os anticorpos do isotipo IgM que reconheceram mais
peptideos. Nao houve variagao significante no numero de peptideos da
Hsp60 reconhecidos nos dois periodos de transplante (Figura 11). Com
relagdo a variabilidade da intensidade de reatividade dos autoanticorpos,
observamos que a variagdo foi maior para a reatividade dirigida a MC;
aproximadamente 50% e 80% dos individuos tiveram variagdo, para os
individuos sadios e transplantados, respectivamente. Em contraste, 20% e
40% dos individuos tiveram variagao na intensidade de reatividade dirigida a
Hsp60 (Figuras 7 e 12). Escolhemos dois peptideos: S2-20 da MC e C3 da
Hsp60 que foram os mais reconhecidos pelos individuos transplantados no
momento da rejeicdo para avaliar individualmente a intensidade de
reatividade dos autoanticorpos em fungdo do tempo. Observamos que a
maioria dos individuos sadios apresentou autorreatividade humoral bastante
estavel ao longo de um ano de acompanhamento, porém, alguns individuos
sadios tiveram alguma variagdo na intensidade da autorreatividade (Figura
26). Em contraste, no grupo de individuos transplantados, observamos maior
variagdo na intensidade de autorreatividade (Figura 27). Essa variagao da
intensidade de autorreatividade indica, indiretamente, a variacdo da

quantidade de anticorpos circulantes, e esta intensidade pode estar
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associada ao processo de rejeicao (Figura 28). Esses resultados nos
permitem observar que o sistema imune esta em constante ajuste no
processo de manutengdo do estado fisiolégico. O procedimento do
transplante expde maior quantidade de autoantigenos que induz maior
ativacao da resposta imune, tanto celular quanto humoral, provavelmente,
induzindo uma maior variagéo no repertério de autoanticorpos no grupo de
individuos transplantados.

Na analise da frequéncia de individuos reativos em diferentes
periodos de transplante, avaliamos o efeito da imunossupressao sobre o
repertorio de autoanticorpos junto com o efeito do estimulo por aloantigenos
do doador e do processo inflamatério do transplante. As drogas
imunossupressoras usadas pelos individuos transplantados para evitar
rejeicao foram: ciclosporina (inibidor de calcineurina), azatioprina (inibidor da
sintese de acidos nucléicos) e Prednisona (corticoide de agao
antiinflamatoria e imunossupressora). Esses medicamentos levam a delegao
e ou inativacdo da populacao de linfécitos T (Mueller, 2004; Chan et. al.,
2007). Sabe-se também, que a participagao dos linfécitos T no processo de
mudanca de isotipo € muito importante, como ja foi discutido na introducao.
Por isso, é de se esperar que haja uma diminuicdo na frequéncia de
individuos reativos aos peptideos testados no periodo de pds-transplante.
No entanto, nossos resultados mostram que as frequéncias de reatividade
foram bastante semelhantes entre o periodo pré-Tx e os trés periodos de
pos-transplante, n&o so6 para os anticorpos do isotipo IgG, mas também para

o isotipo IgM (Figura 15). Com base nesses resultados, sugerimos que o
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esquema triplice de imunossupressao utilizado pelos pacientes, deste
estudo, pouco afetou a populacao de células B produtoras de autoanticorpos
dirigidos a esses autoantigenos. E possivel que a produgdo de
autoanticorpos seja independente de células T, ou que os linfécitos B de
memoria que estejam atuando.

Observamos que a frequéncia de individuos reativos a MC foi maior
no grupo com rejeicdo moderada do que o grupo de individuos sem rejeigao
(Figuras 16). Além disso, os anticorpos do isotipo IgG de individuos durante
a rejeicao também reconheceram mais peptideos da MC do que no
momento de nao rejeicao (Figura 19). Destacamos os peptideos S2-20 da
MC e C3 da Hsp60 que foram os mais reconhecidos por individuos no
periodo pré-Tx e no momento de rejeicio moderada. Comparando a
intensidade da reatividade dos autoanticorpos contra esses dois peptideos
nos momentos da rejeigdo e de néao rejeicdo, observamos uma intensidade
de reatividade do isotipo IgG significantemente maior no momento da
rejeicao (Figura 28). Com base nessas observacoes, sugerimos que durante
0 processo de rejeigdo, ocorre uma maior ativagdo do sistema imune que
leva também a maior mudanga do repertério de autoanticorpos,
principalmente para a reatividade dirigida a MC. Alguns autores sugerem o
papel patolégico dos autoanticorpos anti-MC na miocardite (Li et. al., 2006;
Warraich et. al., 2006). Por outro lado, ndo podemos excluir a possibilidade
de que parte desses anticorpos tenha alguma atividade imunorreguladora,
como ja discutido anteriormente para os anticorpos produzidos pelas células

B reguladoras ( Mizoguchi et. al., 2006) ou anticorpos naturais (Manson et.
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al., 2005b; Mizoguchi et. al., 2006). A atividade funcional dos autoanticorpos
reativos a esses peptideos ainda € desconhecida, podendo ser o objeto de
pesquisas futuras.

O grupo de individuos com doenga vascular do enxerto (DVE)
reconheceu um numero de peptideos diferente dos grupos com rejeicao
aguda (RAL e/ou RAM), no entanto, semelhante aos individuos sadios
(Figuras 16 e 19). Devemos lembrar que o pequeno tamanho da amostra
nesse grupo pode ser um viés e deve ser considerado. Mesmo assim, 0s
dois tipos de rejeicao analisados, neste trabalho, parecem possuir padrées
de autoanticorpos diferentes. Acreditamos que a patogenia peculiar da DVE
pode estar relacionada com a modificacdo do repertério de autoanticorpos
de modo diferente da RAM que é caracterizado pelo infiltrado celular pro-
inflamatdrias no tecido cardiaco (Stewart et. al., 2005). Nesse sentido, &
importante salientar que os processos patoldgicos da aterosclerose e da
DVE tém muitas similaridades, como por exemplo, a lesdo vascular com
espessamento da camada intima e proliferacdo das células musculares lisas
(Libby et. al., 2001). Além disso, o mimetismo molecular entre a Hsp60
autdloga e a Hsp65 de micobactéria tem sido apontado como envolvido no
desenvolvimento da aterosclerose através do desencadeamento de
respostas autoimunes pré-inflamatérias (Afek et. al., 2000; Perschinka et. al.,
2003; Wick et. al., 2004).

