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RESUMO 

 

 

O transplante renal é a melhor opção terapêutica para pacientes com doença renal crônica. Após a 

realização do transplante, é necessário o uso constante de drogas imunossupressoras para evitar a 

rejeição do enxerto. Porém, o uso prolongado destes medicamentos acarreta alguns efeitos 

adversos. Entre os pacientes transplantados é observada uma grande variabilidade da concentração 

plasmática dos imunossupressores, o que se deve à influência de diversos fatores, entre eles, a 

presença de variantes alélicas que pode levar a respostas distintas ao tratamento. Os objetivos do 

presente estudo foram estudar pacientes transplantados renais para: (i) avaliar se o uso prolongado 

de imunossupressores pode induzir efeitos mutagênicos; (ii) associar a presença de polimorfismos 

de nucleotídeo único (SNPs) em genes do metabolismo, transporte de drogas e sistema 

imunológico com a ocorrência de episódios de rejeição; (iii) associar SNPs com a concentração 

plasmática de tacrolimo; (iv) avaliar se a presença de SNPs em genes de reparo e sistema 

imunológico está associada com a ocorrência de câncer. Os resultados obtidos não demonstraram 

associação entre a frequência de micronúcleos em linfócitos com o tempo decorrido após o 

transplante. Por outro lado, os danos observados no ensaio do cometa aumentaram com o tempo 

de imunossupressão. Na análise de associação dos SNPs com episódios de rejeição em 246 

pacientes foi observada associação de SNPs em genes do metabolismo rs7662029 (UGT2B7) com 

proteção (1,85 vezes) e rs6714486 (UGT1A9) com aumento de risco de rejeição de 1,6 vezes. 

Entre os genes de transportadores de drogas, apenas o rs2231142 (ABCG2) demonstrou 

diminuição em 1,92 vezes no risco de rejeição. O rs10889677 do gene do sistema imune IL-23R 

foi associado com o aumento de 1,9 vezes no risco de rejeição do enxerto. Entre os pacientes, 145 

faziam uso do imunossupressor micofenolato de mofetil (MMF). Foram avaliados neste grupo 

SNPs em genes que influenciam a farmacocinética deste medicamento e observou-se associação 

do rs11706052 (IMPDH2) com proteção de 4,2 vezes, e do rs7438135 (UGT2B7) com proteção 

de 2,4 vezes contra episódios de rejeição. O rs2241409 (CES2) foi associado com o aumento de 

risco à rejeição de 7,2 vezes. Dos 246 pacientes avaliados 10,2 % desenvolveram câncer após 

15±8,9 anos de transplante, sendo que destes, 68% eram constituídos por carcinoma de pele não 

melanoma. O rs1800872 (IL-10) foi associado com o risco de 3,5 vezes de desenvolver câncer. 

Foi avaliada a associação de 11 SNPs em genes do metabolismo e transporte de drogas com a 

concentração plasmática de tacrolimo em 55 pacientes transplantados renais que faziam uso, nos 

três primeiros meses de transplante, deste medicamento associado com MMF e corticóide, sendo 

observado que apenas os SNPs rs4646437 (CYP3A4) e rs776746 (CYP3A5) influenciaram a 

farmacocinética deste imunossupressor. Este estudo demonstrou que os pacientes tranplantados 

renais apresentam maior quantidade de dano no material genético em comparação com controles 

saudáveis e que o uso prolongado dos medicamentos imunossupressores pode induzir 

instabilidade genética. Os SNPs nos genes UGT2B7, UGT1A9, ABCG2, IL-23R, IMPDH2 e CES2 

podem ser usados como marcadores candidatos para a triagem do risco de rejeição e o SNP no 

gene IL-10 pode ser utilizado para a triagem do risco de desenvolvimento de câncer em pacientes 

transplantados renais. Também foi confirmado o impacto dos SNPs rs4646437 (CYP3A4), 

rs776746 (CYP3A5) na farmacocinética do imunossupressor tacrolimo. 

 

Palavras-chave:  Ensaio do cometa. Teste do micronúcleo. SNPs. Genes do metabolismo. Genes 

do sistema imune. Genes de reparo. 
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ABSTRACT 

 

 

Kidney transplant is the best option of treatment for patients with chronic kidney disease. 

After the transplant performing, it is need the use of immunosuppressive drugs to prevent the 

graft rejection, but prolonged use of these drugs leads to some adverse effects. Among 

transplanted patients a large variability of plasma concentration of immunosuppressives is 

observed, due to the influence of various factors, among them the presence of allelic variants 

that can lead to different responses to the treatment. The objectives of the present study were 

to study renal transplant patients to: (i) assess if prolonged use of immunosuppressants can 

induce mutagenic effects; (ii) associate the presence of single nucleotide polymorphisms 

(SNPs) in genes of metabolism, drug transport and immune system with the occurrence of 

rejection episodes; (iii) associate SNPs with tacrolimus plasma concentration; (iv) assess if 

the presence of SNPs in repair genes and immune system are associated with the occurrence 

of cancer. The results obtained showed no association between micronucleus frequency in 

lymphocytes and the time elapsed after transplantation. On the other hand, the damage 

observed in the comet assay increased with the time of immunosuppression. In the analysis of 

the association of SNPs with rejection episodes in 246 patients, was observed association of 

SNPs in metabolic genes rs6714486 (UGT1A9) with the protection (1.85 times) and of 

rs7662029 (UGT2B7) with risk of rejection of 1.6 times. Among the drug transporter genes, 

only rs2231142 (ABCG2) showed a 1.92-fold decrease in the risk of rejection. The 

rs10889677 of immune system gene IL-23R was associated with an increased risk of graft 

rejection of 1.9 fold. Among the patients, 145 used the immunosuppressive mycophenolate 

mofetil (MMF; in this group it were evaluated SNPs in genes that influence the 

pharmacokinetics of this drug and was observed association of rs11706052 (IMPDH2) with 

protection of 4.2 fold and rs7438135 (UGT2B7) with 2.4-fold protection against rejection 

episodes. The rs2241409 (CES2) was associated with an increased risk of rejection of 7.2 

fold. Of the 246 patients evaluated, 10.2% developed cancer after 15±8.9 years of 

transplantation, of which 68% were nonmelanoma cutaneous carcinomas. The rs1800872 (IL-

10) was associated with the 3.5-fold risk of developing cancer. It was done the evaluation of 

association of 11 SNPs in drug metabolism and transport genes with the plasma concentration 

of tacrolimus in 55 renal transplant patients who used of this drug associated with MMF and 

corticoid in the first three months of transplantation and it was observed that only SNPs 

rs4646437 (CYP3A4) and rs776746 (CYP3A5) influenced the pharmacokinetics of 

immunosuppressive tacrolimus. This study demonstrated that renal transplant recipients 

present greater amount of damage in genetic material compared to healthy controls and that 

prolonged use of immunosuppressive drugs may induce genetic instability. SNPs in the genes 

UGT2B7, UGT1A9, ABCG2, IL-23R, IMPDH2 and CES2 can be used as screening markers 

for risk of rejection and the SNP in the IL-10 gene can be used for cancer risk screening in 

kidney transplant patients. This study also confirmed the impact of SNPs rs4646437 

(CYP3A4) and rs776746 (CYP3A5) on the pharmacokinetics of tacrolimus. 

 

Key words:  Comet assay. Micronucleus test. SNP. Metabolism genes. Genes of the immune 

system. DNA repair genes. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

Após a realização de um transplante os pacientes necessitam fazer uso constante de 

medicamentos imunossupressores para prevenir episódios de rejeição. No entanto, o uso 

destes medicamentos após longos períodos pode acarretar o aparecimento de efeitos adversos, 

como nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, neurotoxicidade, infecções, diabetes mellitus, 

câncer, entre outros. Estes efeitos adversos acometem os pacientes de maneira diferente 

devido vários fatores, entre eles a variabilidade interindividual na resposta aos medicamentos 

imunossupressores. Esta variação pode ser decorrente de polimorfismos de nucleotídeo único 

(SNPs) em genes do metabolismo e transporte de drogas que interferem na expressão e/ou 

atividades destes genes, modificando a concentração ou a atividade das proteínas responsáveis 

pelo metabolismo dos medicamentos imunossupressores, fazendo com que diferentes 

concentrações plasmáticas dos medicamentos sejam atingidas, mesmo após a administração 

de doses idênticas. SNPs em genes do sistema imune também podem influenciar na 

ocorrência de episódios de rejeição.  

Estudos que colaboram para um maior conhecimento sobre a interferência de SNPs 

no resultado do transplante, bem como uma melhor compreensão da atuação de drogas 

imunossupressoras no organismo humano são importantes e necessários para proporcionar 

melhora na qualidade de vida dos pacientes transplantados. 

Neste estudo foram avaliados e comparadas as frequências de danos no material 

genético em pacientes transplantados e em controles saudáveis; e em pacientes com diferentes 

tempos de transplante, com o intuito de verificar se os pacientes apresentam maior quantidade 

de dano que os controles e se o tempo prolongado de imunossupressão influencia na 

instabilidade genômica. Também foram avaliados SNPs de genes relacionados com o 

metabolismo, transporte de drogas e sistema imunológico, a fim de buscar associação entre 

variantes polimórficas com episódios de rejeição e com as concentrações plasmáticas do 

imunossupressor tacrolimo. SNPs em genes de reparo e sistema imune também foram 

avaliados em pacientes transplantados que desenvolveram câncer após tratamento com 

imunossupressores.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

2.1 TRANSPLANTE RENAL: IMUNOSSUPRESSORES E PROCESSO DE REJEIÇÃO DO ENXERTO  

Pacientes com doença renal crônica necessitam de diálise para substituir a função 

renal artificialmente (O'CALLAGHAN, 2008; GENSBURGER et al., 2010). Estes pacientes 

são selecionados de acordo com a idade e estado de saúde para entrarem ou não na fila de 

espera por um transplante, sendo este considerado a melhor opção terapêutica do ponto de 

vista médico, social e econômico, além de aumentar a expectativa de vida dos pacientes 

(WOLFE et al., 1999; TONELLI et al., 2011).  

No Brasil, segundo senso realizado pela Associação Brasileira de Transplante de 

Órgãos, 19.440 adultos e 379 crianças aguardam na lista de espera por um transplante de rim, 

sendo realizados mais de 5000 transplantes de rim por ano (BRASIL, ABTO: RBT 2015). A 

taxa de rejeição no primeiro ano de transplante chega a 15%, sendo a maior barreira para o 

sucesso do transplante (OLIVEIRA; ZANKL; RATH, 2004). 

Os episódios de rejeição apresentados pelo paciente são consequência da sua resposta 

imunológica contra células do órgão transplantado. Este reconhecimento é realizado por 

células do complexo principal de histocompatibilidade (MHC), conhecido em seres humanos 

como sistema antígeno leucocitário humano (HLA) (ABBAS; LICHTMAN, 2007). 

Didaticamente o complexo gênico MHC é dividido em três classes: I, II e III.  

O sistema HLA está localizado no braço curto do cromossomo humano 6, na região 

6p21.3 e contém mais de 220 genes com funções distintas. Muitos desses genes codificam 

proteínas para o sistema imunológico e são altamente polimórficos. As proteínas transcritas 

pelos genes do complexo MHC classe I são expressas nas superfícies de todas as células 

nucleadas, enquanto que as proteínas do complexo de classe II são expressas nas células 

dendríticas, macrófagos e linfócitos B. Estas duas classes participam do processo de 

apresentação do antígeno ao linfócito T, sendo que o MHC classe I faz a apresentação dos 

antígenos para os linfócitos T CD8+ e o MHC classe II, para os linfócitos CD4+ 

(MAGALHÃES; BÖHLKE; NEUBARTH, 2004).  

A variação destes antígenos de histocompatibilidade faz com que o sistema imune 

distingua o próprio do não próprio, ou seja, as células do receptor das células do enxerto 

(ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003). Assim, quando células apresentadoras de antígeno 

(APC) são reconhecidas por células do complexo MHC, ocorre a indução da proliferação dos 

linfócitos através da ativação da calcineurina, uma proteína que leva à produção de várias 

citocinas, incluindo a interleucina 2 (IL-2). A estimulação autócrina por IL-2 resulta na 
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proliferação de células por uma via envolvendo o alvo da rapamicina em mamíferos (mTOR) 

e quinases dependentes de ciclinas (CDKs) (KOBASHIGAWA; PATEL, 2006) (Figura 1).  

 

 

Figura 1: Indução de proliferação de linfócitos T e alvos dos imunossupressores. APC: células 

apresentadoras de antígenos, TCR: receptor de células T, MHC-II: complexo principal de 

histocompatibilidade – classe II, NFAT: fator nuclear de células T ativadas, IL-2R: receptor de IL-2, 

TOR: proteína alvo da rapamicina, MMF: micofenolato de mofetil.  Fonte: Modificado de 

KOBASHIGAWA; PATEL, 2006. 

 

Durante o processo de rejeição ocorre o recrutamento de linfócitos do sangue do 

transplantado para o endotélio e tecido do enxerto, desencadeando um processo inflamatório 

que pode resultar em lesão tubular renal, contribuindo para a perda da função do enxerto 

(ROBERTSON et al., 1998). O processo inflamatório é decorrente do aumento da expressão 

de quimiocinas pró-inflamatórias como RANTES, MIP-1α e MIP-1β, que se ligam ao 

receptor CCR5 e causam a infiltração de células mononucleares no enxerto, entre elas, 

linfócitos T de memória, monócitos e eosinófilos (PATTISON et al., 1994; ROBERTSON et 

al., 1998).  

A rejeição aguda é um importante fator de risco para o desenvolvimento da rejeição 

crônica, pois após o primeiro episódio de rejeição, células T e B de memória são produzidas, 

propiciando respostas imunes mais rápidas e em maior magnitude em episódios de rejeição 

subsequentes (WOOD; GOTO, 2012).  
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Para evitar a ocorrência de rejeição e diminuir possíveis processos inflamatórios, 

tradicionalmente são administrados aos pacientes medicamentos imunossupressores de uso 

contínuo, além da realização de exames de rotina para avaliar a função renal 

(O'CALLAGHAN, 2008).   

O Ministério da Saúde por meio da Portaria n
o
 666 de 17 de julho de 2012, 

recomendou o esquema tríplice de imunossupressão (prednisona (corticoide), ciclosporina ou 

tacrolimo e azatioprina (AZA) ou micofenolato de mofetil (MMF)) (BRASIL, 2012), que é 

atualmente utilizado pela maioria dos centros de transplante. 

Os medicamentos imunossupressores mais utilizados agem em diferentes alvos com 

o objetivo comum de diminuir a proliferação dos linfócitos, como demonstrado na Figura1.  

 

2.1.1 Corticoides  

Corticoides são essenciais na terapia de indução, realizada logo após a realização do 

transplante, pois exercem diferentes efeitos imunomoduladores e anti-inflamatórios 

(KOBASHIGAWA; PATEL, 2006). Os esteroides, ao se ligarem a receptores de 

glicocorticoides, são translocados para o núcleo da célula e diminuem a transcrição de genes 

de citocinas pró-inflamatórias (IL-1, IL-2, IL-6, TNF), causando a diminuição da quantidade 

de monócitos, macrófagos e células T CD4+ circulantes e, consequentemente, resultando na 

redução da resposta inflamatória (TAYLOR; WATSON; BRADLEY, 2005).  

O tratamento com esteroides pode resultar em inúmeros efeitos adversos como 

diabetes mellitus, ganho de peso, miopatias, retenção de líquidos, hipertensão, hipercalemia 

(concentração baixa de potássio no sangue), hiperlipidemia, necrose avascular, atrofia da 

adrenal, osteoporose, desenvolvimento de doenças cardiovasculares, entre outros (BENFIELD 

et al., 2010).  

 

2.1.2 Inibidores de Calcineurina (CNIs)  

A ciclosporina foi introduzida na prática clínica em 1983, como um potente 

imunossupressor em pacientes transplantados renais, resultando em grandes melhoras na área 

do transplante, pois trouxe um aumento na taxa de sobrevivência do enxerto em 15% ao longo 

de dois anos. Em 1997 começou a ser utilizado o imunossupressor tacrolimo, com semelhante 

mecanismo de ação (CECKA, 1998). Estes medicamentos possuem ação específica sobre os 

linfócitos T, não tendo efeito sobre a síntese de anticorpos (KOBASHIGAWA; PATEL, 

2006).  

Os CNIs, ao entrarem no citoplasma da célula, formam um complexo que inibe a 
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atividade da calcineurina. A ciclosporina se liga à ciclofilina e o tacrolimo se liga à 

imunofilina FKBP-12, bloqueando a translocação de fator nuclear de células T ativadas 

(NFAT) e, consequentemente, a transcrição de genes de citocinas (BRAZELTON; MORRIS, 

1996; TAYLOR; WATSON; BRADLEY, 2005).  

Os efeitos adversos causados por estes medicamentos incluem hipertensão, 

nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, efeitos neurológicos, hiperplasia gengival e aumento do 

risco de doenças malignas (MATTHEW, 2007). Certos efeitos adversos como a hipertrofia 

gengival, hirsutismo (pilosidade excessiva em locais normalmente desprovidos de pelos) e 

hiperlipidemia são mais frequentes como consequência do tratamento com ciclosporina 

enquanto tremores e intolerância à glicose são observados em pacientes que fazem uso de 

tacrolimo (NOVARTIS PHARMACEUTICALS CORP, 2004; ASTELLAS PHARMA US 

INC, 2005). 

Em recente meta-análise realizada por Liu et al. (2014) foi comparada a utilização da 

ciclosporina e do tacrolimo após o transplante renal, demonstrando melhores resultados em 

pacientes que utilizaram tacrolimo, com redução da mortalidade, da perda do enxerto, da 

rejeição aguda e da hipercolesterolemia; porém, maior risco de desenvolvimento de diabetes. 

Dados semelhantes foram observados por Cheung et al. (2009), que compararam a eficácia da 

terapia imunossupressora à base de tacrolimo ou ciclosporina e observaram que pacientes que 

fizeram uso do tacrolimo apresentaram melhor função renal, menores taxas de rejeição aguda 

(18,4% vs 42,1% para tacrolimo e ciclosporina, respectivamente) e hipercolesterolemia; não 

sendo observadas diferenças entre os grupos quando parâmetros como diabetes mellitus, 

hipertensão, infecções oportunistas e neoplasias. 

 

2.1.3  Inibidores de mTOR (Sirolimo e Everolimo) 

O mecanismo de ação dos medicamentos sirolimo e everolimo, também conhecidos 

como rapamicina, ocorre pela ligação destes medicamentos à proteína imunofilina FKBP12, 

formando um complexo que inibe a proteína cinase mTOR, regulador chave do ciclo, 

crescimento e proliferação celular. O bloqueio da mTOR impede a progressão do ciclo celular 

da fase G1 para a fase S nos linfócitos ativados, inibindo a proliferação de linfócitos T e B 

(BARLOW; NICHOLSON; HERBERT, 2013).  

Os efeitos adversos mais comuns destes medicamentos são hipertensão, 

mielossupressão e resistência à insulina, e quando administrados em conjunto com a 

ciclosporina (CsA) podem causar nefrotoxicidade (AUGUSTINE; BODZIAK; HRICIK, 

2007; BARLOW; NICHOLSON; HERBERT, 2013). 
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2.1.4 Agentes Antiproliferativos  

A AZA é uma droga imunossupressora utilizada desde a década de 1950 e vem 

sendo substituída pelo MMF na maioria dos centros de transplantes, pois este tem se mostrado 

mais eficaz (STAATZ; TETT, 2014). Mathew (1998) observou que pacientes tratados com 

MMF apresentaram uma redução de aproximadamente 50% na taxa de rejeição aguda em 

relação aos tratados com AZA. No entanto, estudos mais recentes não observaram diferença 

na incidência de episódios de rejeição aguda e na sobrevida do enxerto entre os transplantados 

renais que receberam estes dois medicamentos (JOH et al., 2005; RAHEEM et al., 2011). 

O efeito imunossupressor da AZA é resultante da incorporação do metabólito ativo 

6-tioguanina (6-TGN) (estruturalmente análogo às bases purinas do DNA), que inibe a síntese 

de DNA e ocasiona a parada da replicação. Dentre os efeitos adversos causados pela AZA 

destaca-se a supressão da medula óssea e hepatotoxicidade (STAATZ; TETT, 2014). 

O pró-fármaco MMF após ser metabolizado no fígado em ácido micofenólico 

(MPA), um fármaco ativo, inibe a inosina monofosfato desidrogenase (IMPDH), enzima que 

limita a taxa de síntese do nucleotídeo guanina pela via “de novo”. A inibição desta enzima 

resulta no bloqueio da síntese de DNA e, consequentemente, na diminuição da proliferação 

dos linfócitos (TAYLOR; WATSON; BRADLEY, 2005). O MMF possui atividade 

antiproliferativa específica para os linfócitos B e T, pois estes são desprovidos da via de 

recuperação de guanina, diferentemente dos outros tipos celulares que podem gerar 

nucleotídeos guanina por duas vias distintas, a via de síntese “de novo” e a via de 

recuperação, que permite a reciclagem das purinas (TAYLOR; WATSON; BRADLEY, 

2005). 

O MMF além de agir na proliferação dos linfócitos, também diminui a expressão de 

glicoproteínas e moléculas de adesão, responsáveis pelo recrutamento de monócitos e 

linfócitos para os locais de inflamação, como ocorre durante a rejeição do enxerto (STAATZ; 

TETT, 2014). Este medicamento causa desconfortos gastrointestinais (diarreia e vômitos) e 

hematotoxicidade (leucopenia (baixa quantidade de leucócitos), anemia ou trombocitopenia 

(baixa quantidade de plaquetas)) (STAATZ; TETT, 2014). 

 

2.2 FARMACOGENÉTICA DOS IMUNOSSUPRESSORES E POLIMORFISMOS GENÉTICOS  

 O desenvolvimento da biotecnologia a partir das informações obtidas do 

sequenciamento do genoma humano permitiu identificar alguns genes que definem a resposta 

individual aos medicamentos, bem como a eficácia e segurança das drogas (BETONICO et 
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al., 2008).  

Polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) em genes de bomba de efluxo de drogas 

(P-glicoproteína) e do metabolismo de drogas podem influenciar a resposta a medicamentos 

imunossupressores, resultando em uma ausência de correlação entre a dose, as concentrações 

plasmáticas e a resposta terapêutica aos medicamentos (HESSELINK et al., 2003; ZUNUNI 

VAHED et al., 2015). Assim, mesmo sendo administradas doses idênticas aos pacientes estes 

podem apresentar concentrações plasmáticas extremamente diferentes o que resulta em 

diferentes respostas ao tratamento.  

Após a realização do transplante são recomendadas doses iniciais de 

imunossupressor; no entanto, alguns pacientes não alcançam as concentrações desejadas 

destes medicamentos. Os pacientes que metabolizam as drogas de maneira mais rápida 

eliminam rapidamente os medicamentos do organismo, o que resulta em baixas concentrações 

plasmáticas, podendo desencadear um processo de rejeição. Ao contrário, metabolizadores 

lentos podem apresentar concentrações supraterapêuticas (ELENS et al., 2011), resultando no 

aumento de efeitos adversos como hipertensão, nefrotoxicidade, neurotoxicidade, 

hipercolesterolemia, diabetes mellitus e câncer (PONTICELLI, 2005; FRAILE et al., 2009). 

Dentre os efeitos adversos observados nestes pacientes o mais preocupante é a alta incidência 

de neoplasias, que tem sido estimada em 20% após 10 anos de imunossupressão crônica 

(KAPOOR, 2008) e de 50% após 30 anos (WISGERHOF et al., 2011).  

Como uma tentativa de minimizar estes efeitos adversos e obter maior sucesso no 

transplante, é realizado o monitoramento das concentrações plasmáticas dos medicamentos 

CNIs, que apresentam grande variabilidade farmacocinética e possuem estreita janela 

terapêutica, buscando a individualização da imunoterapia (ZHENG et al., 2003; ANTIGNAC 

et al., 2007). A biodisponibilidade destes medicamentos pode váriar entre os diferentes grupos 

étnicos já que estes podem apresentar diferentes frequências alélicas em SNPs presentes em 

genes importantes do metabolismo e transporte de drogas (RAMAMOORTHY et al., 2015). 

Segundo Neylan (1998), a média de tacrolimo administrada aos pacientes africanos chega a 

ser 37% maior que a administrada aos pacientes caucasianos para alcançarem as 

concentrações plasmáticas desejadas. Assim, devido à alta miscigenação da população 

brasileira, o monitoramento das concentrações plasmáticas nesta população é de extrema 

importância. 

Avanços nos estudos moleculares permitirão a construção de um painel de 

marcadores para serem testados nos pacientes antes do início do tratamento imunossupressor, 

o que irá contribuir para a escolha de concentrações mais adequadas destes medicamentos 
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para cada paciente, diminuindo os efeitos adversos e possibilitando a predição do risco 

individual para o desenvolvimento de episódios de rejeição e, consequentemente, melhorando 

a qualidade de vida (FISCHEREDER et al., 2001; KAPOOR, 2008, WAVAMUNNO; 

CHAPMAN, 2008). 

Entre tais estudos destacam-se os genômicos, que buscam novos biomarcadores 

candidatos em genes responsáveis pelo metabolismo de drogas, que têm papel na ativação e 

detoxificação, aumentando suas solubilidades e facilitando a excreção, e cujas variantes 

polimórficas influenciam na resposta farmacológica (BETONICO et al., 2008; GRINYÓ et 

al., 2008). Genes relacionados ao sistema imunológico também têm sido investigados pois 

estão diretamente relacionados com a ocorrência de episódios de rejeição, assim como genes 

de reparo que podem estar relacionados com a maior incidência de câncer observada após 

longos períodos de transplante.  

 

2.2.1 Genes de resposta inflamatória  

O papel da resposta inflamatória é combater infecções e lesões teciduais por meio 

das células da imunidade inata (fibroblastos, macrófagos, mastócitos, células dendríticas e 

leucócitos) que reconhecem a invasão do patógeno, desencadeando cascatas de sinalização 

que levam à liberação de fatores que promovem o recrutamento de leucócitos para a região 

(NEWTON; DIXIT, 2012). No entanto, algumas vezes o organismo do receptor reconhece o 

enxerto como um corpo estranho e desencadeia um processo de rejeição, durante o qual 

ocorre o recrutamento de células citotóxicas que podem causar a destruição do tecido 

(SPIVEY et al., 2011).  

A interação entre os receptores de superfície celular e células do sistema imune 

(linfócitos ativados, fagócitos e leucócitos) é imunomodulada por citocinas, que participam da 

resposta imune inata e adaptativa (ALBERTS et al., 2010). A produção de citocinas pode ser 

alterada devido à presença de SNPs, principalmente na região promotora dos genes, afetando 

direta ou indiretamente a ligação de fatores de transcrição e aumentando ou diminuindo a 

produção de mRNA (SUTHANTHIRAN, 2000).  

A resposta imune adaptativa é determinada pela subclasse de células T auxiliares 

efetoras tipo 1 (Th1) e tipo 2 (Th2), distinguidas pelas citocinas que secretam. As células Th1 

secretam interferon gama (IFN-γ), fator de necrose tumoral (TNF-α) e interleucina-2 (IL-2), 

que são mediadores da resposta imune celular e pro-inflamatória, ativando macrófagos e 

células T citotóxicas, defendendo o organismo principalmente contra patógenos intracelulares 

(ALBERTS et al., 2010).  
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O TNF- α secretado pelas células Th1 participa do processo inflamatório por meio da 

ativação de células endoteliais, regulação de moléculas de adesão e recrutamento de 

leucócitos diferenciados (STOJANOVA; POUCHÉ; PICARD, 2016). A presença do SNP 

rs1800629 (-308G>A) na região promotora do gene TNF-α foi associada com alteração na 

produção desta proteína, sendo que a presença do alelo A aumenta a transcrição deste gene 

em comparação com o alelo G (WILSON et al., 1997). A presença desta variante polimórfica 

aumentou em 2,5 vezes o risco de rejeição aguda do enxerto renal (PAWLIK et al., 2005). 

Outros estudos também associaram este SNP com a maior incidência de rejeição (WILSON et 

al., 1993; SANKARAN et al., 1999). No entanto, estes dados são contraditórios na literatura, 

já que alguns estudos não confirmam esta associação (CARTWRIGHT et al., 2001; LEE et 

al., 2004). 

A IL-2 também participa da resposta imune celular e pró-inflamatória, atuando como 

imunomoduladora em uma variedade de células imunes, sendo a mais importante 

estimuladora da expansão clonal dos linfócitos T efetores, participando também da eliminação 

de linfócitos T auto reativos (SEDER; PAUL, 1994). Sadlack et al. (1995) demonstraram a 

importância da IL-2 para o sistema imune, mostrando que camundongos deficientes para esta 

proteína desenvolveram síndrome linfoproliferativa letal após cinco semanas de vida, com 

lesões inflamatórias e presença de auto-anticorpos, indicando doença autoimune generalizada.  

O SNP rs2069762 (-330G>T) do gene IL-2 foi associado com mudanças na produção 

da citocina, resultando em um aumento de três vezes na produção desta proteína em 

comparação com indivíduos que possuem o genótipo T/T (HOFFMANN et al., 2001). Neste 

SNP, o alelo G tem sido relacionado com severidade das rejeições em transplante de células 

hematopoéticas. Estudo realizado por Harkensee et al. (2012) demonstrou que pacientes 

portadores do genótipo G/T possuem maior risco de desenvolverem rejeição crônica enquanto 

que o genotipo T/T foi associado com proteção contra rejeição.  

Pawlik et al. (2005) não encontraram associação entre o rs2069762 na região 

promotora do gene IL-2 com o risco de rejeição aguda do enxerto em um grupo de 129 

pacientes transplantados renais, resultados estes confirmados por Grinyó et al. (2008) em 

estudo com 237 pacientes transplantados renais.  

Outras interleucinas como IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, são produzidas pelas células Th2 e 

atuam na resposta humoral, participam da defesa do organismo principalmente contra 

patógenos extracelulares estimulando a produção de anticorpos (ALBERTS et al., 2010). 

Dentre estas interleucinas, a IL-10 é frequentemente descrita como um regulador positivo 

durante a rejeição aguda do transplante de rim e fígado, produzindo efeitos pró-inflamatórios, 
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reforçando a liberação de IFN-g, TNF-α e IL-1, podendo ativar células natural killer (NK) 

(SPIVEY et al., 2011). 

Trabalho realizado por Grinyó et al. (2008) avaliou a associação da rejeição aguda 

com 21 variantes polimórficas em 237 pacientes transplantados renais, encontrando 

associação entre os episódios de rejeição e o SNP rs1800872 do gene IL-10, onde pacientes 

homozigotos A/A apresentaram uma chance cinco vezes maior de desenvolver rejeição. 

Além dos genes que transcrevem citocinas, genes responsáveis pela transcrição de 

fatores de crescimento, reguladores e fatores de transcrição também exercem importante papel 

na resposta imune, entre eles: TGF-β (fator de crescimento transformante-Beta), IRF-5 (fator 

regulador de interfeton-5), NFKB1A (inibidor do fator de transcrição nuclear Kappa Beta 1 

Alfa) e NFAT (fator nuclear de células T ativadas). 

TGF-β age como regulador do desenvolvimento de células T no timo, assegurando a 

homeostase das células T periféricas e a tolerância para auto-antígenos; age também na 

diferenciação das células T durante a resposta imune (BLOBE; SCHIEMANN; LODISH, 

2000; LI; FLAVELL, 2008). Os SNPs rs1800470 (29T>C) e rs1800471 (915G>C) 

influenciam a expressão deste gene e têm sido associados com episódios de rejeição entre os 

receptores de órgãos sólidos (GE et al., 2014). Benza et al. (2009) observaram que pacientes 

transplantados cardíacos que possuíam o genótipo G/G para o SNP rs1800471 do gene TGF-

β1 tiveram menor risco de rejeição em comparação com os pacientes com genótipo C/C ou 

G/C durante o primeiro ano após o transplante. 

A proteína transcrita pelo gene IRF-5 desempenha importante papel na defesa do 

hospedeiro, estimulando a resposta inflamatória através da transcrição de citocinas 

inflamatórias como IL-6 e TNF-α (CHEN; ROYER, 2010). Yu et al. (2014) observaram 

associação entre o SNP rs3757385 deste gene com episódios de rejeição aguda (OR = 2,34) 

em 289 pacientes transplantados de fígado durante os seis primeiros meses. 

O gene NFKB1A codifica a proteína IKBα, que inibe o fator de transcrição nuclear 

kappa β (NF-KB), pois se liga a ele e o mantém inativo no citoplasma. Assim, NFKB1A 

desempenha um papel importante na imunidade inflamatória (YENMIS et al., 2015). Kramer 

et al. (2014) avaliaram em pacientes transplantados hepáticos os SNPs rs696 (126G/A), 

rs2233409 (-297C/T) e rs2233406 (-826C/T) do gene NFKB1A, sendo observada associação 

do genótipo A/A do SNP rs696 com a ocorrência de rejeição aguda. Segundo Yenmis et al. 

(2015) este SNP encontra-se na região não traduzida UTR 3’ e altera a regulação da proteína 

IKBα.  

A proteína transcrita pelo gene NFAT participa da regulação da atividade 
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imunológica e da produção de insulina. Assim, os medicamentos imunossupressores 

inibidores de calcineurina que bloqueiam a atividade da NFAT, previnem episódios de 

rejeição e reduzem a capacidade de produção de insulina, contribuindo para o 

desenvolvimento precoce de diabetes mellitus (LAWRENCE et al., 2015). O diabetes mellitus 

é um dos efeitos adversos com alta incidência após o transplante renal em adultos, variando 

de 3-46% (AL-UZRI; STABLEIN; COHN, 2001). 

Segundo Chen et al. (2012), estudos avaliando SNPs na família gênica NFAT são 

escassos. Estes autores avaliaram o SNP rs10141896 do gene NFAT em 319 pacientes 

transplantados renais (40,5% desenvolveram diabetes após um ano de transplante), e 

observaram uma associação entre a presença do alelo T com uma incidência 2,5% menor de 

desenvolver diabetes após o transplante. 

As quimiocinas e seus receptores têm sido vistos como promissores alvos para 

drogas anti-inflamatórias, dirigidas contra a migração e ativação de populações selecionadas 

de células inflamatórias (SALLUSTO; BAGGIOLINI, 2008). Entre os receptores de 

quimiocinas encontram-se o receptor de interleucina-23 (IL-23R) e o receptor de quimiocina 

(CCR5), que participam do processo inflamatório mediado por células T auxiliares.  

O IL-23R tem papel importante na inflamação auto-imune e na tumorigênese; este 

receptor pode diminuir a imunovigilância de CD8+, facilitando a evasão de células cancerosas 

do sistema imune (ZHOU et al., 2013). Foi identificado um SNP funcional rs10889677 na 

região não traduzida 3'-UTR deste gene. A presença do alelo A interrompe o sítio de ligação 

do microRNA let-7f, aumentando a transcrição de IL-23R; o alelo C, por sua vez, aumenta a 

afinidade de ligação do microRNA let-7f, regulando negativamente a expressão de IL-23R. 

Portadores do alelo C possuem menor risco de desenvolver câncer de mama, pulmão e 

nasofaringe em comparação com portadores do alelo A (ZHENG et al., 2012; ZHOU et al., 

2013). 

O receptor CCR5 é expresso principalmente na superfície de linfócitos Th1 ativados 

e de memória, em monócitos, macrófagos e células dendríticas. CCR5 pertence à superfamília 

de receptores de sinalização intracelular acoplados à proteínas G, com sete domínios 

transmembrana (ROSSI; ZLOTNIK, 2000). Este receptor, quando ativado, leva a um aumento 

na produção de interferon (IFN), amplificando os estímulos inflamatórios e a liberação de 

quimiocinas (SPIVEY et al., 2011).  

A variante alélica mais conhecida do gene CCR5, a deleção CCR5Δ32 (rs333), gera 

uma proteína truncada, que não chega à superfície celular, alterando a resposta destas células 

durante a inflamação e diminuindo a taxa de rejeição. A análise desta deleção em 1227 
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pacientes transplantados em centros europeus mostrou que 1,7% dos pacientes eram 

homozigotos para a mutação CCR5Δ32 e 20,2% eram heterozigotos. Os pacientes 

homozigotos para a deleção demonstraram uma associação com sobrevida do enxerto 2,7 

vezes maior, não apresentando nenhum efeito deletério aparente, o que sugere que CCR5 pode 

ser um alvo terapêutico ideal para futuras investigações para prevenir a perda do transplante 

(FISCHEREDER et al., 2001).  

Estes SNPs em genes das citocinas e em seus receptores são de grande importância 

para o resultado do transplante de órgãos, pois contribuem com a resposta imune, sendo 

provável que sutis diferenças na composição destas, principalmente no início da resposta 

imune, possam determinar o resultado do transplante (AWAD et al., 2001; SEYHUN et al., 

2012). Além de influenciar na atividade do sistema imunológico, estes SNPs também podem 

modificar a suscetibilidade ao desenvolvimento de câncer (ZHENG et al., 2012), um dos 

efeitos adversos observados após longos períodos de imunossupressão.  

 

2.2.2 Metabolismo dos fármacos 

 O metabolismo dos fármacos é classificado em reações de fase I e II. As reações de 

fase I resultam, na maioria das vezes, na perda da atividade farmacológica. No entanto, em 

alguns casos, pró-fármacos inicialmente inativos são convertidos em metabólitos 

biologicamente ativos. As reações de fase II resultam na formação de uma ligação covalente 

entre um grupo funcional do composto com o ácido glicurônico, sulfato, glutationa, 

aminoacidos ou acetato, formando um conjugado inativo altamente polar, que é rapidamente 

excretado pela urina ou bile (BUXTON; BENET, 2012) (Figura 2).  

 

 

Figura 2: Metabolismos de Fase I e II e principais enzimas envolvidas. 

 

 A capacidade geneticamente determinada de metabolizar e eliminar os medicamentos 

do organismo de forma eficiente pode influenciar, pelo menos em parte, a chance do paciente 
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apresentar episódios de rejeição do enxerto. Pacientes com metabolismo mais rápido podem 

ser tratados com doses inadequadas e desencadearem episódios de rejeição, enquanto lentos 

metabolizadores podem acumular altas concentrações dos medicamentos desencadeando 

efeitos adversos (NUSSBAUM; MCINNES; WILLARD, 2007).  

 As enzimas da família do citocromo P450 (CYP) participam do metabolismo de fase 

I e parecem estar diretamente relacionadas ao processo de ativação de grande parte dos 

xenobióticos. A subfamília CYP3A é responsável pelo metabolismo hepático de mais de 50% 

das drogas, sendo as enzimas CYP3A4 e CYP3A5 as mais importantes e abundantes 

(KUEHL et al., 2001).  

O gene CYP3A5 possui vários SNPs que podem interferir em sua expressão 

resultando em diferentes respostas interindividuais na eliminação de drogas (KUEHL et al., 

2001). Pacientes portadores do alelo prevalente CYP3A5*1, apresentam função normal do 

gene, eliminam o medicamento tacrolimo mais eficientemente e tendem a manter menores 

concentrações plasmáticas. 

 Quando comparados com o alelo prevalente CYP3A5*1, o SNP CYP3A5*7 

(rs41303343) tem função nula enquanto os SNPs CYP3A5*3 (rs776746 - 6986A>G), *5 

(12952T>C), *6 (rs10264272 – 10264272G>A) e *10 (rs41279854 – 29748T>C) apresentam 

diminuição da função proteica (LEE; GOLDSTEIN, 2005), sendo o SNP rs776746 o mais 

conhecido (PARK et al., 2008). 

A presença do genótipo CYP3A5*3/*3 causa um defeito no splicing, que reduz 

significativamente a quantidade de mRNA, tendo como consequência o aumento das 

concentrações plasmáticas dos inibidores de calcineurina (XIE et al., 2004; TADA et al., 

2005; STAATZ; GOODMAN; TETT, 2010) e, consequentemente, diminuição da rejeição e 

aumento da incidência de efeitos adversos. Estudos demonstraram que pacientes 

transplantados portadores deste genótipo podem atingir concentrações plasmáticas de 

tacrolimo cerca de duas vezes maiores que pacientes com o genótipo CYP3A5*1/*1 ou *1/*3 

(MACPHEE et al., 2005). A associação do SNP rs776746 deste gene com as concentrações 

plasmáticas do tacrolimo fornece suporte para a individualização da dosagem e consequente 

diminuição dos efeitos adversos (ZHENG et al., 2003; MACPHEE et al., 2005; TADA et al., 

2005). 

A expressão do gene CYP3A4 também é influenciada pela presença de alguns SNPs. 

Wang et al. (2011) identificaram que o alelo CYP3A4*22 (rs35599367) afeta a expressão e a 

atividade hepática da enzima CYP3A4, pois portadores dos genótipos CT e TT apresentaram 

uma redução de atividade enzimática de, respectivamente, 1,7 e 2,5 vezes em comparação ao 
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genótipo CC, sugerindo que este genótipo poderia servir como um biomarcador para prever 

respostas a drogas metabolizadas pela enzima CYP3A4. 

A avaliação da variante alélica CYP3A4*22 associada com CYP3A5*3 (rs776746) 

em 185 pacientes transplantados, revelou que pacientes portadores das duas variações são 

pobres metabolizadores e requerem menores doses de tacrolimo para alcançarem a 

concentração plasmática desejada. Estes pacientes apresentaram concentrações plasmáticas de 

tacrolimo 179,3% maiores do que os pacientes portadores dos alelos prevalentes, 

apresentando concentrações supra terapêuticas (ELENS et al., 2011). Esta mesma variante foi 

avaliada em 113 pacientes transplantados, por Woillard et al. (2013), demonstrando que este 

SNP reduziu a taxa de metabolização do sirolimo em 20%.  

Outro SNP do gene CYP3A4 que pode afetar a variabilidade individual no 

metabolismo do tacrolimo entre pacientes transplantados renais é o rs4646437. Logo após o 

transplante, pacientes com o genótipo T/T mantêm menores concentrações plasmáticas de 

tacrolimo em relação aos pacientes com genótipo prevalente (LI et al., 2014).  

 A enzima CYP2E1 é expressa principalmente no fígado, participando do 

metabolismo de uma grande variedade de produtos químicos, em especial compostos de baixo 

peso molecular como alguns fármacos, etanol e acetona (TANAKA; TERADA; MISAWA, 

2000). 

Estudo realizado por Kim et al. (2014) encontraram associação entre o SNP 

rs2515641 do gene CYP2E1 com rejeição aguda do enxerto em pacientes transplantados 

renais coreanos, sugerindo que este SNP pode estar relacionado com a ocorrência de rejeição 

nesta população.  

Outro SNP rs3813867 do gene CYP2E1 está localizado na região promotora, e pode 

afetar a atividade de transcrição deste gene, sendo responsável pelo aumento da atividade 

enzimática. A presença desta variante foi associada com a diminuição do risco de câncer de 

pulmão na população asiática (SHEN et al., 2015).  

O gene POR (citocromo P450 oxidorredutase) transfere elétrons do NADPH para 

todas as enzimas do citocromo P450 microssomal (CYP). Este gene codifica uma 

flavoproteína com 78 kDa que se liga à membrana do retículo endoplasmático e possui dois 

domínios de ligação, um dinucleotídeo de flavina-adenina (FAD) e um mononucleotídeo de 

flavina (FMN) que lhe permitem doar elétrons, necessários para a atividade das CYPs 

(HUBBARD et al., 2001) (Figura 3). 



31 

 

 

Figura 3: Relação da proteína POR com a enzima citocromo P450. POR contém duas flavinas em 

dois lóbulos distintos, uma dinucleotídeo adenina flavina (FAD) e uma mononucleotídeo flavina 

(FMN). Eletróns reduzidos de nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) são ligados à 

porção FAD e transferidos para a porção FMN, em seguida o eletrón passa para o citocromo P450 por 

interações eletrostáticas da ligação, permitindo a catálise. Fonte: Modificado de HUANG et al., 2008.  
 

 Estudo com camundongos nocautes para o gene Por demonstrou que este gene é 

essencial para as funções celulares normais e/ou embriogênese, pois os animais morreram 

durante o desenvolvimento embrionário (SHEN; O’LEARY; KASPER, 2002). Camundongos 

nocautes específicos para a enzima Por presente no fígado possuem o metabolismo hepático 

severamente prejudicado (HENDERSON et al., 2003).  