Na analise da autorreatividade humoral dos individuos no periodo pré-
Tx considerando-se as cardiopatias de base, observamos que a frequéncia

de individuos positivos para os anticorpos dirigidos a MC foi maior no grupo
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de individuos com cardiopatia chagasica do que nos outros grupos. No
entanto, ndo houve diferenca significante na mesma comparacgao feita para a
reatividade dirigida a Hsp60 (Figura 17). Em comparagédo com os grupos de
cardiopatias dilatada e isquémica, os individuos com cardiopatia chagasica
mostraram ter tendéncia para maior frequéncia de reconhecimento de
peptideos da MC pelos anticorpos IgM e, os peptideos da Hsp60 por
anticorpos IgG (Figura 21). Com base nessas observagoes, sugerimos que a
fisiopatologia de cada cardiopatia pode levar a uma resposta humoral
diferenciada a esses autoantigenos. E o repertdrio de autoanticorpos que o
individuo apresenta antes do transplante pode influenciar na evolugao do
transplante, favorecendo ou prejudicando a aceitacdo enxerto pelo
organismo do individuo transplantado. Em um trabalho multicéntrico no qual
se analisou a sobrevida de 720 individuos que foram submetidos ao
transplante ortotdpico de coracédo, os autores observaram que o grupo de
individuos que tinham cardiopatia chagasica antes do transplante teve
melhor sobrevida do que o grupo de cardiopatia isquémica que recebeu o
mesmo protocolo de imunossupressao (Bocchi et. al., 2001). E possivel que
a melhor evolugdo do transplante cardiaco, observada nos individuos
chagasicos, esteja associada a maior mobilizacdo dos componentes do
sistema imune contra a parasita e, talvez, favorecendo a produgao de algum
tipo de citocina (Zhang et. al., 1996; Cunha-Neto et. al., 1998) que atua na
regulacao do processo de rejeicao do transplante.

Comparamos o numero de peptideos reconhecidos pelos individuos

sadios e individuos transplantados em varios periodos do Tx (Figura 23).
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Observamos que no estado fisiolégico, os anticorpos do isotipo IgM
reconheceram mais peptideos do que do isotipo IgG. No entanto, no periodo
pré-Tx que corresponde a fase de maior gravidade da doenga cardiaca,
observamos que houve uma inversao do isotipo, ou seja, os anticorpos do
isotipo IgG reconheceram mais peptideos do que o isotipo IgM. No T1 (<1
ano de Tx) observamos que os dois isotipos de anticorpos reconhecem um
numero semelhante de peptideos. No tempo T2 (1 a 5 anos de Tx) o padrao
de reconhecimento foi semelhante ao grupo de individuos sadios. E
Interessante observar que no periodo T3 (> 5 anos de Tx), quando a maioria
dos individuos transplantados desse tempo teve a DVE, o padrao de
reconhecimento foi semelhante aquele do Pré-Tx. Esses resultados
confirmam, mais uma vez, que o repertério de autoanticorpos dirigidos a
miosina cardiaca e a Hsp60 é predominantemente do isotipo IgM no estado
fisiolégico. No estado da doenca cardiaca e durante a rejeicdo do enxerto
ocorre uma maior mudanca de classe de isotipo para IgG.

Em relagcdo aos peptideos imunodominantes da MC reconhecidos
pelos anticorpos do isotipo I1gG, nés identificamos o peptideo S2-30, o qual
foi reconhecido por 60% dos individuos sadios (Figura 3) e, o peptideo S2-4
foi reconhecido por 74% dos individuos transplantados (Figura 8). No
modelo murino experimental de miocardite, o peptideo S2-28 foi descrito
como sendo imunodominante (Li al., 2004). No nosso trabalho, o peptideo
S2-28 foi reconhecido de modo semelhante pelos individuos sadios e
transplantados (+ 40% dos individuos). Acreditamos que essa diferenca seja

devido a variagcdo genética entre as espécies. No mesmo trabalho
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anteriormente citado, o peptideo S2-16 foi identificado como capaz de
induzir miocardite em rato Lewis, sugerindo ser capaz de desencadear uma
resposta imune pro-inflamatéria. Em nossos resultados, observamos que o
peptideo S2-16 foi reconhecido por 17% dos individuos sadios e 34% dos
individuos transplantados. Quando analisamos a frequéncia de individuos
reativos ao peptideo S2-16 em relagao ao tipo de rejei¢cao, pbde-se observar
que esse peptideo foi reconhecido por 21% dos individuos com RAM, pouco
reconhecido pelos individuos SR (9%) e nao foi reconhecido pelo grupo com
DVE (Figura 16). Com base nesses dados, podemos sugerir uma possivel
participacao dos linfécitos T e B reativos ao peptideo S2-16 no processo da
rejeicdo aguda do enxerto cardiaco. Considerando que a producédo de
anticorpos IgG é predominantemente dependente de linfocitos T, podemos
sugerir que também os linfocitos T autorreativos estejam envolvidos.