Já foram identificados 43 SNPs neste gene, sendo o SNP rs1057868 (POR*28) o 

único que parece exercer efeito sobre a atividade das isoformas CYP, sendo encontrado em 

alta frequência alélica em diferentes populações: 19,1% nos afro-americanos, 26,4% nos 

caucasianos, 36,7% nos americanos chineses e 31% nos americanos mexicanos. Este SNP 

induz a substituição de um aminoácido alanina por valina, o que influencia a porção de 

ligação do elétron, reduzindo assim, a atividade da proteína (HUANG et al., 2008). O 

genótipo T/T deste SNP foi associado com o aumento de 1,6 vezes na atividade da enzima 

codificada pelo gene CYP3A em comparação com indivíduos portadores do genótipo C/C 

(ONEDA et al., 2009). 

Zhang et al. (2013) demonstraram que o gene POR*28 pode influenciar a 

variabilidade da resposta interindividual ao tacrolimo, pois indivíduos portadores do alelo 

POR*28 T apresentaram menores concentrações de tacrolimo em comparação com os 

portadores do alelo POR*28 C, sugerindo que este alelo T possa aumentar a atividade das 

enzimas codificadas pelos genes CYPs. 

A avaliação conjunta dos SNPs CYP3A5 e POR*28 em 43 crianças transplantadas 

renais 14 dias após o transplante, demonstrou que indivíduos que expressam CYP3A5 com 

pelo menos um alelo POR*28 apresentaram concentrações 20,2% mais baixas de tacrolimo 
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quando comparadas com indivíduos que expressam CYP3A5 portadores do genótipo 

POR*1/*1. Em indivíduos que não expressam CYP3A5 não foram observadas diferenças na 

concentração de tacrolimo em relação ao genótipo do gene POR (GIJSEN et al., 2014).  

O pro-fármaco MMF, quando administrado via oral, é rapidamente ativado por 

esterases, sendo as carboxilesterases 1 e 2 (CES1 e CES2) as principais enzimas que catalisam 

a hidrólise deste medicamento, transformando o MMF em MPA. Estas enzimas são 

encontradas no fígado, e apenas a CES2 é encontrada no intestino (FUJIYAMA et al., 2010). 

Segundo Fujiyama et al. (2010), a atividade destas enzimas pode ajudar a explicar a 

variabilidade interindividual observada pelo uso do MMF, uma vez que já foram descritos 

diferentes SNPs nestes genes (PICARD; MARQUET, 2012). 

A ativação deste pró-fármaco depende da enzima CES1 para produzir um grupo 

terapêutico funcional, assim, variações neste gene poderiam dificultar a ativação da pró-

droga, resultando em alterações no efeito terapêutico. O SNP rs71647871, conduz à 

substituição não conservativa (Gly143Glu), reduzindo a atividade da enzima. Esta variação 

foi observada em uma frequência alélica de 3,7 % em brancos, 4,3 % em negros e 2,0 % em 

população hispânica (ZHU et al., 2008; WALTER SORIA et al., 2010). No entanto, Lewis et 

al. (2013) identificaram uma frequência alélica de 0,6% deste SNP em população caucasiana, 

frequência menor do que as observadas pelos autores acimas citados.  

Fujiyama et al. (2009), após avaliarem a relação entre os SNPs rs2303218 

(4595A>G), rs2241409 (8721C>T) e rs3890213 (-1548A>G) do gene CES2 e a 

farmacocinética do ácido micofenólico em 80 pacientes transplantados renais após 28 dias de 

transplante, concluíram que estas variantes polimórficas não afetaram as concentrações 

plasmáticas do MMF, sugerindo que o gene CES2 tem uma pequena contribuição nas 

diferenças interindividuais quanto à farmacocinética do MPA.  

 A atividade imunossupressora do MPA é atribuída à inibição das isoformas IMPDH1 

e IMPDH2, enzimas limitantes da síntese de purinas “de novo”, levando à redução do 

crescimento celular, principalmente dos linfócitos que são desprovidos da via de salvamento 

de purina, não ocorrendo, assim, a reciclagem de nucleotídeos guanina. Portanto, a 

proliferação dos linfócitos depende da atividade da proteína IMPDH (ALLISON; EUGUI, 

2000; PICARD; MARQUET, 2012).  

Gensburger et al. (2010) analisaram a associação entre quatro SNPs do gene 

IMPDH2 e os SNPs rs2278293 e rs2278294 do gene IMPDH1 com a rejeição aguda em 546 

pacientes transplantados renais e encontraram associação apenas do SNP rs2278294 com o 

menor risco de rejeição aguda. Estudo realizado por Wang et al. (2008) encontrou associação 
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entre os SNPs rs2278294 e rs2278293 com baixa incidência de rejeição aguda em 191 

pacientes transplantados renais. 

Kagaya et al. (2010) observaram que pacientes transplantados que possuíam o 

genótipo G/G do SNP rs2278293 do gene IMPDH1 eram mais propensos a desenvolver 

rejeição aguda e os pacientes que apresentavam o genótipo A/A possuíam um risco menor 

devido à maior eficácia do MMF.  

Picard e Marquet (2012) avaliaram o SNP rs11706052 do gene IMPDH2 em 237 

pacientes transplantados renais e observaram que os pacientes portadores de um ou dois alelos 

C apresentaram probabilidade três vezes maior de sofrer rejeição quando comparados com 

pacientes homozigotos para o alelo T. 

Dentre as enzimas de conjugação do metabolismo de fase II destacam-se as UDP-

glucuronosiltransferases (UGTs) que fazem parte da superfamília de genes dividida entre 

UGT1A, UGT2A e UGT2B. Essas enzimas realizam a biotransformação de compostos 

lipofílicos em metabólitos solúveis em água, o que facilita a subsequente eliminação dos 

xenobióticos do organismo por meio da bile ou urina. O processo ocorre por meio da ligação 

do ácido glicurônico ao xenobiótico, reação esta catalisada pelas enzimas UGTs (TUKEY; 

STRASSBURG, 2000; INNOCENTI et al., 2008).  

Os membros da subfamília UGT1A são codificados por um único locus gênico com 

aproximadamente 160 kb que codifica nove proteínas funcionais: UGT1A1, UGT1A3, 

UGT1A4, UGT1A5, UGT1A6, UGT1A7, UGT1A8, UGT1A9 e UGT1A10. Estas proteínas 

são sintetizadas a partir da transcrição de cinco éxons, sendo um éxon variável, uma vez que 

apenas um dos 13 diferentes éxons localizados na região N-terminal é associado com quatro 

exons na região C-terminal, comum para todas as isoformas de UGT1A (Figura 4) (TUKEY; 

STRASSBURG, 2000).  

 

 

Figura 4: Estrutura da família UGT1A. Organização genômica dos trezes genes UGTs e 

processamento dos genes UGT1A1 e UGT1A9. Fonte: modificado de INNOCENT; RATAIN, 2004. 
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 O gene UGT1A9 tem importante papel na detoxificação de vários xenobióticos, 

sendo responsável pela inativação do metabólito MPA, que é transformado em ácido 

micofenólico glucuronídeo (MPAG) pelo fígado, rim, e na mucosa intestinal em uma taxa de 

55%, 75%, e 50%, respectivamente. Parte do MPAG é excretado pela bile e contribui para a 

recirculação entero-hepática do MPA (PICARD et al., 2004). 

A expressão e atividade do produto do gene UGT1A9 depende da presença de SNPs 

localizados na região promotora. Girard et al. (2004) avaliaram a relação entre genótipo e 

fenótipo em 48 frações microssomais de fígado humano. Estes autores descobriram 10 SNPs 

na região promotora do gene UGT1A9, sendo que 5 deles (-275, -331/-440, -665 e -2152) 

foram associados com maior concentração da proteína UGT1A9. O SNP rs6714486 (-

275T>A), além de ser associado ao aumento de 1,4 vezes no nível hepático da proteína, 

também aumentou em 1,9 vezes a glucuronidação do MPA. O aumento da expressão e 

atividade da enzima UGT1A9, uma das principais enzimas envolvidas no metabolismo do 

MPA, reduz a concentração de MPA e, consequentemente, reduz a imunossupressão induzida 

pelo mesmo (PICARD et al., 2004), facilitando a ocorrência de episódios de rejeição.  

Pazik et al. (2011) observaram que pacientes portadores das variantes alélicas -275A 

(rs6714486) e -2152T (rs17868320) tendem a desenvolver rejeição aguda durante os 3 

primeiros meses de transplante. Pacientes portadores da variante polimórfica rs6714486 

apresentam fator de risco de 4,4 vezes, enquanto que os portadores do SNP rs17868320 

apresentaram fator de risco de 3,62 vezes. Van Schaik et al. (2009) demonstraram que 

pacientes transplantados que possuem as duas variantes alélicas (-275A e -2152T) foram 

associados com reduzida exposição ao MPA e um aumento de risco de 13 vezes de 

desenvolver rejeição aguda.  

Enquanto os SNPs rs17868320 (-2152C>T) e rs6714486 (-275T>A) induzem a 

expressão do gene UGT1A9, o polimorfismo rs72551330 foi associado com a diminuição da 

atividade da enzima (GIRARD et al., 2004). Pazik et al. (2011) não encontraram associação 

deste polimorfismo com episódios de rejeição, no entanto, este polimorfismo foi associado 

com a diminuição da taxa de filtração glomerular estimada (eGFR) durante o primeiro ano 

após o transplante. Este efeito na função renal pode ter sido consequência da baixa taxa de 

detoxificação do MPA, levando a uma exposição tóxica ao medicamento. 

 Dentre os genes da família UGT2B, o gene UGT2B7 (UDP glucuronosil transferase 

família 2, polipeptídeo B7) é altamente expresso no fígado (RADOMINSKA-PANDYA et al., 

2002) codificando uma enzima que participa do metabolismo de diversos medicamentos e 
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xenobióticos, dentre eles alguns medicamentos imunossupressores, como a ciclosporina e o 

tacrolimo (STRASSBURG et al., 2001). A proteína também metaboliza o MMF, sendo a 

responsável por transformar o metabólico ativo, o ácido micofenólico (MPA), no metabótilo 

tóxico MPA-acil-glucuronido (AcMPAG) sem função de imunossupressão (PICARD et al., 

2004). 

São conhecidos três haplótipos do gene UGT2B7 (Figura 5), sendo que o 

polimorfismo rs7438135 (-842A/G / -900A/G) encontra-se em desequilíbrio de ligação 

completo com a maioria dos polimorfismos únicos conhecidos na região promotora, fazendo 

parte dos haplótipos B e C (Figura 5) (HOLTHE et al., 2003). Este polimorfismo também 

encontra-se em equilíbrio de ligação inverso com o polimorfismos no exon 2 UGT2B7*2 

(802C/T) (DJEBLI et al., 2007).  

 

 

             

Figura 5: Três principais haplótipos do gene UGT2B7, preditos a partir da genotipagem de 239 

indivíduos por sequenciamento do DNA e análise com sondas de hibridização. Fonte: HOLTHE et al., 

2003. 

 

Pacientes transplantados renais homozigotos prevalentes do haplótipo B, que fazem 

uso concomitante de MMF, sirolimus e corticoide são mais propensos a ter concentrações 

elevadas de AcMPAG, estando predispostos a efeitos adversos relacionados ao MPA 

(DJEBLI et al., 2007).  

Trabalho realizado por Duguay et al. (2004), demonstrou forte desequilíbrio de 

ligação entre seis variantes polimórficas na região promotora do gene UGT2B7 (-1248, -1241, 

-1054, -842, -268, -102). Estes autores observaram que a presença das variantes aumentou em 

2 vezes a expressão de UGT2B7 em células modelo de fígado e intestino quando comparado 

com o promotor do tipo prevalente, e sugeriram que o aumento da atividade transcricional é 

resultante do polimorfismo -842.   

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Holthe%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12629580
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Os metabólitos AcMPAG e MPAG são excretados pela urina e pela bile. A excreção 

pela bile é realizada por proteínas de resistência a multidrogas 2 (MDR2) presentes na 

superfície dos hepatócitos, sendo que parte do MPAG sofre desconjugação por bactérias 

intestinais, volta para sua forma ativa e contribui para a recirculação entero-hepática do MPA 

(Figura 6) (PICARD et al., 2004; PICARD; MARQUET, 2012).  

 

         

Figura 6: Metabolismo e recirculação entero-hepática do micofenolato de mofetil – MMF. Fonte: 

modificado de WANG et al., 2008. *Principais proteínas que atuam no processo. 

 

2.2.3 Genes de Transportadores de Drogas  

Em seres humanos já foram descritos 48 transportadores de membrana ABC 

divididos em 7 superfamílias. Estes transportadores podem translocar substrato através das 

membranas extra e intracelulares, atuando como bombas de efluxo de xenobióticos e 

metabólicos. Dentre estes transportadores estão: ABCB1 (P-glicoproteína, MDR-1), ABCC2 

(MRP2) e ABCG2, que utilizam ATP para mover substratos através das membranas 

(HAUFROID, 2011). Estas proteínas são essenciais para a absorção de drogas, 

biodisponibilidade, eficácia, toxicidade e depuração (SISSUNG et al., 2014), e polimorfismos 

nestes genes podem ter impacto na farmacocinética de drogas, podendo ter importantes 

implicações clínicas principalmente em drogas com estreita janela terapêutica (HAUFROID, 

2011).  

Os membros desta família de transportadores estão envolvidos na distribuição e 

eliminação de algumas drogas imunossupressoras. Assim, polimorfismos nestes genes podem 
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contribuir para a variabilidade interindividual na farmacocinética e resposta do medicamento 

imunossupressor MMF, podendo desencadear o processo de rejeição (SHUKER et al., 2012). 

O gene ABCB1(ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 1) codifica 

uma P-glicoproteína que atua como transportador transmembrana presente no fígado, rim e 

intestino. Este transportador foi descrito pela primeira vez em células tumorais resistentes a 

várias drogas antineoplásicas, por isso ficou conhecido como proteína de resistência a 

múltiplas drogas (MDR-1) (HAUFROID, 2011).  

 O nível de expressão e função destas P-glicoproteínas afeta diretamente a 

concentração plasmática de drogas e assim determina a resposta terapêutica (KROETZ et al., 

2003). Os imunossupressores CNIs são substratos do transportador ABCB1 e a variabilidade 

na absorção e eliminação destes imunossupressores podem ser atribuídas à quantidade e 

atividade deste transportador no intestino (GRINYÓ et al., 2008).  

São conhecidas 48 variantes polimórficas neste gene, sendo as variantes rs1128503 

(C1236T), rs1045642 (C3435T) e rs2032582 (G2677T/A) as mais estudadas e as únicas que 

possuem alta frequência alélica e estão presentes em exóns. As duas primeiras resultam de 

mutações sinônimas enquanto a última é uma mutação “missense” devido à substituição do 

aminoácido 899 Ala>Ser/Thr (KROETZ et al., 2003). Estas três variantes encontram-se em 

forte desequilíbrio de ligação e foi proposto que prejudicam a expressão do gene resultando 

na menor atividade da bomba de efluxo ABCB1, diminuindo a capacidade de expulsar a 

droga dos enterócitos e elevam a concentração plasmática dos CNI (SÁNCHEZ-LÁZARO et 

al., 2015).  

Análise da expressão gênica em amostra de fígado humano revelou que a presença 

do polimorfismo rs1045642 (3435T) resulta em significativa diminuição da expressão do gene 

ABCB1. Isso ocorre porque este SNP afeta a estabilidade do mRNA que é degradado mais 

rapidamente após sua síntese (WANG et al., 2005). 

Grinyó et al. (2008) encontraram associação entre a incidência de rejeição em 

pacientes transplantados renais e os polimorfismos rs1128503 (T/T OR = 3,9 p = 0,009), 

rs2032582 (T/T OR = 4,19 p = 0,003) e rs1045642 (T/T OR = 4,19 p = 0,0099). Porém, 

quando o modelo foi ajustado com a interação do tratamento, apenas o polimorfismo 

rs2032582 continuou associado com os episódios de rejeição, sendo o alelo T associado a uma 

chance três vezes maior de desenvolvimento de rejeição aguda (OR = 3,16 p = 0,003).  

Garcia et al. (2013) não encontraram associação entre os polimorfismos rs1128503, 

rs2032582 e rs1045642 e episódios de rejeição ou a farmacocinética da ciclosporina em 68 

pacientes transplantados renais. Porém, quando os dados foram reanalisados em pacientes que 
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não expressam o gene CYP3A5 (CYP3A5*3/*3) estes autores observaram que pacientes 

homozigotos T/T para o rs1045642 tinham menor concentração plasmática de CsA que os 

carregadores do genótipo CC.  

O gene ABCC2 (ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 2) 

também codifica um transportador de membrana MRP2 que pertence à família de proteínas de 

resistência a múltiplos fármacos e está envolvida no transporte de substâncias para fora da 

célula. Este transportador é encontrado principalmente no fígado e em quantidades menores 

no rim e intestino (KEPPLER, 2014). 

Este transportador participa da metabolização da forma ativa do imunossupressor 

MMF, o MPA, que é glucuronidado pelas UGTs para a formação do metabólito 

farmacologicamente inativo, MPAG. Este é excretado pela bile através da proteína de 

resistência a multidroga 2 (ABCC2) (NAESENS et al., 2006), mas parte deste MPAG 

participa da recirculação entero-hepática, sendo novamente convertido em MPA no trato 

gastrointestinal (Figura 6) (BULLINGHAM; NICHOLLS; KAMM, 1998). 

Trabalho realizado por Naesens et al. (2006) avaliou sete polimorfismos do gene 

ABCC2 em 95 pacientes transplantados renais que faziam uso dos medicamentos MMF, 

tacrolimo e corticoides. Estes autores observaram que os polimorfismos em desequilíbrio de 

ligação rs3740066 (3972C/T) e rs717620 (-24C/T) foram associados ao aumento da 

concentração plasmática do MPA, pois contribuem para a recirculação entero-hepática. Sendo 

os genótipos T/C e T/T do polimorfismo rs717620 associados com melhor prognóstico em 

pacientes transplantados cardíacos (BURCKART et al., 2014).  

Ogasawara et al. (2013) demonstraram que o polimorfismo rs2273697 (1249G/A) do 

gene ABCC2 também influenciou na farmacocinética do tacrolimo. Estes autores observaram 

que pacientes transplantados renais que possuem a variante alélica 1249 G>A, em 

homozigose ou heterozigose, atingiram concentrações plasmáticas de tacrolimo 1,4 vezes 

menor no tempo 0 (pré-dose) e concentração de 1,59 vezes menor duas horas após a 

administração da dose. 

O gene ABCG2 (ATP-binding cassette transporter BCRP/MXR1/ABCP) também 

confere resistência a drogas anticâncer, e codifica uma proteína com função de transportador 

de efluxo expressa no epitélio do intestino delgado e no fígado, desempenhando importante 

papel na regulação da absorção de xenobióticos (TAMURA et al., 2007).  

Dentre os mais de 80 polimorfismos já identificados neste gene, o polimorfismo de 

relevância clínica rs2231142 (421C>A), resulta na mudança de aminoácido lisina por 

glutamina no códon 141, exon 5, expressando metade da quantidade de proteína produzida em 



39 

 

relação ao genótipo prevalente (TAMURA et al., 2007). Além disso, este polimorfismo afeta 

a estabilidade da proteína ABCG2 no retículo endoplasmático aumentando a suscetibilidade à 

degradação mediada por ubiquitina proteossômica (FURUKAWA et al., 2009).  

Outro gene que expressa um importante transportador é o SLCO1B1 (membro 1B1 

da família de transportadores de ânions orgânicos portadores de solutos) que codifica o 

transportador OATP1B1 expresso na membrana basolateral dos hepatócitos, que facilita a 

absorção de vários medicamentos, sendo importante para a depuração hepática. O 

polimorfismo rs4149056 (521T>C), também chamado de SLCO1B1*5, resulta em uma 

mutação missense (Val174Ala) que prejudica a atividade deste transportador, aumentando as 

concentrações plasmáticas destes medicamentos devido à sua eliminação prejudicada 

(NIEMI, 2007).  

Estudo realizado por Michelon et al. (2010) avaliou a influência de polimorfismos de 

genes do metabolismo sobre a resposta ao MMF em 218 pacientes transplantados renais, 

quanto à incidência de efeitos adversos e episódios de rejeição no primeiro ano de transplante. 

A variante SLCO1B1*5 foi a única que demonstrou associação com os efeitos adversos; 

pacientes que possuíam o alelo prevalente (521T ou *1a) apresentaram mais efeitos adversos 

em comparação com os portadores da variante (571C ou *5). Experimentos in vitro realizados 

por estes mesmos autores indicaram que o MPA não é um substrato de OATP1B1, sendo que 

os portadores do alelo SLCO1B1*5 têm maior absorção hepática de MPAG e AcMPAG, 

levando a uma reduzida reciclagem de MPA.  

 

2.2.4 Genes de Reparo  

O sistema de reparo auxilia na manutenção da integridade e estabilidade do genoma, 

removendo lesões do material genético causadas por fatores externos (exposição ambiental) e 

fatores internos (atividade metabólica). Esses sistemas eventualmente falham e algumas 

lesões podem causar mutações, que podem desencadear o desenvolvimento de câncer 

(GOODE; ULRICH; POTTER, 2002; AGNEZ-LIMA et al., 2003). Entre os mecanismos de 

reparo por excisão encontram-se os reparos por excisão de bases (BER) e por excisão de 

nucleotídeos (NER) (Figura 7). 
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Figura 7: Vias de reparo por excisão de bases (BER) e de nucleotídeo (NER). Fonte: 

Modificado de LANGE; TAKATA; WOOD, 2011.  

 

 

BER é o tipo de reparo mais frequente no material genético, caracterizado pela 

excisão de uma única base lesada. A lesão é reconhecida pelas enzimas DNA glicosilases que 

promovem a hidrólise da ligação N-glicosil que liga a base ao esqueleto de fosfato-açúcar do 

DNA, resultando em um sítio abásico (sítio AP) reconhecido pela endonuclease APE1. Esta 

enzima cliva regiões adjacentes ao sítio AP pela quebra da ligação fosfodiester, e a lacuna 

formada é preenchida pela ação das enzimas DNA polimerase e ligase (COOPER; 

HAUSMAN, 2007). Defeitos no mecanismo de reparo por BER estão relacionados com risco 

de câncer em idades precoses (KARAHALIL; BOHR; WILSON, 2012).  

O SNP rs1130409 presente no gene APE1 (apurínico/apirimidínico endonuclease I – 

também conhecido como HAP1 e REF-1) resulta na substituição do aminoácido ácido 

aspártico por ácido glutâmico (Asp148Glu) no exón 5 e pode estar associada com 

hipersensibilidade à radiação ionizante e risco de câncer (KARAHALIL; BOHR; WILSON, 

2012).    

Outra importante proteína que atua nesta via de reparo é a XRCC1 (X-ray Cross 

Complementing Group1), que age como arcabouço para alocar diversas enzimas como DNA-

polimerase β que remove os resíduos de fosfato 5’-desoxirribose deixados pela enzima APE1 

e DNA-ligase III que fecha a fita de DNA recém reparada. Uma variante genética comum do 

gene XRCC1 é o SNP rs25487 (1196A>G) que resulta na substituição de uma arginina por 

uma glutamina (Arg399Gln), variante esta que pode alterar a função da proteína e, 
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consequentemente, a capacidade de reparo, resultando na instabilidade genética 

(KARAHALIL; BOHR; WILSON, 2012).  

O reparo por NER identifica uma maior quantidade de bases lesadas que causam a 

distorção da molécula de DNA. O dano ao DNA é identificado pelo complexo XPC/hHR23B, 

que desencadeia o recrutamento de proteínas helicases XPA e XPD para o local da lesão. 

Estas proteínas desenrolam o DNA em aproximadamente 30 pb em torno do sítio com o dano 

e então o complexo XPF/ERCC1 de endonucleases é recrutado para o local, removendo a 

lesão. A lacuna resultante é preenchida por DNA polimerase, empregando a fita intacta como 

molde, e selada pela proteína ligase (COOPER; HAUSMAN, 2007).  

Pacientes que apresentam deficiência nesta via de reparo são portadores de síndrome 

xeroderma pigmentoso (XP), e as células destes indivíduos apresentam altas taxas de mutação 

quando irradiadas com luz UV. Assim, os portadores de XP apresentam alta frequência de 

tumores de pele em regiões expostas a luz solar, degeneração neurológica progressiva e 

envelhecimento precose (AGNEZ-LIMA et al., 2003).  

O SNP rs1800975 do gene XPA (xeroderma pigmentoso, grupo A) está localizado 

próximo do códon de iniciação e a presença deste SNP afeta a capacidade de NER, 

aumentando o risco de câncer de pulmão,  carcinoma de células escamosas (LOU et al., 2014) 

e câncer de mama (HAN et al., 2012).  

O gene ERCC1 (excision repair cross complementation Group 1), por desempenhar 

papel essencial no reparo NER, quando produz a proteína alterada pode ter um papel 

importante na carcinogênese. O SNP rs3212986 (8092 C>A) neste gene tem sido amplamente 

estudado. Chen et al. (2000) observaram associação entre este SNP com o risco de tumores 

cerebrais, sugerindo que este SNP pode alterar a estabilidade transcricional deste gene. Xue et 

al. (2015) demonstraram que pacientes com câncer gástrico (n=410) portadores do genótipo 

raro A/A para o polimorfismo rs3212986 apresentaram taxa de sobrevivência 6 vezes maior 

do que os pacientes portadores do genótipo C/C. Estes autores sugeriram que este SNP pode 

estar influenciando a resposta à quimioterapia e a evolução clínica do câncer gástrico.  

Outra proteína de reparo que tem importante papel na manutenção da integridade do 

genoma é a enzima O
6
-metilguanina-DNA-metiltransferase (MGMT), que participa da via 

direta de remoção de dano, removendo lesões causadas pelos agentes alquilantes (KAINA et 

al., 2007). O reparo das lesões O
6
-alquilguanina (adição do grupo alquila ao oxigênio na 

posição 6 da guanina no DNA) é fundamental para a célula, pois esta lesão leva ao 

pareamento incorreto das bases durante a replicação do DNA, resultando em mutação do tipo 

transição G:C para A:T podendo afetar genes importantes para a manutenção da estabilidade 
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do DNA (JACINTO; ESTELLER, 2007). 

A reparação destas lesões resulta de uma reação que transfere o grupo alquil do 

oxigênio da guanina para um resíduo de cisteína na região catalítica da proteína MGMT, 

restaurando o DNA e inativando MGMT, que sofre ubiquitinização. Como a proteína MGMT 

pode reparar apenas uma lesão, a capacidade da célula em remover estas lesões depende do 

número total de moléculas MGMT na célula e da taxa de síntese de novas proteínas (KAINA 

et al., 2007). Assim, se a quantidade de proteína presente na célula for diminuída, as lesões 

O
6
-alquilguanina podem acumular-se, originarem mutações e levarem ao surgimento de 

câncer.  

A quantidade da proteína MGMT encontrada em alguns tumores humanos é menor 

do que a quantidade presente em tecidos normais. Esta diminuição da expressão está 

relacionada com o silenciamento do promotor deste gene por hipermetilação, resultando na 

falta de expressão do mRNA. A inativação do MGMT foi associada com gliomas, linfomas, 

câncer de cólon, pulmão, cabeça e pescoço (ESTELLER et al., 1999). 

Polimorfismos presentes neste gene podem afetar a capacidade de reparo do DNA, e 

assim influenciar na suscetibilidade individual ao câncer. Kaur et al. (2000) observaram 

associação entre o SNP rs2308321 e o aumento no risco de câncer de pulmão (OR=2,1). Este 

SNP rs2308321 resulta na substituição de uma isoleucina por uma valina na posição 143, nas 

proximidades do sítio catalítico da proteína MGMT e pode inativar ou diminuir a atividade da 

proteína (CRONE; PEGG, 1993).  

 

2.3 TESTES DE GENOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE  

Um dos passos cruciais para o desenvolvimento do câncer e outras doenças crônicas 

é a indução e acúmulo de danos genéticos, resultando na instabilidade genômica 

(STRATTON; CAMPBLELL; FUTREAL, 2009). Na literatura são encontrados poucos 

estudos que avaliaram a instabilidade em pacientes transplantados submetidos a diferentes 

terapias imunossupressoras (OLIVEIRA; ZANKL; RATH, 2004; OZTÜRK et al., 2008; 

RATH; OLIVEIRA-FRICK, 2009; LA MANNA et al., 2011), mesmo sabendo que as 

neoplasias malignas estão entre as complicações mais frequentes após longos períodos de 

exposição a medicamentos imunossupressores e representam uma das principais causas de 

morte de pacientes transplantados (CHAPMAN; WEBSTER; WONG, 2013). Entre os fatores 

de risco para o câncer destacam-se o tempo após o transplante, infecções por vírus e aumento 

da idade do paciente (STALLONE; INFANTE; GRANDALIANO, 2015). 

Para a avaliação do risco de câncer, danos genotóxicos e mutagênicos podem ser 
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avaliados, respectivamente, pelos ensaios do cometa e micronúcleo e estes podem ser 

realizados concomitantemente a fim de avaliar in vivo dois parâmetros distintos da 

genotoxicidade individual (KANG et al., 2013). Estes ensaios são amplamente utilizados no 

biomonitoramento humano, por serem rápidos e sensíveis, sendo muito adequados para a 

avaliação de danos ao DNA em populações expostas a agentes químicos (FENECH, 2007; 

COLLINS et al., 2014).  

O ensaio do cometa pode contribuir para a determinação de “dosagem e efeito 

biológico”, sendo um indicador precoce do risco à saúde (COLLINS et al., 2014). La Manna 

et al. (2011) utilizaram o ensaio do cometa para avaliar linfócitos de 30 pacientes 

transplantados renais em diferentes tempos após o transplante (2 dias, 1 mês e 6 meses) e 

observaram uma significativa redução na fragmentação do DNA após 6 meses de transplante. 

Aykanat et al. (2011) utilizaram o mesmo ensaio para comparar 3 grupos de crianças com 

doença renal crônica, pré-diálise (N = 17), hemodiálise (N = 15) e transplantadas (N = 17), 

não sendo observada diferença significativa na fragmentação do DNA entre os grupos 

avaliados.  

O ensaio do micronúcleo com bloqueio de citocinese (CBMN-cyt) está bem 

estabelecido e detecta perdas de fragmentos cromossômicos ou cromossomos inteiros que 

resultam em instabilidade cromossômica, tendo sido proposto como um marcador promissor 

para o estudo do câncer (KANG et al., 2013).  

Utilizando o ensaio CBMN-cyt em linfócitos periféricos de pacientes transplantados 

renais, Oliveira, Zankl e Rath (2004) observaram maior frequência de células binucleadas 

micronucleadas e menor índice de divisão celular nos pacientes transplantados (n = 14) em 

comparação com controles saudáveis. Rath e Oliveira-Frick (2009) também observaram 

redução na capacidade de proliferação dos linfócitos, sendo que dos 79 pacientes avaliados 

após 2-3 semanas de imunossupressão, foi possível realizar a análise de apenas 36 pacientes 

devido a baixa quantidade de células binucleadas. Estes autores não observaram diferença na 

quantidade de danos mutagênicos entre os pacientes que faziam uso de diferentes 

medicamentos imunossupressores ou entre os que apresentaram episódios de rejeição e os que 

não apresentaram.  

Trabalho realizado por Speit (2013) questiona a realização do ensaio do micronúcleo 

com bloqueio da citocinese utilizando citocalasina B em cultura de linfócitos humanos como 

uma ferramenta sensível para detectar efeito mutagênico em populações ocupacionalmente 

expostas, pelo fato dos micronúcleos (MNs) avaliados nas células binucleadas serem 

formados em sua maioria in vitro durante a cultura. Assim, os MNs produzidos como 
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resultado de dano ao DNA in vivo, durante a divisão dos linfócitos na médula óssea ou nos 

linfonodos, não contribuem substancialmente para a frequência de MNs observada em células 

binucleadas. Essa falta de sensibilidade neste ensaio, segundo Speit (2013), decorre do fato da 

citocalasina B ser adicionada à cultura relativamente tarde, fazendo com que nem todas as 

células binucleadas analisadas representem células que sofreram apenas uma divisão celular. 

Outro agravante de se analisar células binucleadas após cultivo ex vivo por tempos maiores do 

que um ciclo celular é que as células danificadas podem ser eliminadas durante a cultura por 

apoptose ou reparadas antes da divisão, na presença da citocalasina.  

Para a avaliação do MN já presente nos linfócitos in vivo, a cultura não pode ser 

realizada por longos períodos de tempo, garantindo que as células não se dividam in vitro. 

Para isso é indicada a estimulação das células por 24 horas com fitohemaglutinina (FENECH, 

2007; SPEIT, 2013). 

A prevenção das neoplasias após o transplante é realizada por meio do rastreio do 

câncer, mas não existem estudos sobre a abordagem específica para o rastreio da população 

transplantada. Assim, devem ser adotadas com maior frequência triagens individualizadas 

com base no risco individual, sendo sugerida a realização de exames de rastreio como 

mamografia, endoscopia, exames de próstata, ultrassonografias, entre outros, além de 

consultas periódicas com dermatologista (STALLONE; INFANTE; GRANDALIANO, 2015). 

No entanto, na prática clínica não são realizados ensaios para a detecção de possível indução 

de danos no material genético e consequente aumento da suscetibilidade ao desenvolvimento 

de câncer. 
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3 OBJETIVOS  

 

3.1 OBJETIVO GERAL: 

 

Avaliar, em pacientes transplantados renais, variantes polimórficas em genes do 

biometabolismo, resposta imune e reparo, a fim de estabelecer marcadores moleculares para 

os processos de rejeição e desenvolvimento de câncer e analisar a possível indução de 

instabilidade genética promovida pelo uso prolongado de imunossupressores. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

ARTIGO I 

a) Avaliar e comparar a incidência de danos genotóxicos e mutagênicos em linfócitos 

do sangue periférico de pacientes transplantados renais e de controles saudáveis; 

b) Verificar a associação entre os danos genotóxicos e mutagênicos observados nos 

pacientes com o tempo após transplante e com a função renal. 

 

ARTIGO II 

c) Determinar as frequências genotípicas dos genes envolvidos na metabolização de 

drogas imunossupressoras (CYP3A4, CYP3A5, CYP2E1, POR, UGT2B7, UGT1A9, IMPDH1, 

IMPDH2, CES1 e CES2), de bomba de efluxo de drogas (ABCC2, ABCB1, ABCG2 e 

SLCO1B1) e na resposta imune (CCR5, TNF-α, IRF-5, TGFβ, NFAT, NFKB1A, IL-23R, IL-10 

e IL-2), em pacientes transplantados renais que apresentaram ou não episódios de rejeição;  

d) Selecionar os genes que na genotipagem dos pacientes apresentarem associação 

com o processo de rejeição e analisá-los quanto a expressão dos respectivos mRNAs. 

 

ARTIGO III 

e) Associar SNPs relacionados com a farmacocinética do MMF em pacientes que 

fazem uso deste medicamento com episódio de rejeição.  

 

ARTIGO VI 

f) Analisar se os SNPs em genes do metabolismo e transporte de drogas interferem 

na farmacocinética do imunossupressor tacrolimo durante os três primeiros meses do 

transplante. 
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ARTIGO V 

g) Verificar a possível associação entre os SNPs em genes de reparo (ERCC1, APE1, 

XPA, XRCC1 e MGMT) e em genes do sistema imune (IL-23R, IL-2, IL-10 e TGF-β) com a 

incidência de câncer em pacientes transplantados renais comparados com controles livre de 

neoplasias.  
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Abstract  

 

Despite advances in testing compatibility between donor and recipient, graft rejection remains 

a current concern. Single nucleotide polymorphisms (SNP) that codify altered enzymes of 

metabolism, drug transport, and the immune system may contribute to graft rejection in 

transplant patients. This study examined the association between SNP present in genes of 

these processes and occurrence of rejection episodes in 246 kidney transplant patients, 35% of 

which were diagnosed with rejection. Genotype-gene expression associations were also 

assessed. Peripheral blood samples were used for genotyping of 24 SNP on the following 

genes: CYP3A4, CYP3A5, CYP2E1, POR, UGT2B7, UGT1A9, ABCB1, ABCC2, ABCG2, 

SLCO1B1, TNF, IL2, IRF5, TGFB1, NFKBIA, IL10, IL23R, NFAT, and CCR5 by real-time 

PCR. The analysis of gene expression was performed by RT-qPCR. The association between 

rejection episodes and polymorphic variants was assessed using odds ratios. Polymorphisms 

rs7662029 (UGT2B7) and rs6714486 (UGT1A9) were associated with occurrence of rejection 

episodes, rs7662029 (UGT2B7) exhibited a protective effect (1.85 fold) and rs6714486 

(UGT1A9) an increased 1.6 fold increased risk of rejection. Among drug transporter genes, 

only rs2231142 (ABCG2) demonstrated an association with a 1.92-fold decrease in the risk of 

rejection. The immunological SNP rs10889677 (IL23R) was associated with a 1.9-fold 

enhanced risk of graft rejection. Association between genotypes and gene expression was not 

detected.  Therefore, SNP of UGT2B7, UGT1A9, ABCG2, and IL23R genes may be useful as 

candidate markers for screening of risk graft rejection in renal transplant patients. These 

markers may improve medical decisions, avoiding adverse effects. 
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Introduction 

 

In the absence of contraindications, kidney transplantation is considered the best 

option for restoring renal function in patients with advanced chronic kidney disease, not only 

for medical, social, and economic perspective, but also to increase survival of these patients 

(Wolfe et al., 1999). Following transplantation procedures, patients use immunosuppressive 

drugs to reduce the risk of organ rejection such as the triple immunosuppressive regimen 

consisting of corticosteroids, tacrolimus, and mycophenolate mofetil (MMF). However, 

prolonged use of these drugs triggers adverse effects (Chapman et al., 2005; Burckart and 

Amur, 2010), which limit the long-term benefits of transplantation. The adverse effects 

influence patients differently owing to inter-individual variability in the response to 

immunosuppressive drugs, a consequence that may arise, among other factors, from the 

presence of single nucleotide polymorphisms (SNP) in genes involved in the 

pharmacokinetics/ pharmacodynamics of these drugs. These SNP may be associated with 

rapid drug clearance, resulting in low plasma chemical concentrations, which initiate rejection 

episodes (Elens et al., 2011). In contrast, high concentrations of immunosuppressive drugs 

over a long period after transplantation might lead to (i) decline in renal function and/or graft 

loss due to nephrotoxicity (Fadili et al., 2013); (ii) loss of renal function due to 

immunological damage as evidenced by inflammation and antibody-mediated injuries (Ong 

and Gaston, 2015), and (iii) development of neoplasia and inflammation (Apel et al., 2013). 

Phase I metabolism genes – namely cytochrome P450 (CYPs) and drug-transporting 

P-glycoprotein genes (ABCB1) have been reported as the most important genes involved in  

the pharmacokinetics/pharmacodynamics of calcineurin inhibitors (Hebert, 1997; MacPhee et 

al., 2005) and the immunosuppressant sirolimus (Sattler et al., 1992). Proteins encoded by 

UGT2B7 and UGT1A9 phase II metabolism genes are involved in mycophenolate mofetil 

(MMF) metabolism (Picard et al., 2004; Picard and Marquet, 2012), and genes coding for 

efflux pumps, such as multidrug resistance protein 2 (ABCC2), breast cancer resistance 

protein (BCRP, ABCG2 gene), and organic anion-transporting polypeptide (SLCO1B1), are 

responsible for the elimination of the major metabolites of MMF (Miura et al., 2008). 

Therefore, the presence of polymorphisms in these genes might affect the availability of the 

immunosuppressive drugs and consequently result in a poor correlation between dose, plasma 

concentration, and therapeutic response (Hesselink et al., 2003; Zununi-Vahed et al., 2015). 

Polymorphisms in genes of the immune system may also influence the occurrence of 

graft rejection episodes (Karimi et al., 2014) including cytokines and/or their receptors (such 



   58 

 

as IL2, IL10, TNF, IL23R, and CCR5), growth factors (TGFB1) and regulatory factors (IRF5). 

Therefore, SNP may prove to be of therapeutic use as biomarkers to identify appropriate 

doses, predict patient tolerance to treatment and risk of graft rejection (Burckart and Amur, 

2010), and consequently have potential to be utilized for prognosis and/or diagnosis of graft 

rejection episodes. 

Taking this into consideration, the aim of this study was to examine the association 

between incidence of graft rejection and presence of SNP in phase I (CYP3A4, CYP3A5, 

CYP2E1, and POR) and phase II (UGT2B7, UGT1A9) metabolism, drug-transporting 

(ABCB1, ABCC2, ABCG2, and SLCO1B1), and immune system genes (TNF, IL2, IRF5, 

TGFB1, NFKBIA, IL10, IL23R, NFAT, and CCR5).  

 

 

Methods 

 

Population studied 

A total of 246 renal transplant patients undergoing post-transplant treatment at the 

Kidney Institute of Londrina (Londrina, PR, Brazil) were selected. These patients were 

classified into two groups, those who had graft rejection episodes (N = 86) and those with 

none (N = 160). Graft rejection episodes were confirmed by histological examination of the 

graft material obtained through biopsy.  

The research protocol was approved by the Ethics Committee for Research in Human 

Beings at the State University of Londrina (CEPE/UEL 153/2013 CAAE: 

18263413.4.0000.5231). Patients signed a Free and Informed Consent Form, filled a 

questionnaire regarding lifestyle and history of environmental exposure, and each individual 

received a code. Patients were considered smokers and/or alcoholics when they in an 

interview responded to consuming any amount of cigarettes or alcohol. Patients were divided 

into two groups: descendant of Caucasian and descendant of Afro/Asian (African (N = 47) 

and Asian (N = 2) descendant). Information regarding the transplantation process, such as 

immunosuppressive therapy, graft rejection history, and diseases frequently developed after 

transplantation, were obtained from medical records of the patients.  Peripheral blood samples 

(4 ml) were collected intravenously from each patient in vacuum blood collection tubes 

(EDTA 6%) (Labor Import, Osasco, Brazil).  

 

Analysis of polymorphic allelic variants 
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Genomic DNA was extracted from 200 µl blood, using the mini spin extraction kit 

(KASVI, Curitiba, Brazil; code K9-0250), following the manufacturer's recommendations. 

DNA samples were quantified using a NanoDrop 2000 spectrophotometer (ThermoScientific, 

Waltman, MA, USA).  

The genes were selected based upon criteria previously associated with 

pharmacokinetics of immunosuppressive drugs (metabolism and drug transport genes) or with 

the immune response. Genotyping was performed by real-time PCR in a Quantica 

thermocycler (TECHNE, Staffordshire, UK), using TaqMan® SNP Genotyping Assays 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), TaqMan Genotyping Master Mix (Applied 

Biosystems) (Table 1). Genotyping of the polymorphism rs333 of the CCR5 gene was 

performed by conventional Polymerase Chain Reaction (PCR) in a Veriti 96-well 

thermocycler (Life Technologies of Brazil Ltda., São Paulo, Brazil), using 1.5 mM 

deoxynucleotide (dNTP), 30 mM MgCl2, 2.5 µM of each primer, 0.5 U Taq DNA polymerase 

in 10X PCR buffer (Invitrogen-Life Technologies, São Paulo, Brazil), and 20 ng genomic 

DNA, in a final volume of 15 µl. The primers used were: sense 5' - ACC AGA TCT CAA 

AAA GAA - 3' and antisense 5' - CAT GAT GGT GAA GAT AAG CCT CA - 3'; the PCR 

conditions were: 94
o
C for 5 min, 30 cycles consisting of 94

o
C for 30 sec, 57

o
C for 30 sec, and 

72
o
C for 30 sec, followed by a final annealing step of 10 min at 72

o
C. The PCR product had a 

different size owing to a 32-bp deletion. The fragment was 225-bp long when the prevalent 

allele was present and 193 bp in the presence of the allele with the deletion. Genotypes were 

determined by electrophoresis in 10% polyacrylamide gels stained with silver nitrate 

(Quimex, Brazil).  

 

Reverse Transcription Quantitative PCR (RT-qPCR) 

Total RNA from 58 patients was extracted using TRIzol® Reagent (Ambion, 

Carlsbad, CA, USA) and PureLink® Total RNA Blood Kit (Ambion, Carlsbad, CA, USA); 

RNA samples were quantified in a Qubit 2.0 Fluorometer using the Qubit RNA HS Assay 

(Life Technologies, ref Q32855, Eugene, OR, USA) and its integrity was assessed using the 

Agilent 2100 Bioanalyzer RNA 6000 LabChip Kit (Agilent Technologies, Inc., Wilmington, 

DE, USA). For each sample, cDNA was synthesized using 500 ng total RNA and 

SuperScript® III (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), according to the 

manufacturer's recommendations. Expression levels of UGT2B7, UGT1A9, ABCG2, and 

IL23R were evaluated by RT-qPCR. Predesigned oligonucleotide primers were purchased 

from Sigma-Aldrich (KiCqStart® SYBR® Green primers) and real-time thermocycler model 
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7900 (Applied Biosystems, USA) was employed. GUSB (fwd: 

CCTGCGTCCCACCTAGAATC, rev: ATACGGAGCCCCCTTGTCTG) and PUM1 (fwd: 

CACAGACACCACCTCCTTCC, rev: CCATTCGTGAGTCCTCCCAG) genes were selected 

as a reference based on geNorm software analysis (http://medgen.ugent.be/~jvdesomp 

/genorm/).  