Em nosso grupo, o peptideo I-9 da Hsp60 foi apontado como peptideo
com potencial imunorregulador por induzir maior producdo de IL-10 por
PBMC de pacientes transplantados renais em cultura (Caldas et. al., 2006).
No presente trabalho, observamos que este peptideo foi imunodominante
para os anticorpos do isotipo IgG, ndo sé no grupo de individuos sadios
(73%) como também no grupo de individuos transplantados (95%). Vale
lembrar que no nosso trabalho analisamos IgG total. Assim, pode ser que as
subclasses de IgG sejam diferentes entre os dois grupos, visto que as
citocinas do microambiente podem favorecer a mudanca de diferentes
subclasses de anticorpos, como ja descrito na introdugdo dessa dissertagao

(Spiegelberg et al.,1991; Harriman et al., 1993; Paul et al., 1994). Caldas e
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colaboradores também observaram que a fracdo da regido C-terminal da
Hsp60 foi capaz de induzir a producado de citocinas IL-10 na cultura de
PBMC autdloga (Caldas et al., 2006). No presente trabalho, a frequéncia de
individuos reativos aos peptideos do fragmento C-terminal da Hsp60 foi
semelhante entre os individuos sadios e transplantados (Figura 14).

Entre as varias fungdes bioldgicas dos anticorpos do isotipo IgM, a
mais conhecida é a sua capacidade de eliminar os patégenos no inicio de
uma infeccédo (Boes, 2000). Mais recentemente, tem sido discutida também
a sua capacidade de regular processos inflamatérios, como em doencas
autoimunes (Manson et. al., 2005). N6s observamos que o peptideo N7 da
Hsp60 foi reconhecido preferencialmente pelos anticorpos do isotipo IgM,
sendo 50% e 67% dos individuos positivos nos grupos de sadios e
transplantados, respectivamente. O peptideo N7 foi muito pouco
reconhecido pelos anticorpos IgG, ou seja, foi reconhecido somente por
3,3% dos individuos sadios e 12,3% dos individuos transplantados. Além
disso, somente 6% dos individuos transplantados tiveram anticorpos de
ambos os isotipos reativos ao peptideo N7. Outro peptideo da Hsp60 (I-6) foi
reconhecido por anticorpos IgM de 70% dos individuos sadios, e somente
por 18% dos individuos no momento da rejeicado (Figura 22-b). Com base
nesses resultados, sugerimos que os peptideos N7 e -6 sejam fracos
indutores de mudancga de isotipo de anticorpo, podendo ser interessante
investigar o seu papel imunorregulador em pesquisas futuras.

No presente trabalho, nds contribuimos para um melhor conhecimento

sobre o repertorio de autoanticorpos dirigidos a MC e a Hsp60 no contexto
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fisiolégico e no transplante. Observamos que o repertério de autoanticorpos
esta em constante ajuste para manter o equilibrio do organismo.
Observamos que a variagdo da autorreatividade € menor no estado
fisiolégico do que na doencga cardiaco ou na rejeigdo, nao s6 em relagao a
intensidade de reatividade, mas também em relacdo ao numero de
peptideos reconhecidos. Nossos resultados apontam um padrdo de
autoanticorpos predominantemente do isotipo IgM no estado fisioldgico e, do
isotipo IgG em cardiopatias ou na rejeicdo do aloenxerto. Com base nos
nossos resultados, sugerimos que um dos mecanismos do sistema imune
para a manutencao da homeostase € a ativagao dos linfocitos B quiescentes
produtores de anticorpos IgM, mediados pelos linfocitos T. Esses linfécitos B
ativados sofrem processo de mudanga de isotipo de anticorpo, passando a
produzir os anticorpos do isotipo IgG. Os anticorpos IgG, além da acéao
efetora também teriam o efeito inibitdério sobre o sistema imune. No entanto,
a fungao bioldgica desses autoanticorpos nao foi investigada.

Identificamos alguns peptideos da MC (S2:19, 21, 22, 25, 27 e 29)
que foram reconhecidos exclusivamente pelos anticorpos IgG de individuos
apods a lesao cardiaca. Alguns peptideos com reatividades mais relevantes
também foram identificados, por exemplo, os peptideos: N7 e 1-6 da Hsp60,
que foram reconhecidos preferencialmente pelos anticorpos IgM de
individuos sadios. Levando em consideragdo o papel imunorregulador dos
autoanticorpos IgM, esses peptideos podem ter papel importante na
manutencdo da homeostase. Outros dois peptideos, S2-20 da MC e C3 da

Hsp60 destacam-se por serem mais reconhecidos pelos individuos
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transplantados no periodo pré-Tx e no momento de rejeigdo moderada do
que no momento de nao rejeicao do enxerto. Na continuidade desse estudo,
sera importante analisar as caracteristicas funcionais desses anticorpos, se
sao patogénicos ou possuem capacidade de regular negativamente uma

resposta inflamatoria.
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1. Autoanticorpos dirigidos a diferentes peptideos da miosina cardiaca e
a Hsp60 foram detectados em individuo sadios, indicando a existéncia
de autorreatividade fisioldgica dirigida a essas duas proteinas.

2. A frequéncia de positividade e os numeros de peptideos reconhecidos
pelos individuos transplantados diferiram daqueles observados nos
individuos sadios, indicando que o repertério de autoanticorpos
dirigidos a esses antigenos se modifica com o estado de doenca do
individuo.

3. A predominancia de individuos positivos para os anticorpos IgM nos
individuos sadios e, os anticorpos IgM e IgG ou somente IgG nos
transplantados cardiacos, nos permite interpretar que no transplante,
ocorre ativacdo de linfocitos T e B autorreativos que leva a troca de
isotipo.

4. Os individuos transplantados reconheceram todos os peptideos
testados, inclusive os peptideos que ndo foram reconhecidos pelos
anticorpos IgG de individuos sadios (S2: 19, 21, 22, 25, 27, e 29).
Esse resultado nos permite sugerir que 0 processo de transplante
expfe antigenos ao sistema imune que ndo sao reconhecidos no
estado fisioldgico.

5. A observacao de que a reatividade aos peptideos da Hsp60 (N7) e da
MC (S2: 11, 25, 26 e 29) foi predominantemente do isotipo IgM nos
leva a sugerir que os linfécitos B produtores desses peptideos quase
nao sofreram mudanca de isotipo e, talvez esses linfécitos B possam

exercer atividade imunorreguladora.
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Anexo A: Perfil demografico do grupo de individuos sadios (n=30).

Idade na 12
N°. Iniciais Sexo Cor Coleta*
(anos)
1 SRS F Br 23
2 WS M Ng 31
3 CRB M Br 58
4 GPM F Br 25
5 CL F Br 25
6 ASS M P 30
7 CSVv M Br 36
8 MLM F Br 42
9 DC M Br 35
10 EP M Br 38
11 FFS M Br 24
12 LCFT F Br 27
13 FTH M Am 26
14 SF F Br 40
15 JCSS M P 30
16 CcC F Br 29
17 BSS F Br 30
18 VLC F Br 23
19 RMS F P 27
20 NGM F Br 23
21 SMM F Br 37
22 RMO F P 27
23 SP F Br 56
24 CA F Br 33
25 REA F Br 26
26 CEP M P 25
27 SEO F Am 34
28 LHT F Am 43
29 CROP M Br 36
30 LAL M P 46

F, feminino; M, masculino; Br, branca; Ng, negra; P, parda; Am, amarela.

* Em cada individuo sadio foram coletadas 3 amostras sequéncias, com intervalo de 6
meses entre as coletas.
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Anexo B: Perfil demografico dos individuos transplantados cardiacos (n=65)

S Idade Laudos de
NC. Iniciais € noTx (..« Doenca am(c)).s(tjr?sls Sgro _biépsjas_
x (anos) de Base disponiveis Pre-Tx disponiveis
o disponivel
1| CcMSM M 62  Sim Dilatada 2 Sim RAM
2| cLs M 43  Sim Dilatada 2 N3o RAL, SR
3| GMF M 45  Sim Dilatada 2 Sim SR
4| GNV M 27  Sim Dilatada 2 N&o RAL, SR
5| GMN M 38 Sim Dilatada 2 N&o RAM, RAL
6| HMN F 60 Sim Dilatada 6 N&o SR
7 IMA F NT  Sim Dilatada 3 Nao ~ ~AM RAM,
DVE
8 IFA M 45  Sim Dilatada 6 N&o SR, RAL
9| JEH M 44  Sim Dilatada 2 N&o SR
10| MCA F 48  Sim Dilatada 5 Nao SR, RAL
11| NSA M 53  Sim Dilatada 2 N&o RAL, SR
12| RB M 40  Sim Dilatada 7 Sim RAL
13| sS M 35  Sim Dilatada 3 N3o RSN
14| sov F 50 Sim Dilatada 2 N3o RAM
15| AG M 48 Nio Dilatada 4 Sim RAL, RAM
6| ACJ M 38 Nio Dilatada 3 Sim RAL
17| JEC M 51 Nio Dilatada 3 Sim RAL
18| MMF F 11  Nio Dilatada 3 Sim RAM, RAM
19| BVB M 21 Nio Dilatada 2 Sim RAM
20| GA M 46 Nio Dilatada 2 N3o RAM, SR
21| HAS M 51 Nio Dilatada 2 Sim SR

*6bito ( informagéo obtido em janeiro de 2004). NT,N&o tem esta informacao.
Tx, transplante; M, masculino; F, feminino; SR, sem rejeicéo; RAL, rejeicdo aguda leve ou
grau 1; RAM, rejeicdo aguda moderada ou grau 3; DVE, doencga vascular do enxerto.
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Anexo B: Continuacéao

S Idade q Laudos de
N°. Iniciais e noTx (..o« Doenca No. de Soro bidpsias
X  (anos) de Base 2m°SFraS Pré-Tx disponiveis
isponiveis . .
o disponivel
22| SRF M 46 Nio Dilatada 3 sim DVE, DVE
23| JF M 60 N&o Dilatada 3 Sim RAL, DVE
24 JF M 62 Nio Dilatada 3 Sim SR
_ . . RAL, SR,
25 LMP F 38 Nao Dilatada 4 Sim RAM
26 LA M 66 Nio Dilatada 2 Sim RAM
27| MO M 41  Nio Dilatada 2 Sim RAM
28| MES F 59 Nio Dilatada 4 Sim RAL, RAM
29 CF M 49  Sim lsquémica 3 N&o SR, RAL
. . _ RAL, RAM,
30 cv M 58 Sim  Isquémica 4 Nao SR, DVE
31 ES M 49  Sim Isquémica 3 Sim SR
32| FAB M 48  Sim Isquémica 3 N&o RAL, SR
33| JcCG M 41 Sim  Isquémica 2 N&o SR
. - . SR, RAL,
34 JCSA M 47 Sim  Isquémica 5 Sim RAM
3| PBS M 33  Sim Isquémica 2 Sim RAL
_ . . SR, RAL,
36 VB M 38 Nao Isquémica 7 Sim DVE
37 LCF M 40 Nao Isquémica 3 Sim SR
38 AEA M NT Ndo Isquémica 2 Nao RAL, RAM
39| CAS M 56  N&o Isquémica 3 Sim RAM, RAL
40| DRSM M 68  N&o Isquémica 2 Sim RAM
41 GP M 62 Nao Isquémica 2 Sim RAL
42| MF M 59  Nio Isquémica 2 Sim NT