 

Statistical analysis 

The continuous variables age (years) and graft survival (years), and the categorical 

variables (gender, degree of HLA compatibility, tobacco and alcohol consumption, ancestry, 

use of immunosuppressive drugs, development of cancer, diabetes and cardiovascular disease 

after transplantation) were compared in groups of patients according to graft rejection 

episodes, using the Student's t-test. Univariate logistic regression analysis was performed 

associating rejection episodes with each of the variables. Hardy-Weinberg equilibrium and 

linkage disequilibrium analysis were performed using HAPLOVIEW version 4.1 (Barrett et 

al., 2005). The haplotypes and their frequencies were determined using the Program PHASE 

version 2.1 (Stephens and Donnelly, 2003).  

Associations between graft rejection episodes, and genotypes and haplotypes were 

performed using multivariate logistic regression analysis with SPSS version 20 (IBM, 

Armonk, NY, USA), and results presented as odds ratios (OR) with a 95% confidence interval 

(CI). The degree of HLA compatibility and ancestry (p < 0.2 in the univariate logistic 

regression analysis) were included to adjust the multivariate model. The relative expression of 

each gene was performed using the ΔΔCt method (Pfaffl, 2001). Association between 

transcripts expression levels and different genotypes was performed using the Student’s t-test. 

For all statistical tests used the criterion for significance was set at p<0.05.  

 

 

Results 

 

The main characteristics of the 246 patients included in this study (145 were men and 

101 women) are showed in Table 2. Transplant patients displayed a mean age of 48.6 ± 12.6 

years and duration of transplant ranging from six months to 34 years (10.6 ± 8.3 years). The 

comparison of these variables showed no significant differences in cases with or without graft 

rejection episodes. 
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Most grafts were obtained from living donors, 22% from identical living donors, 

44.3% from haploidentical living donors, and 33.7% from deceased donors. Most patients 

were Caucasian (80.1%), followed by 19.9% Afro or Asian descendant. Eighteen patients 

(7.3%) reported being smokers and thirty-five (14.2%) consumed alcohol.  

Triple immunosuppressive regimen (corticosteroids, tacrolimus, and MMF) was 

reported in 87 patients (35.4%); only two subjects (0.80%) did not use steroids and MMF was 

the second immunosuppressant more frequently utilized by individuals (58.5%). Among the 

most prevalent diseases presented after transplantation, the development of diabetes (21.5%), 

cardiovascular diseases (11.8%), and cancer (10.2%) were predominant (Table 2). 

A total of 86 patients (34.9%) displayed graft rejection episodes. Multivariate 

regression analysis demonstrated that the degree of human leukocyte antigen (HLA) 

compatibility and ancestry are risk factors for graft rejection and therefore data were adjusted 

for these variables. Receiving the graft from an HLA-haploidentical living donor or from a 

deceased donor resulted in a marked greater than 2-fold increase in graft rejection risk. Afro 

or Asian descendant patients also were found to show a significant 2-fold rise in organ 

rejection risk. 

All examined SNP were in Hardy-Weinberg equilibrium. The multivariate logistic 

regression analysis revealed four SNP UGT2B7 (rs7662029), UGT1A9 (rs6714486), ABCG2 

(rs2231142), and IL23R (rs10889677) with a significant association with rejection episodes 

(Table 3). Protection against organ rejection episodes was observed among carriers of the rare 

alleles of either the rs7662029 (UGT2B7) and rs2231142 (ABCG2) SNP. The association of 

the genotypes A/A and A/G in the polymorphism rs7662029 represented a significant 1.85-

fold higher protective factor, while genotypes C/A and A/A at SNP rs2231142 resulted in a 

1.92-fold marked decrease in rejection risk.  

The presence of the polymorphisms rs6714486 (UGT1A9) and rs10889677 (IL23R) 

resulted in significant elevated risk of organ rejection, with the association of genotypes T/A 

and A/A at SNP rs6714486 showing a 1.6-fold significant rise in risk of rejection, while 

subjects with genotypes A/A and A/C at SNP rs10889677 of the IL23R gene displayed a 1.9-

fold higher risk of developing rejection.  

Two UGT2B7 polymorphisms were in linkage disequilibrium (D′ = 0.99; r
2
 = 0.97). 

Linkage disequilibrium was also observed between three other SNP: rs4646450 (CYP3A5) 

and rs776746 (CYP3A5) (D′ = 0.92; r
2
 = 0.51); rs4646450 (CYP3A5) and rs4646437 

(CYP3A4) (D′ = 0.90; r
2
 = 0.45), and rs4646437 (CYP3A4) and rs776746 (CYP3A5) (D′ = 
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0.86; r
2
 = 0.68). Using multivariate logistic regression analysis, the presence of these 

haplotypes did not show marked association with rejection episodes (data not shown).  

ABCG2 and IL23R gene expression analysis demonstrated no marked association with 

the SNP mapped in these genes (rs2231142 and rs10889677, respectively) (Figure 1). Due to 

the low number of patients with genotype AA (rs10889677), analysis of association between 

gene expression and genotype was not performed. Furthermore, no detectable transcripts 

levels were found in peripheral blood samples for UGT1A9 and UGT2B7 genes. 

 

 

Discussion  

 

In our cohort of cases, 34.9% of the patients presented rejection episodes and the 

average duration of transplants was 10.6 ± 8.3 years. This rejection frequency is higher than 

described by Ro et al. (2012) in subjects where mean duration of kidney transplant of about 

4.2 years had an organ rejection rate of 20.5% and Karimi et al. (2014) reported 28% rejection 

in patients after 3 months of transplant. One of the main risk factors for graft dysfunction and 

rejection is the compatibility between donor and recipient in the genes involved in human 

leukocyte antigen (HLA). Lack of compatibility reduces the long-term survival of the graft; 

therefore, molecular typing of HLA improves clinical outcomes (Tiercy, 2002). In this study 

patients who did not receive a graft from a live donor with identical HLA showed a 2-fold 

increased risk of graft rejection indicating that HLA compatibility enhancing organ graft 

survival.   

Data also showed that Afro or Asian descendants patients displayed a higher than 2-

fold risk of developing rejection than Caucasian descendants patients. This corroborates the 

findings of Palanisamy et al. (2015), which demonstrated that African-American (AA) 

patients displayed an 8% rise in graft loss after 5 years of transplantation compared with non-

AA patients. Palanisamy et al. (2015) also noted that AA patients demonstrated a higher 

prevalence of hypertension, diabetes mellitus, acute rejection, delayed graft function, and 

elevated incidence of cardiovascular diseases, when compared with non-AA patients. In 

contrast, in the present study, a significant difference between incidence of these diseases and 

the two ethnic groups examined was not detected (data not shown).  

SNP in genes involved in the phase I metabolism analyzed in this study were not 

markedly associated with graft rejection episodes. However, SNP in phase II metabolism 

genes (UGT1A9 and UGT2B7) were associated with organ rejection episodes. After oral 
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administration, the MMF prodrug is usually hydrolyzed to mycophenolic acid (MPA), its 

active metabolite. The immunosuppressive effect of MPA is inactivated by UGT1A9 enzyme 

through glucuronidation producing its major metabolite, the mycophenolic acid glucuronide 

(MPAG) (Picard et al., 2004). However, MPA is also inactivated by the UGT2B7 enzyme, 

generating  mycophenolic acyl-glucuronide acid (AcMPAG) (Shipkova et al., 1999). This 

metabolite, although produced in lower amounts, may induce pro-inflammatory responses that 

subsequently lead to various adverse effects (Wieland et al., 2000).  

In this study, it was observed that the association between genotypes (T/A and A/A) 

of SNP rs6714486 (UGT1A9) enhanced the risk of graft rejection 1.6-fold. Our results 

corroborate those of Van Schaik et al. (2009), which also found a higher risk of rejection in 

transplant patients with the same allelic variants. The increased risk of rejection and its 

association with the UGT1A9 gene was explained by Girard et al. (2004), who demonstrated 

that the polymorphism rs6714486 was associated with a 1.4-fold elevation in hepatic levels of 

the protein and a 1.9-fold increase in the glucuronidation of MPA. The enhanced expression 

and activity of UGT1A9 enzyme reduced the concentration of MPA and therefore diminished 

its immunosuppressive activity (Picard et al., 2004), promoting the initiation of organ 

rejection episodes.  

Analysis of SNP rs7662029 (UGT2B7 gene) showed that association of A/G and 

A/A genotypes produced a 1.85-fold greater protection against graft rejection. The effect of 

this polymorphism on gene expression has not been elucidated. This polymorphism is in 

strong linkage disequilibrium (LD) with the polymorphism rs7438135. According to Hu et al. 

(2014), 23 SNP mapped in the UGT2B7 promoter region are in LD. These authors also 

observed LD between SNP rs7662029 and rs7438135, and reported that the haplotype 

carrying the G allele for the rs7438135 showed a 50% decrease in promoter activity of the 

gene and enzyme compared with the haplotype carrying the A allele (wild-type), thus 

identifying this polymorphism as functional. In the present study, the association of genotypes 

A/G and G/G demonstrated a non-significant trend toward protection, with an elevated 1.69-

fold rise in protection against organ rejection episodes. This finding suggests that the presence 

of the G allele may contribute to a lower activity of the enzyme and consequently reduced 

inactivation of MPA into AcMPAG, resulting in a lower risk of rejection.  

As the rs7662029 polymorphism (genotype AA) is in LD with rs7438135 (genotype 

GG), it is possible that patients with a combination of these genotypes possess lower levels of 

enzymatic activity, eliminating immunosuppressive drugs more slowly. Univariate logistic 

regression analysis of the haplotypes formed between these two genotypes showed marked 
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association with protection against rejection of almost 2-fold. However, multivariate analysis, 

which considered the degree of HLA compatibility and ancestry, found no significant 

association (data not shown).  

MPA metabolites (MPAG and AcMPAG) are eliminated through the bile by drug 

efflux transporter proteins ABCC2 and ABCG2 (Kobayashi et al., 2004; Miura et al., 2008). 

Subsequently, some metabolites undergo deconjugation by bacteria and are resorbed in the 

gastrointestinal tract through enterohepatic recirculation. This occurs in 10–60% of all 

MPAG, producing a second peak in MPA drug concentration (Bullingham et al., 1988). In 

this study, the association of C/A and A/A genotypes of SNP rs2231142 of the ABCG2 gene 

was associated with a 1.92-fold increase in protection against organ rejection episodes. The 

presence of this SNP leads to an amino acid change, from lysine to glutamine, at codon 141, 

which decreases expression of the protein by 50% compared with the prevalent genotype 

(Tamura et al., 2007). Functionally, this SNP affects stability of the ABCG2 protein in the 

endoplasmic reticulum and raises susceptibility to ubiquitin-mediated degradation by the 

proteasome (Furukawa et al., 2009). Patients with the C/A and A/A genotypes, compared with 

those with C/C genotype, demonstrated an elevation in the concentration of plasmatic MPAG 

(Miura et al., 2008), possibly as a result of a reduced efflux of MPAG into the bile ducts. This 

may account for protective effect in carriers of the rs2231142 minor allele, because reduced 

expression of the ABCG2 transporter for rs2231142 is in agreement with findings of Miura et 

al., (2008). This study demonstrated for the first time the association between SNP rs2231142 

and diminished risk of graft rejection. However, additional studies are required to clarify the 

effect of this SNP on pharmacokinetics of immunosuppressive MMF.  

Of the 10 immune system genes analyzed in this study, only IL23 receptor (IL23R) 

showed association with graft rejection episodes. This gene is involved in the inflammatory 

process mediated by T helper 17 cells and plays an important role in autoimmune 

inflammation (Zhou et al., 2013). A study by Tsai et al. (2011) with 422 Chinese renal 

transplant patients showed that the C allele of the rs10889677 polymorphism leads to a 1.79-

fold increase in the risk of developing interstitial fibrosis and tubular atrophy in the graft. In 

the present study, the association of A/A and A/C genotypes of this SNP resulted in a 1.83-

fold rise in graft rejection risk. Karini et al. (2014) also observed an increase in the incidence 

of acute rejection in renal transplant male patients with the A/A genotype.  

According Zheng et al. (2012) and Zhou et al. (2013) the presence of the 

polymorphic variant A of rs10889677 in the 3'-UTR of the mRNA prevents binding of the 

microRNA let-7f and consequently increases transcription of IL23R. On the other hand, the C 
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allele enhances the binding affinity of the microRNA let-7f and thus negatively regulates 

IL23R expression (Zheng et al, 2012; Zhou et al, 2013). Vanden-Eijnden et al., (2005) found 

elevated expression of IL23R and amount of receptors present on the cell surface might assist 

in activation of IL23 interleukins, production of interferon-γ, and differentiation of T helper 1 

cells, leading to increased inflammation and stimulation of pro-inflammatory cytokines levels. 

The findings cited above might account for the observed increased risk of rejection shown in 

our study.  

In conclusion, this study demonstrated an association between SNP rs7662029 

(UGT2B7), rs6714486 (UGT1A9), rs2231142 (ABCG2), and rs10889677 (IL23R), and the 

incidence of graft rejection episodes in 246 Brazilian kidney transplant patients. Although 

transcription studies in cell lines to determine the functionality of SNP were not conducted, 

these findings may contribute in the future to be used as candidate markers for screening 

kidney transplant patients with higher or lower rejection risk and thus help in medical 

management. 
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Table 1: Genes evaluated in renal transplant patients, their polymorphisms and type of 

mutation that originated them.  

Gene SNP_ID Alternative nomenclature Change 
Chromosome 

location 
     

CYP3A4 rs35599367 15389C>T (CYP3A4*22) Intron  7q22.1 

 rs4646437 - Intron   
     

CYP3A5 rs776746 6986A>G (CYP3A5*3) 
Intron, splice 

acceptor variant 
7q21.1 

 rs4646450 - Intron   
     

CYP2E1 rs3813867 -1295G>C (CYP2E1*5B) Promoter 10q24.3 
     

POR rs1057868 (POR*28) Exon (Ala503Val) 7q11.2 
     

UGT1A9 rs6714486 -275T>A Promoter 2q37 
     

UGT2B7 rs7662029 -327G>A Promoter 4q13 

 rs7438135 -900A>G / -842A>G  Promoter  
     

ABCB1 rs1045642 3435C>T Exon (Ile1145Ile) 7q21.12 
     

ABCC2/MRP2 rs717620 -24C>T Promoter (5’UTR) 10q24 

 rs2273697 1249G>A Exon (Ile417Val)  
     

ABCG2/BCRP rs2231142 421C>A  Exon (Lys141Gln) 4q22 
     

SLCO1B1 rs4149056 521T>C (SLCO1B1*5) Exon (Val174Ala) 12p 
     

TNF rs1800629 -308G>A Promoter 6p21.3 
     

TGFB1 rs1800470 29T>C Exon (Leu10Pro) 19q13.1-13.3 

 rs1800471 915G>C Exon (Arg25Pro)  
     

IL2 rs2069762 -330G>T Promoter 4q26-q27 
     

IL10 rs1800872 -592C>A Promoter (5’UTR) 1q31-q32 
     

IL23R rs10889677 - 3’UTR 1p31.3 
     

IRF5 rs3757385 - Promoter 7q32 
     

NFAT rs10141896 NFATC4 Intron 14q11.2 
     

NFKBIA rs696 2758A>G 3’UTR 14q13 
     

CCR5 rs333 CCR5Δ32  Intron deletion 3p21 
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Table 2: General and clinical characteristics of kidney transplant patients (246) who 

developed and who did not develop rejection episodes. 
 

Characteristics of 

patients 

 General 

 (n = 246)  

With rejection 

episode(s) (n = 86)  

Without rejection 

episode(s) (n = 160) 

N (%) N (%) N (%) 
  

     

Gender       

Male  145 (58.9)  53 (61.6)  92 (57.5) 

Female  101 (41.1)  33 (38.4)  68 (42.5) 
       

Degree of HLA
a 

compatibility 
      

Live HLA-identical  54 (22.0)  11 (12.8)  43 (26.9)* 

Live HLA-

haploidentical 
 109 (44.3)  39 (45.3)  70 (43.8) 

Deceased unrelated 

donor 
 83 (33.7)  36 (41.9)  47 (29.4) 

       

Smoker       

Yes  18 (7.30)  5 (5.80)  13 (8.10) 

No  228 (92.7)  81 (94.2)  147 (91.9) 
       

Alcoholic       

Yes  35 (14.2)  13 (15.1)  22 (13.8) 

No  211 (85.8)  73 (84.9)  138 (86.2) 
       

Ancestry       

Caucasian  197 (80.1)  62 (72.1)  135 (84.4)* 

Afro or Asian 

descendant 
 49 (19.9)  24 (27.9)  25 (15.6) 

       

Use of 

immunosuppressive 
      

       

Cyclosporine  47 (19.1)  20 (23.3)  27 (16.9) 
       

Tacrolimus  112 (45.5)  35 (40.7)  77 (48.1) 
       

Sirolimus  16 (6.50)  6 (7.00)  10 (6.30) 
       

AZAb  61 (24.8)  20 (23.3)  41 (25.6) 
       

MMFc  144 (58.5)  49 (57.0)  95 (59.4) 
       

Steroids  244 (99.2)  86 (100)  158 (98.8) 
       

MMF+Tacrolimus 

+Steroids 
 87 (35.4)  24 (27.9)  63 (39.4) 

       

Development of 

disease 
      

       

Cancer  25 (10.2)  7 (8.10)  18 (11.3) 
       

Diabetes   53 (21.5)  19 (22.1)  34 (21.3) 
       

Cardiovascular   29 (11.8)  18 (20.9)  11 (6.90)* 
       

Warts  91 (37.0)  35 (40.7)  56 (35.0) 
       

a
HLA – Human Leukocyte Antigen, 

b
AZA – Azathioprine, 

c
MMF – mycophenolate 

mofetil; *p<0.05 (Student’s t-test comparing patients with rejection and without 

rejection). 
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Table 3: Genotypic frequencies of genes CYP3A4, CYP3A5, CYP2E1, POR, UGT1A9, 

UGT2B7, ABCB1, ABCC2, ABCG2, SLCO1B1, TNF, TGFB1, IL2, IL10, IL23R, IRF5, 

NFAT, NFKBIA and CCR5 in 246 kidney transplant patients, and the association 

between gene polymorphisms and rejection episodes. 

 

Genes 

(SNP_ID) 
Genotypes 

With 

rejection 

episode(s) 

n (%) 

Without 

rejection 

episode(s) 

n (%) 

Odds Ratio
a
 

(CI95%)
 

CYP3A4 

(rs35599367) 
C/C 81 (94.2) 153 (95.6) Ref.b 

 C/T 5 (5.80) 7 (4.40) 1.5 (0.58-4.0) 

CYP3A4 

(rs4646437) 
G/G 54 (62.8) 106 (66.3) Ref. 

 G/A 25 (29.1) 45 (28.1) 0.95 (0.56-1.6) 

 A/A 7 (8.10) 9 (5.60) 1.1 (0.41-3.0) 

 A/G and A/A 32 (37.2) 54 (33.7) 0.98 (0.66-1.4) 

CYP3A5 

(rs776746) 
G/G 53 (61.6) 102 (63.8) Ref. 

 A/G 25 (29.1) 49 (30.6) 0.87 (0.47-1.6) 

 A/A 8 (9.30) 9 (5.60) 1.3 (0.41-4.0) 

 A/A and A/G 33 (38.4) 58 (36.2) 0.92 (0.57-1.5) 

CYP3A5 

(rs4646450) 
C/C 33 (38.4) 85 (53.1) Ref. 

 C/T 41 (47.7) 58 (36.2) 1.5 (0.78-3.1) 

 T/T 12 (13.9) 17 (10.6) 1.6 (0.54-4.7) 

 C/T and T/T 53 (61.6) 75 (46.8) 1.6 (0.77-3.2) 

CYP2E1 

(rs3813867) 
G/G 77 (89.5) 136 (85.0) Ref. 

 G/C and C/C 9 (10.5) 24 (15.0) 0.69 (0.24-2.0) 

POR 

(rs1057868) 
C/C 42 (48.8) 91 (56.9) Ref. 

 C/T 36 (41.9) 59 (36.9) 1.4 (0.71-2.7) 

 T/T 8 (9.30) 10 (6.20) 2.4 (0.72-8.4) 

 C/T and T/T 44 (51.2) 69 (43.1) 1.5 (0.78-3.0) 
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UGT1A9 

(rs6714486) 
T/T 69 (80.2) 142 (88.7) Ref. 

 T/A and A/A 17 (19.8) 18 (11.3)  1.6 (1.0-2.5)* 

UGT2B7 

(rs7662029) 
G/G 40 (46.5) 48 (30.0) Ref. 

 A/G 39 (45.4) 89 (55.6) 0.57 (0.32-1.0) 

 A/A 7 (8.10) 23 (14.4) 0.42 (0.16-1.1) 

 A/A and A/G 46 (53.5) 112 (70.0) 0.54 (0.3-1.0)* 

UGT2B7 

(rs7438135) 
A/A 39 (45.3) 49 (30.6) Ref. 

 A/G 39 (45.3) 87 (54.4) 0.61 (0.35-1.1) 

 G/G 8 (9.30) 24 (15.0) 0.48 (0.19-1.2) 

 A/G and G/G 47 (54.6) 111 (69.4) 0.59 (0.33-1.0) 

ABCB1 

(rs1045642) 
C/C 34 (39.5) 56 (35.0) Ref. 

 T/C 39 (45.4) 72 (45.0) 0.96 (0.61-1.5) 

 T/T 13 (15.1) 32 (20.0) 0.70 (0.38-1.3) 

 T/C and T/T 52 (60.5) 104 (65.0) 0.88 (0.60-1.3) 

ABCC2 

(rs717620) 
C/C 61 (71.0) 104 (65.0) Ref. 