*6bito ( informagéo obtido em janeiro de 2004). NT,N&o tem esta informacgao.
Tx, transplante; M, masculino; F, feminino; SR, sem rejeicdo; RAL, rejeicdo aguda leve ou
grau 1; RAM, rejeicdo aguda moderada ou grau 3; DVE, doenga vascular do enxerto.
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Anexo B: Continuacao
S Idade Laudos de
N°. niciais € NoTX 4. Doencade am(c)).s(tjr?sls Soro ‘bidpsia
X (anos) Base disponiveis Pre-Tx disponiveis
o disponivel
43| OV M 42  Nio lIsquémica 3 Sim RAL
44| RF M 42  Nao lsquémica 4 Sim RA[')-\’ER’
45| JF M 52  Nao Isquémica 2 Sim NT
46| EM M 46  Sim Chagasica 4 Sim SR, RAM
47| LIS M 11 Sim Chagasica 2 Sim RAM
48| OMV M 43  Sim Chagasica 4 Sim SR
49| BP M 39 N&o Chagasica 4 N&o RAM
50| SCS M 32  Sim Chagasica 5 Sim RAM, SR
51| CJAl M 34 Nio Chagasica 5 Sim RAM, RAM
52| EOV F 31 Nio Chagasica 2 Sim RAL
53| MOF M 31 Nio Chagasica 3 Sim RAL
54| MCS F 41 Nso Chagasica 2 Sim RAM
55| RAF M 50 N&o Chagasica 3 N&o RAL, SR
56| CKH M 20  Sim Reumética 6 N3o SR, RAL
57| JSV M 57  Sim Reumatica 4 N&o RAL, SR
58| AF M 50 Sim Reumatica 2 N&o SR
50| CAO M 35  Sim Reumética 4 Sim RAL AL
60 | EAS M 18  N&o Restitiva 3 Sim RAL
61| RvQL M 9  Nao Restitiva 3 Sim RAL, DVE
62| RVS M 14  Sim  Restitva 4 Sim SR, e
63| MCM F 47  Nio Idiopatica 3 Sim SR, DVE
64| ACM M NT Nio Idiopatica 2 N&o RAM
65 | CASCS F 30 Nao C.Periparto 3 NZo RAL

*6bito ( informagao obtido em janeiro de 2004). NT,N&o tem esta informacgao.

Tx, transplante; M, masculino; F, feminino; SR, sem rejeicdo; RAL, rejeicao aguda leve ou
grau 1; RAM, rejeicdo aguda moderada ou grau 3; DVE, doenga vascular do enxerto.
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Anexo C: Localizagao dos 18 peptideos da Hsp60 estudados no presente trabalho.

MLRLPTVFRQMRPVSRVLAPHLTRAYAKDVKFGADARALMLQGVDLLADAVAVTMGPKGRTVI IEQSWGSPKVTKDGVTVAKS IDLKDKYKN IGAKLVQDVANNTNEEAGDGTTTATVLARS IAKE

RVLAPHL TRAYAKDVKFGAD
N2 (16-35) KFGADARALM_QGVDL LADA
N3 (31-50) LLADAVAVTMGPKGRTVI | E

N4 (46-65
¢ ) DGVTVAKSI DLKDKYKNI GA

N6 (76-95) KDKYKNI GAKLVQDVANNTNEEAG
N7 (87-110)

GFEKI1SKGANPVEIRRGVMLAVDAVIAELKKQSKPVTTPEETAQVAT ISANGDKE IGN I 1 SDAMKKVGRKGV I TVKDGKTLNDELEI IEGMKFDRGY ISPYFINTSKGQKCEFQDAYVLLSEKKIS

NPVEI RRGVMLAVDAVI AEL Yl SPYFI NTSKGQKCEFQDA
N10 (136-155) 1-2 (223-242)

SIQSIVPALETANAHRKPLV I TAEDVDGEALSTLVLNRLKVGLQVVAVKAPGFGDNRKNQLKDMATATGGAVFGEEGLTLNLEDVQPHDLGKVGEV IVTKDDAMLLKGKGDKAQIEKRIQEI IEQL
KPLVI | AEDVDGEALSTLVLN
1-4 (269-289)  TLVLNRLKVGLQWAVKAPGFGD
1-5 (285-307) GGAVFGEEGLTLNLEDVQPH
1-6 (321-340)
DDAMLL KGKGDKAQI EKRI Q
1-8 (353-372) QEl'l EQL

DVTTSEYEKEKLNERLAKLSDGVAVLKVGGTSDVEVNEKKDRVTDALNATRAAVEEGIVLGGGCALLRCIPALDSLTPANEDQKIGIEI IKRTLKIPAMT IAKNAGVEGSLIVEKIMQSSSEVGYD
DVTTSEYEKEKLN
1-9 (372-391) PALDSLTPANEDXKI G El |
C3 (449-468) G El | KRTLKI PAMTI AKNA
C4 (464-483)
VLGGGVALLRVI PALDSLTPANED

p277 (437-460)

AMAGDFVNMVEKG I IDPTKVVRTALLDAAGVASLLTTAEVVVTE IPKEEKDPGMGAMGGMGGGMGGGMF

PTKVVRTALL DAAGVASLLTTAE
C8 (521-543) LTTAEVWTEI PKEEKDPGM

C9 (539-558) KDPGMGAMGGVGGGMGGGVF
C10 (554-573)

Em preto: sequéncia polipeptidica da hsp60 humana; em verde: peptideos estudados, e em vermelho destacam-se as sobreposi¢cdes entre as
sequéncias peptidicas.
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Anexo D : Padronizagao da técnica de ELISA
Obtencéao do soro controle anti-S2-10

Escolhemos o peptideo S2-10 para a padronizacdo da técnica de
ELISA, pois cerca de 30% dos individuos sadios reconhecem esse peptideo,
de acordo com a informacdo fornecida pela pesquisadora colaboradora
deste trabalho, Dra. Madaleine Cunningham (University of Oklahoma Health
Sciences Center, Okalahoma, USA). Com base nessa informagéo, fizemos
uma triagem de 90 amostras de soros de individuos sadios frente ao
peptideo S2-10 e, desse modo, identificamos sete individuos do grupo de
sadios (23,3%), em um total de 19 amostras positivas. Com esta estratégia,
foram feitos dois “pools” de 10 soros, um positivo e outro negativo que foram

usados, posteriormente, como controles do ensaio de ELISA.

Diluicdo otima de soro

Utilizamos a concentragdo de 4 uM do peptideo S2-10, que
corresponde a aproximadamente 10 ug/ml, para sensibilizar as placas, por
esta concentracdo ser mais comumente usada no ensaio de ELISA
(Lauer,1994; Cohen,2003; Cunningham,2004). Uma vez definida a
concentracdo do peptideo, testamos cinco soros de individuos sadios
positivos para o peptideo S2-10 em diluigdes seriadas (1/25, 1/50, 1/100,
1/200 e 1/400).

A diluicdo 6tima encontra-se entre 1/25 a 1/100, portanto, optamos

pela diluicdo de 1/100 por esta diluicdo ser mais usada na literatura
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pertinente e, pela limitagdo de material bioldégico de algumas amostras dos

individuos transplantados (Figura 1).
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Diluicdes do soro

Figura 1. Determinacdo da diluicdo 6tima de soro anti S2-10 no ELISA: O teste foi
realizado com cinco soros de individuos sadios nas diluigées de 1/25, 1/50, 1/100, 1/200 e
1/400 na placa sensibilizada com 4 yM do peptideo S2-10 da miosina cardiaca. Apods a
adicdo do conjugado e do substrato, a intensidade da reagao foi medida na leitora de ELISA
a 490 nm.

Concentracao 6tima de Peptideo

Para facilitar a solubilidade, os peptideos liofilizados foram diluidos
inicialmente com 200 ul de dimetil-sulfoxido (Merk, Darmstadt, Alemanha),
sendo depois completados com o volume suficiente de tampao PBS para se
obter uma solucao de estoque de 300 uM.

As concentracdes de 0,4; 2; 4 e 40 uyM do peptideo S2-10 foram
usadas para sensibilizar as placas de ELISA, com a finalidade de determinar
a sua concentracido ideal para o sistema. Subsequentemente, as placas
foram testadas contra cinco soros de individuos sadios positivos para o

peptideo S2-10 na diluigdo de 1/100. A concentracdo de 4 uM do peptideo
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mostrou-se adequada para a maxima reatividade dos soros, inclusive de um

soro (#4) com baixo titulo de anticorpos (Figura 2).
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0.0 r——r—r—r—r—rrry r—r—r—r—rrrry . A A AR
0.1 0,4 1 2 4 10 40 100

DiluicBes do peptideo S2-10 (uM)

Figura 2. Determinagcdo da concentracdo 6tima do peptideo para ELISA: Os soros
diluidos 1/100 foram testados contra o peptideo S2-10 da miosina cardiaca nas
concentragbes de 0,4, 2, 4 e 40 uM. As leituras das densidades éticas foram realizadas no
leitor de ELISA a 490 nm.

Titulacdo dos conjugados imunoenzimaticos

Os conjugados imunoenzimaticos utilizados neste trabalho foram os
anticorpos anti-lgG e anti-IgM humanas marcados com peroxidase
produzidos em coelhos (lote 9839, Sang Stat, Menlon Park, CA, EUA) e (lote
A-4290, Sigma, Steinhein, Alemanha), respectivamente. Para a sua
titulagdo, diluicbes seriadas dos conjugados imunoenzimaticos foram
adicionadas as placas previamente sensibilizadas com 4 yM do peptideo S2-

10 e incubadas com o soro positivo diluido 1/100. O titulo do conjugado anti-
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IgG ficou definido em 1/60.000 e do IgM 1:2.500 por apresentarem D.O.

préoximas de 2,0 conforme orientagao dos fabricantes (Figuras 3 e 4).
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Diluicdes do conjugado anti-lgG humano ( x 1000)

Figura 3. Titulacdo do conjugado anti-lgG humano: as diluigdes seriadas de 1/5.000 a 1/
80.000 do conjugado anti-IlgG humano marcado com peroxidase foram testadas por ensaio

de ELISA. Diluigao 6tima: 1:60.000.
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Figura 4 - Titulagdo do conjugado anti-lgM humano: as diluicdes seriadas de 1/ 2.500 a
1/ 80.000 do conjugado anti-lgM humano marcado com peroxidase foram testadas por

ensaio de ELISA. Diluigdo 6tima: 1:2.500.
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Anexo E: Reatividade a gelatina

A reatividade a gelatina foi verificada com o objetivo de avaliarmos o
grau de interferéncia de anticorpos reativos a gelatina no ensaio de ELISA,
ou seja, ligacbes inespecificas que poderiam falsamente aumentar a
reatividade de anticorpos de interesse. Para isso, as amostras de soro foram
testadas em duplicata nas placas sensibilizadas apenas com a gelatina e
repetidos em trés rotinas distintas.

Quanto as frequéncias de individuos reativos a gelatina, considerou-
se como individuo positivo para os anticorpos reativos a gelatina se ao
menos uma das amostras do individuo apresentasse reatividade superior a
D.O. de 0,170.

Com relagdo ao isotipo IgG reativos a gelatina, observamos que
13,3% (4/30) dos pacientes avaliados foram positivos, enquanto nenhum
individuo sadio apresentou anticorpos IgG contra a gelatina. As frequéncias
de individuos positivos para IgM anti-gelatina no grupo de transplantados
cardiacos foi discretamente maior do que no grupo de sadios; observamos
que 10,8% (7/65) dos individuos transplantados cardiacos e apenas 6,7 %
(2/30) dos individuos sadios apresentaram a reatividade dos anticorpos IgM
contra a gelatina.