 C/T 23 (26.7) 51 (31.9) 0.82 (0.43-1.6) 

 T/T 2 (2.30) 5 (3.10) 0.65 (0.10-4.1) 

 C/T and T/T 25 (29.0) 56 (35.0) 0.81 (0.50-1.3) 

ABCC2 

(rs2273697) 
G/G 54 (62.8) 103 (64.4) Ref. 

 A/G 30 (34.9) 50 (31.2) 1.1 (0.74-1.7) 

 A/A 2 (2.30) 7 (4.40) 0.52 (1.6-1.7) 

 A/G and A/A 32 (37.2) 57 (35.6) 1.0 (0.75-1.5) 

ABCG2 

(rs2231142) 
C/C 76 (88.4) 129 (80.6) Ref. 

 C/A and A/A 10 (11.6) 31 (19.4) 0.52 (0.28-0.96)* 
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SLCO1B1 

(rs4149056) 
T/T 63 (73.2) 107 (66.9) Ref. 

 T/C 20 (23.3) 48 (30.0) 0.75 (0.31-1.8) 

 C/C 3 (3.50) 5 (3.10) 1.0 (0.13-8.2) 

 T/C and C/C 23 (26.8) 53 (33.1) 0.77 (0.40-1.5) 

TNF 

(rs1800629) 
G/G 63 (73.3) 116 (72.5) Ref. 

 G/A and A/A 23 (26.7) 44 (27.7) 0.94 (0.41-2.1) 

TGFB1 

(rs1800470) 
C/C 26 (30.2) 39 (24.4) Ref. 

 C/T 34 (39.6) 83 (51.9) 0.72 (0.35-1.5) 

 T/T 26 (30.2) 38 (23.7) 1.1 (0.50-2.5) 

 C/T and T/T 60 (69.8) 121 (75.6) 0.85 (0.56-1.3) 

TGFB1 

(rs1800471) 
G/G 73 (84.9) 137 (85.6) Ref. 

 G/C and C/C 13 (15.1) 23 (14.4) 1.1 (0.46-2.5) 

IL2 

(rs2069762) 
T/T 48 (55.8) 91 (56.9) Ref. 

 T/G 32 (37.2) 58 (36.2) 1.2 (0.64-2.1) 

 G/G 6 (7.00) 11 (6.90) 1.0 (0.34-3.2) 

 T/G and G/G 38 (44.2) 69 (43.1) 1.1 (0.65-2.0) 

IL10 

(rs1800872) 
C/C 32 (37.2) 63 (39.4) Ref. 

 C/A 44 (51.2) 77 (48.1) 1.1 (0.76-1.6) 

 A/A 10 (11.6) 20 (12.5) 0.91 (0.51-1.6) 

 C/A and A/A 54 (62.8) 97 (60.6) 1.1 (0.81-1.4) 

IL23R 

(rs10889677) 
C/C 33 (38.4) 85 (53.1) Ref. 

 A/C 43 (50.0) 66 (41.3) 1.7 (0.98-3.1) 

 A/A 10 (11.6) 9 (5.60) 3.0 (1.1-8.5)* 

 A/A and A/C 53 (61.6) 75 (46.9) 1.9 (1.3-2.7)* 
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IRF5 

(rs3757385) 
T/T 17 (19.8) 29 (18.1) Ref. 

 T/G 43 (50.0) 79 (49.4) 1.1 (0.48-2.6) 

 G/G 26 (30.2) 52 (32.5) 0.94 (0.38-2.3) 

 T/G and G/G 69 (80.2) 131 (81.9) 1.0 (0.62-1.8) 

NFAT 

(rs10141894) 
G/G 81 (94.2) 150 (93.7) Ref. 

 G/T and T/T 5 (5.80) 10 (6.30) 0.92 (0.22-3.8) 

NFKBIA 

(rs696) 
G/G 30 (34.9) 59 (36.9) Ref. 

 G/A 42 (48.8) 73 (45.6) 0.97 (0.41-2.3) 

 A/A 14 (16.3) 28 (17.5) 0.81 (0.26-2.6) 

 G/A and A/A 56 (65.1) 101 (63.1) 0.92 (0.63-1.4) 

CCR5 

(n=244) 
wt/wt 77 (91.7) 150 (93.7) Ref. 

n=244 wt/Δ32 7 (8.30) 10 (6.30) 1.2 (0.48-3.0) 

aOdds Ratio (calculated by logistic regression using degree of HLA compatibility and ancestry 

as covariates); bRef – genotype used as reference; *p < 0.05.    
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Figure 1: Relative expression of ABCG2 and IL23R detected by RT-qPCR in different 

genotypes of each gene. The transcript expression values are shown in log scale.*: P value < 

0.05. 
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Abstract 

 

The immunosuppressant mycophenolic acid (MPA), derived from the prodrug mycophenolate 

mofetil (MMF), is a drug used widely by kidney transplant recipients. This drug selectively 

inhibits inosine monophosphate dehydrogenase that controls the proliferation of lymphocytes, 

aiding in the prevention of rejection of the transplanted organ. Polymorphisms in key genes 

involved in MMF metabolism may alter the function of the enzymes encoded by them and 

contribute to interindividual variability in the response to the drug and its efficacy. The aim of 

this study was to investigate the association of nine polymorphic variants of eight genes 

involved in MMF pharmacokinetics, with rejection and adverse effects exhibited by kidney 

transplant recipients who use this drug. Our sample comprised 145 patients of the average age 

46.9 ± 12.5 years, who underwent transplantation 7.00 ± 5.71 years ago. The combination of 

the T/C and C/C genotypes of the polymorphism rs11706052 (IMPDH2) was associated with 

a 4.2-fold protection, and the combination of the genotypes A/G and G/G of the 

polymorphism rs7438135 (UGT2B7) showed a 2.4-fold protection, against rejection. The T/T 

genotype of the polymorphism rs2241409 (CES2) was associated with a 7.2-fold increased 

risk of rejection. In the analysis using only patients receiving tacrolimus associated with 

MMF and corticoids, the association of T/C and C/C genotypes in the SNP rs11706052 

(IMPDH2) demonstrated association with protection against rejection of 15.6-fold. Therefore, 

these polymorphisms that showed a strong association with rejection episodes should be 

considered in future studies as new prognostic markers for rejection in patients treated with 

MMF. 

 

Key-words: Renal transplantation, acid mycophenolic, allelic variants, metabolism gene, drug 

transporter gene, rejection episodes.  
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Introduction 

 

Mycophenolate mofetil (MMF) is a drug widely used as an immunomodulator by 

transplant patients [1,2] and patients with autoimmune diseases [3]. MMF is commonly 

combined with calcineurin inhibitors and corticoids in kidney transplant recipients, and they 

act at different stages of the lymphocyte proliferation pathway, inhibiting lymphocyte 

proliferation and preventing organ rejection [4]. 

MMF is a prodrug, which is hydrolyzed to mycophenolic acid (MPA) after oral 

administration (Figure 1). Though this activation of the drug occurs mainly in the liver 

catalyzed by the carboxylesterase enzymes, CES1 and CES2, it may also occur in the intestine 

and blood through the action of CES2 and acetylcholinesterase, respectively [5,6]. Hence, 

polymorphisms in genes responsible for MMF activation may contribute to interindividual 

variations and affect the efficacy of this drug.  

The immunosuppressive activity of MPA occurs through the inhibition of inosine 5'-

monophosphate dehydrogenase (IMPDH) [6], which leads to a reduction in guanine 

nucleotide synthesis that is essential for DNA synthesis. Selective inhibition of T and B 

lymphocyte proliferation occurs because lymphocytes, unlike other cell types, are exclusively 

dependent on the pathway catalyzed by IMPDH, for guanine nucleotide synthesis [7].  

In addition to causing depletion of guanine nucleotides, MPA also induces apoptosis 

in activated T lymphocytes, inhibits the formation of antibodies, and the expression of 

glycoproteins and adhesion molecules responsible for the recruitment of monocytes and 

lymphocytes to sites of inflammation, which occurs during graft rejection [1, 8-9].  

IMPDH has two isoforms, IMPDH1 and IMPDH2, which are located on chromosomes 

7q31.3 and 3p21.2, respectively, and show 84% homology [10]. IMPDH1 is expressed in all 

tissues to maintain the basal level of guanine nucleotides, while IMPDH2 is expressed in 

activated lymphocytes thus increasing their proliferation [1]. Variations in the activity of these 

proteins are observed among patients and can be explained by the presence of genetic 

polymorphisms. However, knowledge of the consequences of polymorphisms and their 

association with the response to MPA treatment is still scarce [2].  

The inactivation of MPA is catalyzed by uridine 5'-diphospho-

glucuronosyltransferases (UGTs). The UGT2B7 enzyme transforms MPA into MPA acyl 

glucuronide (AcMPAG) and the enzyme UGT1A9 transforms MPA into MPA glucuronide 

(MPAG). These two metabolites are excreted in the urine and bile. Biliary excretion is 

performed by multidrug resistance protein 2 (MRP2/ABCC2) and organic anion-transporting 
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polypeptides (SLCO1B1) present on the surface of hepatocytes, and a part of the excreted 

MPAG undergoes intestinal bacterial deconjugation, returns to its active form, and contributes 

to the enterohepatic recirculation of MPA [8, 11-12].  

Polymorphisms in genes related to MMF activation (CES1 and CES2), the mechanism 

of action (IMPDH1 and IMPDH2), drug transporters (ABCC2 and SLCO1B1), and MPA 

inactivation (UGT1A9 and UGT2B7), may affect drug availability and cause interindividual 

variations in the efficacy of treatment with MPA. In this study, we selected nine single 

nucleotide polymorphisms (SNPs) in genes that are involved in the 

pharmacokinetics/pharmacodynamics of MMF to assess whether they contribute to the 

incidence of rejection in kidney transplant recipients. 

 

 

Methods 

 

Population studied 

A total of 145 kidney transplant recipients undergoing post-transplant treatment at the 

Kidney Institute of Londrina (Londrina, PR, Brazil) and that immunosuppressive therapy 

consisted of MMF and corticosteroid combined or not with a calcineurin inhibitor or mTOR 

inhibitor were selected. These patients were classified into two groups, those who had graft 

rejection episodes (N = 49) and those with none (N = 96). Graft rejection episodes were 

confirmed by histopathological examination of the graft material obtained through biopsy.  

The research protocol was approved by the Ethics Committee for Research in Human 

Beings at the State University of Londrina (CEP/UEL 153/2013 CAAE: 

18263413.4.0000.5231). Patients signed a Free and Informed Consent Form, filled a 

questionnaire regarding lifestyle and history of environmental exposure. Patients were 

considered smokers and/or alcoholics when they in an interview responded to consuming any 

amount of cigarettes or alcohol. Peripheral blood samples (1 mL) were collected 

intravenously from each patient in vacuum blood collection tubes (EDTA 6%) (Labor Import, 

Osasco, Brazil).  

Information regarding the transplantation process, such as immunosuppressive 

therapy, graft rejection history, and diseases frequently developed after transplantation, were 

obtained from medical records of the patients.   

 

Analysis of polymorphic allelic variants 
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Genomic DNA was extracted from 200 µL of blood, using the mini spin extraction kit 

(KASVI, Curitiba, Brazil; code K9-0250), following the manufacturer's recommendations. 

DNA samples were quantified using a NanoDrop 2000 spectrophotometer (ThermoScientific, 

Waltman, MA, USA). Genotyping was performed by real-time PCR in a Quantica 

thermocycler (TECHNE, Staffordshire, UK), using 0.5 µL TaqMan® SNP Genotyping 

Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 5 µL TaqMan Genotyping Master Mix 

(Applied Biosystems) and 5 ng of genomic DNA. Table 1 shows the genes and their 

respective SNPs evaluated.  

 

Statistical analysis 

The continuous variables age (years) and time after transplantation (years), and the 

categorical variables (gender, degree of HLA compatibility, tobacco and alcohol 

consumption, use of immunosuppressive drugs, development of cancer and diabetes after 

transplantation) were compared in groups of patients according to graft rejection episodes, 

using the Student's t-test.  

Associations between graft rejection episodes and genotypes were performed using 

multivariate logistic regression analysis with SPSS version 20 (IBM, Armonk, NY, USA), 

and results presented as Odds Ratios (OR) with a 95% confidence interval (CI). The time after 

transplantation, alcohol consumption and use of the immunosuppressive tacrolimus and 

ciclosporine (p < 0.2 in the univariate logistic regression analysis) were included to adjust the 

multivariate model. 

Associations between graft rejection episodes and genotypes were performed in 

patients receiving ciclosporin (N = 20) or tacrolimus (N = 89) associated with MMF and 

corticoids as immunosuppressants. The time after transplantation and alcohol consumption 

were included to adjust the multivariate model. 

 

Results 

 

Table 2 shows the general and clinical characteristics of patients who exhibited 

(33.8%) and those who did not exhibit (66.2%) rejection. Differences were observed between 

the averages of two variables—time after transplantation and alcohol consumption (Student's t 

test, p < 0.050).  
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Of the nine SNPs evaluated, rs11706052 (IMPDH2) and rs7438135 (UGT2B7) 

showed a significant association with protection against rejection episodes and rs2241409 

(CES2) was associated with an increased risk of rejection (Table 3).  

The frequency of the C/C genotype of rs11706052 (IMPDH2) was 1.4%. Since only 

two patients were carriers of this genotype, we performed the analysis using the sum of T/C 

and C/C genotypes. In the multivariate logistic regression analysis, patients with T/C and C/C 

genotypes showed a 4.2-fold increased protection against rejection. 

Patients with the G/G and A/G genotypes in rs7438135 (UGT2B7) showed a 2.4-fold 

increased protection against rejection. The T/T genotype of rs2241409 (CES2) was associated 

with a 7.2-fold increased risk of rejection.  

When the analysis was performed among patients receiving cyclosporine or tacrolimus 

associated with MMF and corticoids,  it was observed association with rejection only between 

the association of T/C and C/C genotypes in the SNP rs11706052 (IMPDH2) with a 

protection against rejection 15.6-fold (OR = 0.064 (0.009-0.463) p = 0.006), in patients who 

take tacrolimus.  

The SNPs rs62028647 (CES1), rs2278293 (IMPDH1), rs6714486 (UGT1A9), 

rs717620 (ABCC2), rs2273607 (ABCC2), and rs4149056 (SLCO1B1) were not associated 

with the risk of graft rejection.  

 

 

Discussion 

 

In the present study it was observed that renal transplant patients who used any 

amount of alcohol had an increase of rejection episodes. According to a review performed by 

Parker et al. [13], the alcohol after transplantation is associated with poor medication 

compliance and this may increase risk of graft loss. Others authors showed that the intake of 

alcohol may induce complications like hypertension [14], that contribute to kidney injure and 

consequently with for occurrence of rejection. Patients with more time after transplant also 

present increasing in rejection episodes (Table 2); this can be explained by the appearance of 

complications such as diabetes, nephrotoxicity caused by immunosuppressive drugs, chronic 

allograft dysfunction, infection and cancer; these side effects has significant negative long-

term consequences that may well be worse with the increase of ages [15]. 

Hydrolysis of MMF is the first step in the pharmacokinetics of this drug, which is 

performed primarily by the genes, CES1 and CES2. In this study, no association was observed 
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between the SNP rs62028647 (CES1) and episodes of rejection. However, our results 

demonstrate that patients with the T/T genotype of the SNP rs2241409 (CES2) had a 7.2-fold 

increased risk of graft rejection. Fujiyama et al. [5] found no association between this SNP 

and episodes of acute rejection in 80 Japanese renal transplant patients, 28 days after 

transplantation. They assessed the association of rs2241409 with interindividual variation in 

MPA pharmacokinetics, and found no significant differences in dose-adjusted Cmax, AUC0–6 

and tmax values for MPA between different CES2 genotype groups. They also found that the 

dose-adjusted AUC0–12 of MPAG was significantly greater in recipients with the CES2 T 

allele than in those with the C allele; however, this observation was not explored further. 

There is scarce data on the contribution of rs2241409 to CES2 function.  Therefore, 

future studies with larger samples may shed more light on the function of this SNP and its 

influence on the prognosis of graft rejection in kidney transplant recipients.  

The immunosuppressive activity of MPA occurs through the selective inhibition of 

IMPDHs, enzymes responsible for the synthesis of purines that are essential for the 

proliferation of T and B-lymphocytes [16]. Thus, quantitative or qualitative changes in these 

enzymes interfere with immune responses and may alter the efficacy of immunosuppressive 

therapy. 

In this study, the presence of at least one C allele (T/C and C/C) in the SNP 

rs11706052 (IMPDH2) resulted in a 4.2-fold increased protection against rejection. When this 

SNP was associated with the occurrence of rejection episodes only among patients who used 

the immunosuppressive drugs MMF, tacrolimus and corticoid, the protection observed 

increased to more than 15-fold. This result warrants future studies, since conflicting data have 

been reported previously. Several studies have found no association between this SNP and 

rejection episodes in renal transplant recipients [2, 17-19]. However, Sombogaard et al. [17] 

demonstrated its association with the lowest inhibition of IMPDH2 in 101 MMF-treated 

kidney transplants, six days after transplantation, observing that patients with this 

polymorphic variant showed higher IMPDH2 enzyme activity and reduced the anti-

proliferative effect of MPA on lymphocytes. Pazik et al. [18] reported that the C allele of 

rs11706052 is associated with reduced incidence of leukopenia in renal transplant patients, 

whereas Grinyó et al. [20] reported an association between this allele and a 3.39-fold 

increased risk of rejection, in the first year after transplantation. 

The lack of replicability of the effects of rs11706052 on rejection episodes can be 

attributed to differences in the post-transplant time points chosen for evaluation. Here, we 

evaluated patients who developed both acute and chronic rejection, with post-transplant times 
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ranging from six months to 27 years (average 7.00 ± 5.71 years). Grinyó et al. [20] and Shah 

et al. [19] studied the association of rs11706052 with rejection only during the first year post-

transplantation. 

In the present study, it was not find a significant association between rs2278293 

(IMPDH1) and rejection episodes in kidney transplant recipients, consistent with other studies 

[2, 19, 21]. However, it has been reported to be associated with a lower incidence of rejection 

in kidney transplant recipients during the first year post-transplantation (OR = 0.34, p = 

0.008) [22]. 

We found that the G (G/G and G/A) allele of the SNP rs7438135 (UGT2B7) is 

associated with a 2.4-fold protection against rejection. Some studies suggest that the presence 

of the G variant in this SNP is related to lower UGT2B7 protein activity, compared to the A 

allele [23-24].  

Duguay et al. [23] evaluated the function of the haplotype -1248G, -1241C, -1054C, -

842A, -268G, and -102C in the proximal promoter region of UGT2B7, using plasmids 

containing different associations of these polymorphisms. They observed a 2-fold increase in 

gene activity, suggesting that higher transcriptional activity is caused by the A-allele of the -

842 polymorphism (rs7438135). It was also suggested that this variant should have a minimal 

impact on the binding of transcription factors, and that it is unlikely that it alters the rate of 

glucuronidation of drugs. Matic et al. [24] studied the effect of this polymorphism in 

newborns who received morphine and suggested that the G allele led to reduced UGT2B7  

gene activity, compared to the A allele, because patients with the GG genotype reached higher 

plasma concentrations of morphine.  

Protection against rejection in patients with at least one G allele may be attributed to 

the decreased activity of UGT2B7, which is one of the factors responsible for MPA 

inactivation by transforming MPA into MPA-acyl-glucuronide. Lower UGT2B7 activity thus 

results in MPA being active for a longer time, which in turn lowers the risk of rejection.  

Based on previous reports and our findings, we suggest that the SNPs rs2241409 

(CES2), rs11706052 (IMPDH2), and rs7438135 (UGT2B7) be studied in further studies to 

validate them as prognostic markers of graft rejection in renal transplant patients.  

 

 

Conclusion 
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The results observed in the present study regarding the SNP rs11706052 (IMPDH2) 

contradict previously reported data. The lack of replicability of these results precludes 

validation of this gene as a marker. Therefore, we suggest that this SNP be analyzed with 

caution.  

The SNPs rs11706052 (IMPDH2) and rs7438135 (UGT2B7), are associated with a 

lower risk of rejection, whereas the SNP rs2241409 (CES2) is associated with an increased 

risk of rejection.  
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Table 1: Genes evaluated in renal transplant patients, their polymorphisms and type of mutation that 

originated them and function.  

 

 

Gene SNP_ID 
Nomenclatura 

alternativa 
Change 

Chromosome 

location 
Function Reference  

       

CES1 rs62028647 S82L (356C>T) Exon (Ser83Leu) 16q22.2 Function unknown - 
       

CES2 rs2241409 
IVS10-108C>T 

(8721C>T) 
Intron 16q22.1 

No significant 

differences in MPA 

pharmacokinetics were 

observed between  

genotype groups.  

Fujiyama et al. 

[5] 

       

IMPDH1 rs2278293 IVS7+119G>A Intron 7q31.3 Function unknown - 
       

IMPDH2 rs11706052 
IVS7+10T 

(3757T>C) 
Intron 3p21.2 

Increased IMPDH 

activity in MMF-treated 

renal transplant patients  

Sombogaard 

et al. [17] 

       

UGT1A9 rs6714486 -275T>A Promoter 2q37 

Increased 

glucuronidating activity 

in liver using MMF 

substrates 

Girard et al. 

[25] 

       

UGT2B7 rs7438135 
-842G>A/ -

900G>A 
Promoter 4q13 

tSNP; Function unknown  
 

Increased 

UGT2B7 activity in 

patients treated with 

morphine 

Tian et al. [26] 

Matic et al. 

[24] 

 

       

ABCC2 rs717620 -24C>T Promoter (5’UTR) 10q24 

Associated with mild 

liver dysfunction and  

significantly higher dose 

MPA levels 

in renal recipients. 

Naesens et al. 

[27] 

 rs2273697 1249G>A Exon (Val417Ile)  

Not affect protein 

expression levels, but 

may result in different 

substrate specificities 

Hirouchi et al. 

[28] 

       

SLCO1B1 rs4149056 
521T>C 

(SLCO1B1*5) 
Exon (Val174Ala) 12p 

Reduced transporter 

activity 
Niemi, [29] 
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Table 2: General and clinical characteristics of kidney transplant patients (145) who developed and 

who did not develop rejection episodes. 