Em média, aproximadamente 10% dos individuos analisados
apresentaram anticorpos IgG e/ou IgM contra a gelatina extraida de pele de
porco. No entanto, essa reatividade foi de baixa intensidade, pois as D.Os.
nas 6 amostras de pacientes positivos para os anticorpos IgG variaram entre

0,185 a 0,249. A reatividade de IgM anti-gelatina das 16 amostras positivas
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(3 amostras de individuos sadios e 13 amostras de pacientes) variou entre

D.O. de 0,180 a 0,365 (Figura 5).

Neste trabalho, as amostras que apresentaram reatividade dirigida a
gelatina superior a D.O. de 0,100 tiveram seus valores obtidos em condicdes
testadas com os peptideos descontados do valor obtido na gelatina, a fim de
se obter resultados mais fidedignos. Assim sendo, na analise dos resultados,
a reatividade dos anticorpos do isotipo IgG: 30,2% (52/172) das amostras e
IgM: 24,2% (70/289) das amostras tiveram os valores descontados das

reatividades contra a gelatina, para se obter o valor mais especifico da

reatividade dirigida ao peptideo.
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Figura 5. Reatividade a gelatina: Dispersao das amostras segundo a reatividade dos soros
(D.Os) contra a gelatina proveniente de pele de porco (Sigma, Steinhein, Alemanha) usada
na solucdo de bloqueio do teste de ELISA. Os grupos foram classificados segundo os
isotipos (IgG ou IgM) e o controle do branco corresponde a condicdo do ensaio sem adigao
de soro. O numero de amostras de cada grupo esta entre parénteses. Os numeros e as
percentagens das amostras positivas (D.O. acima de 0,170) foram: IgG = 6 amostras (3,5%)
pertencentes a 4 individuos e IgM = 16 amostras (5,5%) pertencentes a 9 individuos. Todos
os controles brancos tiveram reatividade inferior a D.O. de 0,100.
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Anexo F

Numeros de peptideos reconhecidos e numeros de peptideos com variagdo da intensidade
de reatividade dos 30 individuos sadios distribuidos de acordo com os anticorpos dirigidos a
miosina cardiaca ou Hsp60 e isotipos IgG ou IgM envolvidos.

IgG anti-MC IgM anti-MC IgG anti-Hsp60 | IgM anti-Hsp60
No. No. peptideos No. peptideos No. peptideos No. peptideos
sadios Rec. Var.| Rec. Var.| Rec. Var.| Rec. Var.
1 2 0 27 6 0 0 6 0
2 6 0 15 0 2 0 3 0
3 6 0 7 0 4 0 5 0
4 4 0 11 0 3 0 0 0
5 1 0 13 1 12 0 0 0
6 6 3 23 3 2 1 4 0
7 8 2 23 1 3 0 5 1
8 2 2 14 2 4 3 2 0
9 8 3 11 3 3 0 2 0
10 6 0 9 0 2 0 2 2
11 8 3 13 0 7 0 1 0
12 3 1 16 1 2 0 1 0
13 12 0 16 4 8 0 2 0
14 7 0 12 0 9 0 5 0
15 8 0 24 4 1 0 10 0
16 14 0 11 0 7 1 7 0
17 6 1 12 0 11 0 12 3
18 2 0 17 0 2 1 7 0
19 6 0 18 0 3 0 8 0
20 3 0 19 1 6 0 6 1
21 2 0 16 2 0 0 7 2
22 5 0 18 4 8 2 5 0
23 5 1 18 1 1 0 3 0
24 4 0 15 1 4 0 2 1
25 4 0 16 1 2 1 1 0
26 6 1 14 1 3 0 3 0
27 0 0 13 0 0 0 7 0
28 5 0 15 0 6 0 5 0
29 5 0 5 0 1 0 0 0
30 3 0 8 0 0 0 1 1

MC, miosina cardiaca; Hsp60, proteina de choque térmico 60; Rec, numero de peptideos
reconhecidos; Var, nimero de peptideos com variagdo na intensidade de reatividade.

- Os numeros de individuos em negrito s&o individuos que tiveram variacao da intensidade
de reatividade ao longo do tempo em mais de um peptideo.

- Considerou-se como variagao da intensidade de reatividade dos anticorpos dirigidos a um
determinado peptideo, quando as densidades oticas (D.O.) das amostras do mesmo
individuo tiverem diferencas superiores a 0,200.
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Anexo G
Numero de peptideos da Miosina Cardiaca e Hsp60 reconhecidos pelos anticorpos IgG e
IgM de individuos transplantados (n=41) no periodo de pré e pds-transplante.

Miosina Cardiaca Hsp60
(No. peptideos reconhecidos) (No. peptideos reconhecidos)
[s]€] IgM IgG IgM

No.

paciente Pré Pds Pré Pés Pré Pés Pré Pds
2 4 5 14 18 8 3 5 6
5 6 32 11 15 7 18 2 0
8 3 6 12 20 7 2 2 3
11 6 5 21 20 6 6 4 4
18 4 1 11 10 3 2 0 0
21 12 6 19 13 10 1 4 0
24 10 13 19 24 8 5 9 5
25 32 15 6 7 16 4 14 11
26 32 32 4 2 6 13 0 0
27 7 3 13 17 3 2 1 3
28 19 17 12 7 7 5 1 0
31 32 32 8 25 18 15 0 1
32 6 1 6 12 4 4 2 2
33 29 29 2 9 8 11 1 2
34 1 0 0 8 3 3 0 1
35 29 25 23 27 4 4 9 12
37 7 3 12 16 4 3 0 1
38 3 13 3 7 6 10 0 2
41 14 4 4 6 3 2 3 5
42 8 10 17 22 3 2 5 14
43 20 12 5 11 4 0 0 1
44 10 11 11 24 6 4 0 5
45 22 20 9 9 4 3 0 0
46 8 10 6 5 5 8 1 1
47 13 13 11 10 5 6 1 0
48 21 17 10 6 15 7 0 0
50 6 2 14 13 3 0 2 2
51 5 5 6 10 3 1 1 1
52 4 2 16 20 2 2 5 5
53 7 4 4 9 6 6 1 2
54 4 6 4 7 2 1 0 1
55 5 4 5 2 5 3 0 0
56 5 3 11 13 3 3 2 1
57 7 6 11 17 2 1 1 4
58 15 8 17 22 3 0 8 4
59 5 3 15 20 1 0 2 3
60 11 2 5 7 1 0 0 0
61 2 1 5 4 0 0 1 0
62 2 7 14 13 3 0 3 4
64 1 1 4 17 1 2 0 2
65 5 4 6 12 0 0 4 1
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Anexo H Numero de peptideos dos individuos transplantados cuja reatividade variou na
comparagao entre os periodos pré e pés-transplante.