Characteristics of 

patients 

 General  
With rejection 

episode(s) 
 

Without rejection 

episode(s) 
 p-

value
d 

 N (%) Média ± SD
c  N (%) Média ± SD  N (%) Média ± SD  

Age (years)  145 (100) 46.9 ± 12.5  49 (100) 45.9 ± 11.9  96 (100) 47.4 ± 12.8  0.498 

Time after 

transplantation 

(years) 

 145 (100) 7.00 ±5.71  49 (100) 8.56 ± 7.07  96 (100) 6.21 ± 4.72  0.018* 

Gender           0.199 

Men  81 (55.9) -  31 (63.3) -  50 (52.1) -   

Women  64 (44.1) -  18 (36.7) -  46 (47.9) -   

Degree of HLA
a
 

compatibility 
          0.208 

Live HLA-identical  20 (13.8) -  5 (10.2) -  15 (15.6) -   

Live HLA-

haploidentical 
 72 (49.7) -  23 (46.9) -  49 (51.0) -   

Deceased unrelated 

donor 
 53 (36.6) -  21 (42.9) -  32 (33.3) -   

Smoker (yes)  8 (5.50) -  3 (6.10) -  5 (5.20) -  0.826 

Drinker (yes)  18 (12.4) -  11 (22.4) -  7 (7.30) -  0.024* 

Use of 

immunosuppressive 
           

Cyclosporine  20 (13.8) -  10 (20.4) -  10 (10.4) -  0.135 

Tacrolimus  89 (61.4) -  25 (51.0) -  64 (66.7) -  0.068 

Sirolimus  10 (6.90) -  4 (8.20) -  6 (6.30) -  0.683 

MMFb  145 (100) -  49 (100) -  96 (100) -  - 

Steroids  145 (100) -  49 (100) -  96 (100) -  - 

Development of 

disease 
           

Cancer  8 (5.50) -  4 (8.2) -  4 (4.2) -  0.372 

Diabetes  35 (24.1) -  14 (28.6) -  21 (21.9) -  0.392 
a
HLA – Human Leukocyte Antigen, 

b
MMF – mycophenolate mofetil, 

c
standard deviation, 

 d
p-values 

calculed by Student’s t-test for independent samples comparing patients with rejection and without 

rejection; *p<0.050.  
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Table 3: Genotypic frequencies of genes CES1, CES2, IMPDH1, IMPDH2, 

UGT1A9, UGT2B7, ABCC2 and SLCO1B1 in 145 kidney transplant patients, 

and the association between gene polymorphisms and rejection episodes. 

Genes 

(SNP_ID) 
Genotypes 

With rejection 

episode(s) 

n (%) 

Without 

rejection 

episode(s) 

n (%) 

Odds Ratio 

(IC95%)
 

p-

value
a
 

CES1 

(rs62028647) 
C/C 4 (8.2) 7 (7.3) Ref.b  

 C/T 45 (91.8) 89 (92.7) 0.92 (0.24-3.6) 0.90 

CES2 

(rs2241409) 
C/C 26 (53.1) 64 (66.7) Ref.  

 T/C 17 (34.7) 30 (31.2) 1.4 (0.61-3.3) 0.42 

 T/T 6 (12.2) 2 (2.1) 7.2 (1.1-46) 0.038* 

 T/C and T/T 23 (46.9) 32 (33.3) 1.8 (0.80-4.0) 0.16 

IMPDH1 

(rs2278293) 
G/G 14 (28.6) 32 (33.3) Ref.  

 A/G 19 (38.8) 43 (44.8) 1.0 (0.38-2.7) 1.0 

 A/A 16 (32.6) 21 (21.9) 1.8 (0.61-5.1) 0.30 

 A/G and A/A 35 (71.4) 64 (66.7) 1.2 (0.54-2.9) 0.61 

IMPDH2 

(rs11706052) 
T/T 45 (91.8) 70 (72.9) Ref.  

 T/C and C/C 4 (8.20) 26 (27.1) 0.24 (0.071-0.78) 0.018* 

UGT1A9 

(rs6714486) 
T/T 42 (85.7) 86 (89.6) Ref.  

 T/A and A/A 7 (14.3) 10 (10.4) 1.4 (0.45-4.2) 0.58 

UGT2B7 

(rs7438135) 
A/A 24 (49.0) 28 (29.2) Ref.  

 A/G 23 (46.9) 57 (59.4) 0.45 (0.20-1.0) 0.060 

 G/G 2 (4.1) 11 (11.4) 0.22 (0.037-1.3) 0.095 

 A/G and G/G 25 (51.0) 68 (70.8) 0.41 (0.19-0.92) 0.030* 

ABCC2 

(rs717620) 
C/C 34 (69.4) 58 (60.4) Ref.  

 C/T 13 (26.5) 34 (35.4) 0.68 (0.29-1.6) 0.38 

 T/T 2 (4.1) 4 (4.2) 0.67 (0.085-5.3) 0.71 
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 C/T and T/T 15 (30.6) 38 (39.6) 0.68 (0.30-1.5) 0.36 

ABCC2 

(rs2273697) 
G/G 29 (59.2) 59 (61.4) Ref.  

 G/A 18 (36.7) 31 (32.3) 1.1 (0.46-2.6) 0.84 

 A/A 2 (4.10) 6 (6.3) 0.63 (0.085-4.6) 0.65 

 G/A and A/A 20 (40.8) 36 (38.6) 1.0 (0.44-2.3) 0.97 

SLCO1B1 

(rs4149056) 
T/T 33 (67.3) 60 (62.5) Ref.  

 T/C 14 (28.6) 31 (32.3) 0.91 (0.39-2.1) 0.82 

 C/C 2 (4.1) 5 (5.2) 1.0 (0.16-6.4) 1.0 

 T/C and C/C 16 (32.7) 36 (37.5) 0.92 (0.41-2.1) 0.84 

a
p-values for the association test derived from the logistic regression using for 

time after transplantation, drinker and use of cyclosporine or tacrolimus as 

covariates, 
b
Ref - values taken as a reference, *p<0.050. 
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Figure 1: Genes involved in absorption, mechanism of action, metabolism and excretion 

of mycophenolate of mofetil (MMF). MPA: Mycophenolic acid; AcMPAG: Acyl 

mycophenolic acid glucuronide; MPAG: 7-O-mycophenolic acid glucuronide. 
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Abstract 

 

Tacrolimus, an immunosuppressant used widely to prevent solid organ transplant rejection, 

shows great interindividual pharmacokinetic variability, which may result from 

polymorphisms in metabolism and drug transport genes that alter its oral bioavailability. As 

this drug has a narrow therapeutic window and shows large interindividual pharmacokinetic 

variability, patients are monitored to ensure that the optimal plasma concentration of 

tacrolimus is maintained to minimize the incidence of rejection episodes and adverse effects. 

In this study it was evaluated the association between single nucleotide polymorphisms (SNP) 

in drug metabolism/transport genes (CYP3A4, CYP3A5, CYP2E1, POR, ABCB1, ABCC2, 

ABCG2 and SLCO1B1) with plasma concentrations of tacrolimus in 55 renal transplant 

patients, one, two, and three months post-transplantation. Genotyping of the polymorphisms 

was performed using TaqMan SNP genotyping Assay. Our results indicate that the 

polymorphisms rs4646437 (CYP3A4) and rs776746 (CYP3A5) influence tacrolimus 

pharmacokinetics during the first three months after transplantation. In both polymorphisms 

the G/A and A/A genotypes were associated with a lower adjusted dose of tacrolimus, 

compared to the G/G genotypes. Thus, these results suggest that these markers should be 

assessed in multicenter studies so that they may be used in future clinical practice. 
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Introduction 

 

The drug tacrolimus is used widely in transplant patients to suppress the immune 

system, reduce the risk of graft rejection, and improve patient survival (O’Callahhan, 2008). 

Therapeutic monitoring of this drug has been recommended because of its narrow therapeutic 

window and wide interindividual pharmacokinetic variability. This variability is pronounced 

among different ethnicities, African-American patients required a 37% mean higher dose of 

tacrolimus than Caucasian patients to achieve comparable blood concentrations (Neylan, 

1998).  

Pharmacokinetic testing has shown that certain CYP3A4 and CYP3A5 genetic 

polymorphisms (Staatz; Goodman; Tett, 2010; Onizuka et al., 2011; Kurzawski et al., 2014) 

and P-glycoprotein transporters polymorphisms (Staatz; Goodman; Tett, 2010), although not 

the sole variables, they are responsible for affecting tacrolimus blood concentrations.  

Polymorphisms in these genes may contribute to the poor correlation observed 

between administered doses and plasma concentrations achieved (Zununi et al., 2015), and 

also interfere with the therapeutic response. Therefore, patients who metabolize the drug more 

efficiently and eliminate it rapidly from the body, have low plasma levels, which can trigger 

rejection, whereas poor metabolizers may have supratherapeutic concentrations, resulting in 

increased adverse effects such as hypertension, nephrotoxicity, neurotoxicity, 

hypercholesterolemia, diabetes mellitus, and cancer (Elens et al., 2011; Ponticelli, 2005; 

Fraile et al., 2009). 

The polymorphism, rs776746, in CYP3A5 at position 6986 A>G is well characterized 

with respect to its influence on tacrolimus pharmacokinetics. The G allele (CYP3A5*3) causes 

a nonfunctional splicing defect (Xie et al., 2004), resulting in a truncated protein and reduced 

CYP3A5 enzyme activity (Tada et al., 2005). Patients with the G/G genotype (referred to as 

CYP3A5 "non-expressers") show a higher normalized concentration of tacrolimus than those 

with at least one allele A (CYP3A5*1) (Staatz; Goodman; Tett, 2010; Terrazzino et al., 2012). 

The rs776746 polymorphism is currently the most reliable indicator of the required 

dose of tacrolimus for each patient. However, this SNP can explain only one-third of the 

interindividual variability in tacrolimus pharmacokinetics (Li et al., 2015), suggesting that 

other polymorphisms, such as SNPs in CYP3A4 and POR, may affect this process. It has been 

suggested that patients with the T allele (T/T and T/C) for rs35599367 (CYP3A4) require a 

lower dose of tacrolimus than patients with the C/C genotype (Hesselink et al., 2014). This is 

associated with reduced mRNA/protein expression promoted by the T allele (Wang; Sadee, 
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2016). Hence, patients with this allele metabolize tacrolimus more slowly and thus require 

lower doses of it.  

The POR gene encodes the protein cytochrome P450 oxidoreductase, which donates 

electrons to all cytochrome P450 enzymes (CYPs), and SNPs in this gene may alter drug 

metabolism mediated by CYPs (Hart; Zhong, 2008). The best known SNP of this gene is 

rs1057868, which induces an amino acid substitution (C>T, Ala503Val) and results in a 

modest decrease in the activity of this protein (Huang et al., 2008). The contribution of this 

SNP to interindividual variability of tacrolimus is controversial, with some studies showing 

that patients with the T (T/T and T/C) allele for this SNP require higher doses of tacrolimus, 

compared to patients with the C/C genotype, in individuals who express CYP3A5 [14]. 

However, a lack of association between this SNP and tacrolimus concentration has also been 

reported (Liu et al., 2016). 

In addition to polymorphisms in metabolic genes, those in drug transporter genes 

may also affect pharmacokinetics, notably, polymorphisms in the P-glycoprotein gene, 

encoded by the multidrug resistance gene 1 (MDR1) (Terrazzino et al., 2012; Saeki et al., 

1993). 

Studies on the functional effects of major SNPs in this gene (3435C>T, 1236C>T, 

and 2677G>T/A) on tacrolimus pharmacokinetics showed contradictory results (Staatz; 

Goodman; Tett, 2010). The TTT haplotype formed by these SNPs reduces ABCB1 protein 

activity in a significant way when the CYP3A5 activity is low (CYP3A5*3/*3 nonexpressors). 

Therefore, carriers of this haplotype require lower doses of tacrolimus to reach the same 

plasma concentrations than those with CGC haplotypes (Wang et al., 2006; Vanhove et al., 

2016). Analysis of the isolated SNP rs1045642, revealed the association of the CT genotype 

with higher adjusted plasma concentrations of tacrolimus, relative to the CC genotype (Ruiz 

et al., 2015).  

The ABCC2 and ABCG2 genes encode apical efflux transport proteins important in 

the biliary excretion of phase II conjugates (Vanhove et al., 2016; Takano; Yumoto; 

Murakami, 2006). Ogasawara et al. (2013) evaluated the association of the polymorphisms 

rs2231142 (ABCG2), rs717620, and rs2273697 (ABCC2) with tacrolimus concentration and 

found that the G/A and A/A genotypes of rs2273697, which result in increased ABCC2 

enzyme activity, was associated with a lower adjusted concentration of tacrolimus, compared 

to the G/G genotype.  

To evaluate whether polymorphisms in drug metabolism (CYP3A4, CYP3A5, 

CYP2E1, POR) and transport (ABCB1, ABCC2, ACBG2, SLCO1B1) genes influence 
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tacrolimus pharmacokinetics, their association with adjusted plasma concentration of 

tacrolimus during the first three months after transplantation was investigated. 

 

 

Materials and Methods 

 

Patients  

This was a single center, retrospective, cohort study of kidney transplant patients (N 

= 55) who received transplants between the years 2004 and 2013 and regularly underwent 

medical monitoring at the Kidney Institute of Londrina (Paraná State, Brazil).  

The experiments were approved by Ethics Committee on Human Research of the 

State University of Londrina, (CEP/UEL 153/2013 CAAE: 18263413.4.0000.5231). Written 

informed consent and a questionnaire about their lifestyle were obtained from all study 

participants. Immunosuppressive therapy consisted of tacrolimus, mycophenolate mofetil and 

corticosteroids, in the first three months of transplantation.  Additional data such as doses and 

plasma concentrations of tacrolimus, creatinine levels, weight and age were obtained from 

medical records. Venous blood samples (1 mL) were collected using vacuum tubes - EDTA 

6% (Labor Import, Brazil). 

 

Estimative of the glomerular filtration rate (eGFR) and plasma concentration of 

tacrolimus   

The eGFR is used to evaluation of kidney function. The patients’eGFR were 

calculated in the first 3 months after transplantation, from the abridged Modification of Diet 

in Renal Disease formula (MDRD-4), modified by Levey et al. (2000). This calculation is 

based on the serum creatinine; take into account the influences of age, gender, and race. 

Plasma concentrations of tacrolimus were obtained by immunoassays conducted by 

the University Hospital of the State University of Londrina, as part of the routine monitoring 

of patients and were obtained from the analysis of the medical records. The tacrolimus 

concentrations were adjusted based on weight, daily dose, and plasma concentrations from 

each patient after 1, 2 and 3 months of transplantation, dividing the plasmatic concentration 

(ng mL
-1

) by the daily dose (mg kg
-1

).  

 

Analysis of polymorphic allelic variants 

Genomic DNA was extracted from 200 µL of blood, using the mini spin extraction 
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kit (KASVI, Curitiba, Brazil; code K9-0250), following the manufacturer's recommendations. 

DNA samples were quantified using a NanoDrop 2000 spectrophotometer (ThermoScientific, 

Waltman, MA, USA). Genotyping was performed by real-time PCR in a Quantica 

thermocycler (TECHNE, Staffordshire, UK), using TaqMan® SNP Genotyping Assays 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), TaqMan Genotyping Master Mix (Applied 

Biosystems), and 5 ng of genomic DNA for each of the analyzed genes. Table 1 shows the 

genes and their respective SNPs evaluated.  

 

Statistical analysis   

All results are expressed as the mean ± standard deviation (SD). The tacrolimus 

concentration were associated with different genotypes by Mann-Whitney U-test using 

SPSS
®

20 statistical software (IBM; Armonk, NY, USA). P-value less than 0.05 was 

considered to be statistically significant. Analysis of Hardy-Weinberg equilibrium and 

analysis of linkage disequilibrium was performed using HAPLOVIEW version 4.1 (Barrett et 

al., 2005). 

 

 

Results 

 

The 55 patients who were taking tacrolimus included 26 women and 29 men with an 

average age of 40.1 ± 13.0 years. Of these patients, 34 (61.8%) received grafts from living 

donors - seven with identical Human Leukocyte Antigen (HLA) and 27 with haploidentical 

HLA. The remaining patients (38.2%) received grafts from deceased donors. Table 2 shows 

the average values of the main parameters analyzed in the first three months after renal 

transplantation, such as body weight, serum creatinine level, eGFR, tacrolimus dose (mg/day), 

tacrolimus plasma concentration (ng/ml), and ajusted plasma concentration (ng ml
-1

/mg
 
kg

 -1
). 

Allele frequencies of the 11 SNPs evaluated are in Hardy-Weinberg equilibrium. 

Linkage disequilibrium was observed between three SNPs: rs4646450 (CYP3A5) and 

rs776746 (CYP3A5) (D′=1.00; r
2
=0.57); rs4646450 (CYP3A5) and rs4646437 (CYP3A4) 

(D′=0.84; r
2
=0.39); and rs4646437 (CYP3A4) and rs776746 (CYP3A5) (D′=0.88; r

2
=0.74) 

(data not shown). 

Of these SNPs, only rs776746 (CYP3A5) and rs4646437 (CYP3A4) showed a 

significant association with the adjusted dose of tacrolimus (ng ml
-1

/mg kg
-1

) in the first three 

months after transplantation. In both polymorphisms, the G/A and A/A genotypes were 
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associated with a lower adjusted dose of tacrolimus, compared to the G/G genotype (Table 3). 

 

 

Discussion  

 

The wide variability in the effective dose of tacrolimus required to reach optimal 

therapeutic levels, observed among transplant patients is due to several factors, including age, 

gender, body weight, drug interactions, and genetic factors, such as polymorphisms that play a 

critical role in the pharmacokinetics of this drug (Vannaprasaht et al., 2013).  

The influence of SNP rs776746 (CYP3A5*3) on the pharmacokinetics of tacrolimus 

has been well characterized. In this study was performed the analysis of this SNP to confirm 

its impact in the group evaluated.  

Two polymorphisms in CYP3A5 (rs776746 and rs4646450) were evaluated. As 

expected, we found an association of rs776746 with the ajusted plasma concentrations of 

tacrolimus. Patients with the G/G genotype showed higher adjusted plasma concentrations of 

tacrolimus [(ng mL
-1

)/(mg kg
-1

)], compared to the CYP3A5-expressing genotypes (A/A and 

A/G). This result is consistent with the results of Kurzawski et al. (2014), who evaluated this 

association (7 days, and 1, 3, 6, and 12 months after transplantation) in 244 renal transplant 

patients and found that the CYP3A5-expressing genotypes resulted in lower adjusted plasma 

tacrolimus concentration. 

We analyzed the doses administered to patients expressing CYP3A5 (genotype A/G 

and A/A of the SNP rs776746) and found that they required higher doses of tacrolimus in the 

second (14.1 ± 5.5 vs 10.0 ± 2.9, p = 0.002) and third (13.04 ± 5.7 vs 8.69 ± 3.02, p = 0.002) 

month after transplantation, compared to CYP3A5 (G/G) non-expressing patients (data not 

shown). These findings corroborate the previous finding that CYP3A5-expressing patients, in 

addition to requiring higher doses of tacrolimus, have lower normalized plasma 

concentrations (Chen et al., 2014). 

The polymorphism rs4646450 (CYP3A5) showed a lower influence on tacrolimus 

pharmacokinetics. Patients with the genotypes G/A and A/A showed adjusted tacrolimus 

concentration in the three time points examined, although these difference were nor 

significant when compared using the Mann-Whitney U test. 

In this study also was found an association between rs4646437 (CYP3A4) and the 

ajusted tacrolimus concentrations in the three time points examined.Similar results were also 

observed by Li et al. (2014), that observed in Chinese renal transplant recipients association 
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between the genotypes G/G of this SNP with the higher concentration/dose of tacrolimus 

when compared to the genotypes A/A and A/G. This association is probably related to the 

linkage disequilibrium observed between rs4646437 and the two assessed polymorphisms of 

the CYP3A5 gene.  

There was no significant association between rs35599367 (CYP3A4) and the adjusted 

dose of tacrolimus. It has been shown that rs35599367 is associated with decreased enzyme 

activity (Pallet et al., 2015). Thus, carriers of this polymorphism (C/T or T/T) may require 

lower doses of tacrolimus to achieve the desired concentration. Moreover, carriers of the C/T 

genotype show a significant association with higher adjusted tacrolimus concentrations, only 

three months after transplantation (Kurzawski et al., 2014). However, our results showed no 

significant association.  

Tacrolimus is transported by the ABCB1 drug efflux pump. Thus, polymorphisms in 

ABCB1 may influence its pharmacokinetics. Here, we assessed the association of the SNP 

rs1045642 (3435C>T) with the adjusted concentration of tacrolimus. This SNP affects mRNA 

stability and causes its rapid degradation after synthesis (Wang et al., 2005). We found no 

evidence of an association between rs1045642 and the adjusted concentration of tacrolimus, 

consistent with previous studies (Kurzawski et al., 2014; Tada et al., 2005; Chen et al., 2014). 

Thus, rs1045642 does not seem to affect tacrolimus pharmacokinetics in renal transplant 

patients.  

Other drug transport genes evaluated participate in the transport of tacrolimus from the 

liver to biliary and renal excretion (Sánchez-Lázaro et al., 2015). These genes did not show 

association with tacrolimus concentrations in the examined time points after transplantation, 

suggesting that their polymorphic variants have no significant impact on tacrolimus 

pharmacokinetics. 

 

 

Conclusion 

 

Individualized pharmacogenetic-based immunotherapy is expected to play a key role 

in future medical practice, as patients’ genetic information may provide additional 

information for determining the most effective drug dose and minimizing toxicity, to design 

the most favorable immunosuppressive treatment for each patient.  

Our results confirm the impact of rs4646437 (CYP3A4) and rs776746 (CYP3A5) 

polymorphisms on tacrolimus pharmacokinetics and suggest that they may be useful markers 
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for accurately predicting the most effective initial dose of immunosuppressant after renal 

transplantation . 
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Table 1: Genes and respective polymorphisms (SNPs) evaluated in renal transplant 

patients; the type of mutation that originated each SNP and its chromosomal location. 

 

Gene SNP Alternative nomenclature Change 
Chromosome 

location 
     

CYP3A4 rs35599367 15389C>T (CYP3A4*22) Intron 7q22.1 

 rs4646437 - Intron  
     

CYP3A5 rs776746 6986A>G (CYP3A5*3) 
Intron, splice 

acceptor variant 
7q21.1 

 rs4646450 - Intron   
     

CYP2E1 rs3813867 -1295G>C (CYP2E1*5B) Promoter 10q24.3 

     

POR rs1057868  A503V (POR*28) 
Exon 

(Ala503Val) 
7q11.2 

     

ABCB1 rs1045642 3435C>T 
Exon 

(Ile1145Ile) 
7q21.12 

     

ABCC2 rs717620 -24C>T 
Promoter 

(5’UTR) 
10q24 

 rs2273697 1249G>A 
Exon 

(Val417Ile) 
 

     

ABCG2 rs2231142 421C>A 
Exon 

(Lys141Gln) 
4q22 

     

SLCO1B1 rs4149056 521T>C (SLCO1B1*5) 
Exon 

(Val174Ala) 
12p 
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Table 2: Values (mean ± SD
a
) of different parameters analyzed in the first 

three months after renal transplantation in patients taking tacrolimus. 