Miosina Cardiaca Hsp60
(peptideos reconhecidos somente (peptideos reconhecidos
no periodo) somente no periodo)
No. IgG lgM lgG lgM

paciente Pés Pés Pés Pés

2
5
8
11
18
21
24
25
26
27
28
31
32
33
34
35
37
38
41
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44
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46
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61
62
64
65
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com variacao

*Foram analisados somente individuos que tinham amostra no periodo do pré transplante
(n=41). A tabela mostra os numeros de peptideos reconhecidos somente no periodo Pré
ou Pés transplante. Quando nos dois periodos tiverem zero indica que nao houve variagéo
no numero de peptideos reconhecidos ao longo do tempo.
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Anexo |

a)lgG anti-MC : Sadios
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Figura 6. Intensidade de auto-reatividade humoral dirigida a Miosina Cardiaca e a
Hsp60 nos individuos sadios: Dispersdo da intensidade de reatividade dos anticorpos
anti-miosina cardiaca do isotipo IgG e IgM (a e b) e dos anticorpos anti-Hsp60 (c e d). As
linhas pontilhadas dividem as reatividades em trés niveis de intensidade: baixa (D.O. =
0,170 e < 0,340), intermediaria (D.O. > 0,340 e < 0,850) e alta (D.O. > 0,850). As 90
amostras provenientes de trés tempos sequenciais (intervalos de 6 meses) de 30 individuos
sadios foram analisadas pelo método de ELISA. As densidades éticas (D.O.) foram obtidas
a 490 nm. A linha horizontal em cada peptideo representa a mediana do grupo.
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Anexo J

a)lgG:Pré-Tx
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idade da reatividade dos anticorpos do isotipo IgG dirigidos aos

peptideos da miosina cardiaca em diferentes periodos do transplante: Os graficos
mostram a intensidade de reatividade dos anticorpos do isotipo 1gG dirigidos aos peptideos
da miosina cardiaca no periodo de pré-transplante (Pré-Tx n=41), e nos periodos de pos-
transplante: < 1 ano de Tx (T1, n=93), 1 a 5 anos de Tx (T2, n=48) e > 5 anos de Tx (T3,
n= 17). As reatividades foram medidas em densidade 6ptica (D.O.) pelo método de ELISA e
classificadas em trés niveis de intensidade: alta (D.O. > 0,850), intermediaria (D.O. > 0,340
e £0,850) e baixa (D.O. = 0,170 e < 0,340).
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Anexo K

a)lgM: Pré-Tx
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Figura 8. Intensidade da reatividade dos anticorpos do isotipo IgM dirigidos aos
peptideos da miosina cardiaca em diferentes periodos do transplante: Os graficos
mostram a intensidade de reatividade dos anticorpos do isotipo IgM dirigidos aos peptideos
da miosina cardiaca no periodo de pré-transplante (Pré-Tx n=41), e nos periodos de poés-
transplante: < 1 ano de Tx (T1, n=93), 1 a 5 anos de Tx (T2, n=48) e > 5 anos de Tx (T3,
n= 17). As reatividades foram medidas em densidade o6ptica (D.O.) pelo método de ELISA e
classificadas em trés niveis de intensidade: alta (D.O. > 0,850), intermediaria (D.O. > 0,340
e £0,850) e baixa (D.0. 20,170 e < 0,340).
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Anexo L

a)lgG: Pré-Tx
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Figura 9. Intensidade de reatividade dos anticorpos do isotipo IgG dirigidos aos
peptideos da Hsp60 em diferentes periodos do transplante: Os graficos mostram a
intensidade de reatividade dos anticorpos do isotipo IgG dirigidos aos peptideos da Hsp60,
no periodo de pré-transplante (Pré-Tx n=41) e, nos periodos de pds-transplante: < 1 ano de
Tx (T1, n=93), 1 a 5 anos de Tx (T2, n= 48) e > 5 anos de Tx (T3, n= 17). As reatividades
foram medidas em densidade optica (D.O.) pelo método de ELISA e classificadas em trés
niveis de intensidade: alta (D.O. > 0,850), intermediaria (D.O. > 0,340 e < 0,850) e baixa

(D.0. 20,170 e < 0,340).
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Anexo M
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Figura 10. Intensidade de reatividade dos anticorpos do isotipo IgM dirigidos aos
peptideos da Hsp60 em diferentes periodos do transplante: Os graficos mostram a
intensidade de reatividade dos anticorpos do isotipo IgM dirigidos aos peptideos da Hsp60,
no periodo de pré-transplante (Pré-Tx n=41) e nos periodos de poés-transplante: < 1 ano de
Tx (T1, n=93), 1 a 5 anos de Tx (T2, n= 48) e > 5 anos de Tx (T3, n= 17). As reatividades
foram medidas em densidade 6ptica (D.O.) pelo método de ELISA e classificadas em trés
niveis de intensidade: alta (D.O. > 0,850), intermediaria (D.O. > 0,340 e < 0,850) e baixa
(D.0.=0,170 e £ 0,340).
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