Parameters 
 Month  

 1  2  3 

Body weight (kg)  62.3 ± 15.0  63.5 ± 14.5  65.3 ± 14.6 

Serum creatinine
 (mg dL-1)  1.68 ± 1.40  1.47 ± 0.53  1.46 ± 0.45 

eGFR
b
 (ml min-1 per 1.73 m2)  57.1± 23.6  59.7 ± 26.5  58.7 ± 23.6 

Tacrolimus dose (mg per day)   12.5 ± 3.70  11.7 ± 4.62  10.5 ± 4.83 

Tacrolimus C0 (ng ml-1)  12.8 ± 7.17  13.8 ± 9.30  11.8 ± 4.60 

Tacrolimus C0/dose/W  

(ng ml-1/mg kg-1) 
 67.9 ± 42.7  83.4 ± 66.8  92.4 ± 69.1 

aSD: standard deviation; beGFR: glomerular filtration rate estimated by Modification 

of Diet in Renal Disease formula (MDRD).  
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Table 3: Comparison of the adjusted concentration of tacrolimus (ng mL
-1

)/(mg kg
-1

) three 

months after transplantation with different genotypic variants. 

Gene Genotype N (%) 
Adjusted concentration of tacrolimus 

Month 1 p
a
 Month 2 p Month 3 p 

CYP3A4 

rs4646437 

G/G 
34 (61.8) 79.4 ± 47.0 0.016* 99.2 ± 77.6 0.014* 105.2 ± 76.2 0.039* 

 A/G 19 (34.5) 51.6 ± 26.5  59.3 ± 32.4  74.1 ± 52.6  

 A/A 2 (3.64) 27.3 ± 9.84  43.8 ± 14.5  46.9 ± 17.7  

 A/G + A/A 21 (38.2) 49.3 ± 26.3  57.8 ± 31.2  71.5 ± 50.7  
         

CYP3A4 

rs35599367 

C/C 
51 (92.7) 69.8 ± 43.4 0.234 86.0 ± 68.5 0.290 94.0 ± 70.9 0.767 

 C/T 4 (7.30) 43.8 ± 25.3  50.9 ± 20.7  71.9 ± 38.2  
         

CYP3A5 

rs776746 

G/G 
32 (58.2) 80.1 ± 48.3 0.027* 99.8 ± 78.5 0.019* 107.6 ± 77.6 0.037* 

 G/A + A/A 23 (41.8) 51.0 ± 25.9   60.8 ± 36.5  71.2 ± 49.2  
         

CYP3A5 

rs4646450 

G/G 
23 (41.8) 76.3 ± 50.8 0.413 106.6 ± 90.5 0.091 106.5 ± 77.7 0.195 

 G/A 28 (50.9) 63.3 ± 36.0  69.5 ± 37.1  87.0 ± 64.1  

 A/A 4 (7.3) 52.5 ± 34.5  47.1 ± 10.2  48.8 ± 15.3  

 G/A + A/A 32 (58.2) 61.9 ± 35.4  66.7 ± 35.6  82.2 ± 61.4  
         

CYP2E1 

rs3813867 

G/G 
44 (80.0) 68.5 ± 44.3 0.983 83.4 ± 71.5 0.542 93.8 ± 71.7 0.801 

 G/C + C/C 11 (20.0) 65.6 ± 37.4  83.5 ± 45.7  86.5 ± 60.1  
         

POR 

rs1057868 

C/C 
28 (50.9) 73.4 ± 52.8 0.920 87.7 ± 74.0 0.556 92.9 ± 64.9 0.711 

 C/T 23 (41.8) 61.0 ± 28.3  76.3 ± 60.8  89.9 ± 74.6  

 T/T 4 (7.30) 69.5 ± 34.7  94.2 ± 56.0  102.80 ± 83.1  

 C/T + T/T 27 (49.1) 62.2 ± 28.8  78.9 ± 59.4  91.8 ± 74.4  
         

ABCB1 

rs1045642 

C/C 
20 (36.4) 72.2 ± 44.4 0.600 77.8 ± 40.4 0.662 73.0 ± 34.0 0.310 

 C/T 27 (49.1) 70.2 ± 46.1  87.1 ± 78.7  99.8 ± 77.0  

 T/T 8 (14.5) 49.4 ± 18.8  84.8 ± 82.4  115.8 ± 98,6  

 C/T and T/T 35 (63.6) 65.5 ± 42.1  86.6 ± 78,3  103.4 ± 81,2  
         

ABCC2 

rs717620 

C/C 
38 (69.1) 63.1 ± 44.0 0.084 89.9 ± 76.3 0.478 93.6 ± 71.4 0.985 

 C/T 13 (23.6) 83.9 ± 40.1  70.5 ± 37.2  92.2 ± 73.9  

 T/T 4 (7.30) 61.2 ± 32.9  64.0 ± 32.2  81.0 ± 30.4  

 C/T + T/T 17 (30.9) 78.6 ± 38.8  69.0 ± 35.2  89.6 ± 65.6  
         

ABCC2 

rs2273697 

G/G 
38 (69.1) 73.1 ± 46.7 0.222 82.2 ± 67.6 0.899 91.0 ± 58.2 0.244 

 G/A 14 (25.5) 56.1 ± 30.4  85.8 ± 68.6  90.5 ± 92.4  

 A/A 3 (5.50) 57.0 ± 34.3  88.2 ± 70.4  118.3 ± 97.7  

 G/A + A/A 17 (30.9) 56.3 ± 30.0  86.2 ± 66.7  95.4 ± 90.8  
         

ABCG2 

rs2231142 

G/G 
44 (80.0) 71.2 ± 45.6 0.436 84.6 ± 65.6 0.366 89.4 ± 58.9 0.689 

 G/T + T/T 13 (22.0) 54.9 ± 25.6  78.5 ± 74.2  104.3 ± 103.3  
         

SLCO1B1 

rs4149056 

T/T 
36 (65.5) 66.0 ± 40.4 0.763 91.4 ± 78.1 0.513 93.7 ± 67.3 0.633 

 T/C 17 (30.9) 65.3 ± 39.3  63.9 ± 32.1  89.2 ± 78.6  

 C/C 2 (3.60) 124.3 ± 99.9  104.5 ± 31.4  95.7 ± 11.4  

 T/C + C/C 19 (34.5) 71.5 ± 47.7   68.2 ± 33.7  89.9 ± 74.2  
ap value calculated by the Mann-Whitney test; *p < 0.05. 
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Abstract 

 

Transplant patients use immunosuppressive drugs to prevent rejection of the transplanted 

organ. However, immunosuppression is related to cancer development, which is one of the 

main causes of morbidity and mortality in kidney transplant patients. The aim of this study 

was to evaluate the association between polymorphisms in DNA repair genes and immune 

system genes, with the appearance of malignant tumors in kidney transplant recipients. Of the 

246 patients evaluated, 25 (10.2%) developed cancer after 15 ± 8.9 years of transplantation, 

out of which 68.0% were non-melanoma skin carcinomas. Transplant patients who developed 

cancer were matched (by age, gender, ancestry, smoking status, and alcohol consumption) 

with neoplasia-free control individuals. Analysis of the polymorphism rs1130409 (APE1) was 

performed using Restriction Fragment Length Polymorphism Analysis of PCR-Amplified 

Fragment (RFLP-PCR) and those of the polymorphisms rs25487 (XRCC1), rs3212986 

(ERCC1), rs2308321 (MGMT), rs1800975 (XPA), rs2069762 (IL-2), rs1800872 (IL-10), 

rs10889677 (IL-23R), rs1800470, and rs1800471 (TGF-β) were performed using TaqMan 

SNP genotyping Assay. Logistic regression analysis showed a significant association between 

the C/A genotype of rs1800872 (IL-10) with increased susceptibility (3.5-fold) for cancer 

development. These results support further investigation of IL-10 as a candidate marker for 

tumor susceptibility in kidney transplant patients. 
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Introduction 

 

Patients having chronic kidney disease need to replace renal function by hemodialysis 

or kidney transplantation. Kidney transplantation is considered the best therapeutic choice 

because it results in increased survival and improved quality of life in the long term, besides 

being the best financial choice for health services (Schnuelle et al., 1998; Silva et al., 2016). 

Despite the benefits of transplantation, kidney transplant patients have a higher incidence of 

opportunistic infections, cardiovascular diseases, and malignant tumors, compared to 

individuals who do not use immunosuppressive drugs (O'Callaghan, 2008; Rama; Grinyó, 

2010).  

The overall incidence of neoplasia is two to three times higher in transplant patients 

than in the general population of the same age and gender (Chapman; Webster; Wong, 2013; 

Stallone; Infante; Grandaliano, 2015); moreover, patients present more severe symptoms and 

worse prognosis of the disease (van de Wetering  et al., 2010), which is the third most 

common cause of death in these patients (Rama; Grinyó, 2010). Transplant patients with 

cancers also run a higher risk of death due to the disease, compared to the general population 

(Acuna et al., 2016). 

The most frequent neoplasia seen among transplant patients is the non-melanoma skin 

cancer (NMSC) (Gracía et al., 2013), with cutaneous squamous cell carcinoma (SCC) being 

the most common (Speeckaert et al., 2012). After 20 years of transplantation, about 40-50% 

of Caucasian patients from Western countries and 70-80% of Australian patients develop 

NMSC. White-skinned transplant patients are 65-250 times more likely to develop SCC than 

the general population (Ho; Murphy, 2008).  

Piselli et al. (2013) evaluated the incidence of cancer in Italian kidney transplant 

patients and observed a 4.8% and 9.9% increase in the risk of developing this disease after 5 

and 10 years, respectively, of immunosuppression. Immunosuppressive therapy contributes to 

the development of cancer in transplant patients by favoring oncogenic viral infections, 

decreasing immunological surveillance (responsible for preventing the development and 

growth of tumors), causing DNA damage, and decreasing the ability to repair such damages 

(Rama; Grinyó, 2010; van de Wetering et al., 2010; Engels et al., 2011).  

Previously, we showed that immunosuppressive drugs may cause damage to genetic 

material in normal human cells exposed in vitro (Cilião et al, 2015) and that peripheral blood 

cells of kidney transplant patients, show a direct relationship between the amount of 

genotoxic damage and time after transplantation (Cilião et al., 2016).  



   114 

 

Genetic factors, such as single nucleotide polymorphisms (SNPs), may also influence 

the risk of developing neoplasia, as they may alter the expression of the gene in question as 

well as the protein structure itself. Thus, SNPs in DNA repair genes can impair the 

maintenance of genome integrity, resulting in mutations that contribute to genetic instability 

and tumor development (Goode; Ulrich; Potter, 2002). Moreover, single base mutations in 

genes of the immune system, may alter cytokine production thus affecting the regulation of 

the inflammatory system either directly or indirectly (Suthanthiran, 2000), and may influence 

the antitumor response.  

In this study, we assessed the association of polymorphic allelic variants of DNA 

damage repair genes (APE1, XRCC1, ERCC1, XPA, and MGMT) and those of the immune 

system genes (IL-2, IL-10, IL-23R, TGF-β), with the development of cancer in kidney 

transplant patients. 

 

 

Methods  

Population studied 

Among 246 renal transplant patients undergoing post-transplant treatment at the 

Kidney Institute of Londrina (Londrina - PR, Brazil) 25 developed cancer after 

transplantation. Tumor presence was confirmed by histopathological analysis. These patients 

were matched for age, gender, ancestry, smoking status and alcohol consumption with 

hospital-based controls individuals that not underwent kidney transplantation and not had 

cancer. The controls samples used were obtained from the DNA stored in the Laboratory of 

Mutagenesis and Oncogenetics of the State University of Londrina. 

The research protocol was approved by the Ethics Committee for Research in Human 

Beings at the State University of Londrina (CAAE: 18263413.4.0000.5231). Patients who 

agreed with the research signed a Free and Informed Consent Form, filled a questionnaire 

about lifestyle and history of environmental exposure. Patients were considered smokers 

and/or drinkers when they declared in an interview consuming any amount of cigarettes or 

alcohol. 

Peripheral blood samples (1 mL) were collected intravenously from each cancer 

patient and free-neoplasia controls in vacuum blood collection tubes (EDTA 6%) (Labor 

Import, Osasco, Brazil).  

 

Polymorphic allelic variants identification 



   115 

 

Genomic DNA was extracted from 200 µL of blood, using the mini spin 

extraction kit (KASVI, Curitiba, Brazil; code K9-0250), following the manufacturer's 

recommendations. DNA samples were quantified using a NanoDrop 2000 

spectrophotometer (ThermoScientific, Waltman, MA, USA).  

Selection of SNPs was based on previous reports in the literature that indicated 

their high frequencies and participation in the development and progression of several 

malignant tumors. 

Genotyping of rs1130409 (APE1) was performed by RFLP-PCR in a Veriti 96-well 

thermocycler (Life Technologies of Brazil Ltda., São Paulo, Brazil), using 2 mM dNTPs, 1.5 

mM MgCl2, 12.5 pmol of each primer, 0.5 U of Taq DNA polymerase in 10X PCR buffer 

(Life Technologies, São Paulo, Brazil), and 50 ng of genomic DNA, in a final volume of 20 

µL. The primers sequences used were: sense 5' - CTGTTTCATTTCTATAGGCTA - 3' and 

antisense 5' - AGGAACTTGCGAAAGGCTTC - 3'. PCR conditions were: 94
o
C for 5 

minutes, 30 cycles consisting of 94
o
C for 30 seconds, 55

o
C for 30 seconds, and 72

o
C for 30 

seconds, followed by a final annealing step of 10 minutes at 72
o
C. PCR product was digested 

by restriction enzyme Bfa I for 12 h at 37
o
C. T/T genotype is not digested and result in a 

fragment with 165 pb; G/G genotype is cleaved resulting in two different size fragments (144 

and 21 pb). Genotypes were determined by electrophoresis in 10% polyacrylamide gels 

stained with silver nitrate.  

Genotyping of all others was performed by real-time PCR in a Quantica 

thermocycler (TECHNE, Staffordshire, UK), using TaqMan® SNP Genotyping Assays 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), TaqMan Genotyping Master Mix (Applied 

Biosystems) and 5 ng of genomic DNA. Table 1 show the selected markers and the 

respective SNPs evaluated.  

 

Statistical analysis 

The continuous variables age (years) and time after transplantation (years), and the 

categorical variables (gender, degree of Human Leukocyte Antigen (HLA) compatibility, 

tobacco and alcohol consumption and diabetes after transplantation) were compared using 

Student's t-test between groups of patients with and without cancer. Association between 

cancer episodes and genotypes was performed using univariate logistic regression analysis 

using SPSS version 20 (IBM, Armonk, NY, USA). Results were presented as Odds Ratios 

(OR) with a 95% confidence interval (CI95%).  

 



   116 

 

 

Results 

 

Table 2 shows the main characteristics of transplant patients who either developed or 

did not develop cancer after transplantation. Out of the 246 patients evaluated in this study, 25 

(10.2%) developed cancer after 15 ± 8.9 years of kidney transplantation. The comparison of 

averages using Student's t test showed a significant difference in the average age, time after 

transplantation, degree of HLA compatibility, and wart appearance, between patients with and 

without cancer.  

Of the 25 patients who developed malignant tumors, 68% had non-melanoma 

carcinoma, and included ten cases of basal cell carcinoma and seven cases of squamous cell 

carcinoma. The remaining 32% comprised cases of prostatic adenocarcinoma, intracranial 

lymphoma, cervical cancer, Kaposi's sarcoma, plasmablastic lymphoma, gastric carcinoma, 

intraductal carcinoma associated with Paget's disease, and intestinal colon tumor.  

Univariate logistic regression analysis of transplant patients with cancer and matched 

controls showed only one significative association between the C/A genotype of the SNP 

rs1800872 (IL-10) and a 3.5-fold higher risk of developing cancer (Table 3).  

 

 

Discussion  

 

Transplant patients have an increased risk of developing malignant tumors compared 

to the general population (Stallone; Infante; Grandaliano, 2015; Shang et al., 2016). This 

increased risk may be the effect of several factors, such as chronic use of immunosuppressive 

drugs, the degree of immunosuppression, viral infections, increased graft survival, advanced 

age of the patient, and genetic factors among others (Rama; Grinyó, 2010; Chapman; 

Webster; Wong, 2013).  

In this study, the 10.2% of the kidney transplant recipients who developed cancer were 

older and had longer post-transplantation time periods compared to patients not diagnosed 

with the disease (Table 2). These data are consistent with the results of Aguiar et al. (2015) 

who also observed a higher incidence of cancer in older patients (58.0 ± 11.1 years at the time 

of diagnosis) with longer post-transplantation periods. Furthermore, these data support the 

view that cancer is a disease that normally develops after years of exposure to mutagenic 
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agents and compounds that suppress the immune system, such as immunosuppressants in this 

case.  

The decreased immunity caused by immunosuppressants increases the vulnerability of 

patients to viral infections or reactivation of latent infections (Chapman; Webster; Wong, 

2013). Among the cancers evaluated in this study, a case of cervical cancer associated with 

human papillomavirus (HPV) infections (Chin-Hong, 2016) and one case of Kaposi's sarcoma 

associated with human herpes virus 8 (HHV8) infections (Rama; Grinyó, 2010), were seen. In 

immunocompetent patients, Kaposi's sarcoma is a rare, disseminated cutaneous disease. 

However, in immunosuppressed patients, this disease is more aggressive, affecting several 

sites and disseminating to other organs (Chapman; Webster; Wong, 2013). In this study, there 

were no cases of vaginal, vulvar, penile, or anal cancer, which are associated with infections 

caused by HPV and affect transplant patients more often (Chin-Hong, 2016). 

The HPV has been associated with development of warts in kidney transplant patients 

(Martelli-Marzagão et al., 2016). In this study, 72% of the transplant patients who developed 

cancer had warts (Table 2). According to Schmook et al. (2003), some of these viral warts 

have atypical histological features and may evolve to NMSCs. 

NMSC is the most prevalent neoplasia among kidney transplant patients (Chapman; 

Webster; Wong, 2013; Wisgerhof et al., 2011). In this study, 68% of the diagnosed cancers 

were NMSC. In addition to opportunistic viral infections, the high prevalence of skin 

neoplasia may be attributed to high exposure to sunlight in Brazil, and the fact that many 

patients do not follow adequate prevention measures, such as avoiding sun exposure and 

wearing protective clothing and sunscreen. 

Some studies indicate an association between genes involved in DNA repair and 

immune function and a higher risk of developing cancer (Goode; Ulrich; Potter, 2002; 

Alamartine et al., 2003). However, the association of SNPs in these genes with the risk of 

cancer development in Brazilian kidney transplant patients has not been studied yet.  

In the present study, patients who developed cancer were matched by age, sex, 

ancestry, smoking status, and alcohol intake with control subjects who did not undergo kidney 

transplantation and did not have cancer. This pairing was performed with non-transplanted 

controls because there are no transplanted patients who developed cancer and who did not 

develop the disease, who share all these variables and who have the same post-transplantation 

time. Among the SNPs evaluated in this study, the C/A genotype of rs1800872 (IL-10) 

showed a positive association with a 3.5-fold increase in the risk of tumor development. 
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The rs1800872 (−592C>A) polymorphism evaluated in this study is in strong linkage 

disequilibrium with rs1800896 (−1082A>G) and rs1800871 (−819C>T), which are also 

located in the promoter region of IL-10. Hoffmann et al. 2001 evaluated the effect of the 

haplotype −1082A> G, −819C> T, and −592C> A on protein synthesis in human lymphocytes 

in vitro and found that the prevalent haplotype (GCC) correlates with an increased production 

of IL-10, compared to the ATA haplotype. Alamartine et al. (2003) evaluated the association 

of this haplotype with the occurrence of NMSCs in 70 kidney transplant patients paired with 

70 controls and observed that the haplotype associated with greater IL-10 production was 

more frequent in cancer patients. These results contradict the observations of Imko-Walczuk 

et al. (2016), who assessed the IL-10 concentration in 17 transplant patients with malignant 

skin tumors and compared them with those of 85 patients without any post-transplant skin 

changes. They observed lower plasma concentrations of IL-10 in cancer patients, suggesting 

that the levels of this cytokine can be used to stratify the risk of skin tumor development in 

transplant patients.  

The action of the interleukin IL-10 is complex, as it may have both stimulatory and 

inhibitory effects on tumors, depending on the cell that produces it, the time of secretion, and 

the cells of the immune system in which it will act (Geginat et al., 2016). IL-10 secreted by 

some tumors (lymphomas and melanomas), acts as a tumor growth factor (Geginat et al., 

2016), as it induces immunological tolerance thus helping tumor cells to escape immune 

vigilance (Sato et al., 2011). In other types of cancers, IL-10 secreted by activated monocytes 

and macrophages hinders the development of the tumor microenvironment thus inhibiting 

tumor growth, angiogenesis, and metastasis (Kundu et al., 1996; Tanikawa et al., 2012). 

In a meta-analysis to detect  the association between rs1800872 (IL-10) and cancer risk 

in humans, Ding et al. (2013) showed studies with results conflicting. However in the overall 

results suggested that the variant homozygote A/A of this SNP was associated with a 

moderately decreased risk of all cancer type. In the present study it were not found significant 

association between the A/A genotype and malignant tumor development owing to the low 

number of carriers of this genotype in the studied population. Nevertheless it was observed a 

strong association between the C/A genotype and the increased risk of developing cancer. 

The overexpression or the deficiency in the production of IL-10 was described under 

different pathophysiological conditions depending on the cancers analyzed (Asadullah; Sterry; 

Volk, 2013). In the present study, when was performed the comparative analysis only among 

patients who developed skin cancer (the most prevalent cancer in our sample) and their 

respective controls, it was no observed an association between this SNP and the risk of 
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developing this disease. For this, we suggest that the study with this SNP must be performed 

in a larger group of transplant patients who developed cancer, analysing each type of cancer 

separately for, in future, determining the actual contribution of this SNP to the risk of renal 

transplant patients develop cancer. 

 

 

Conclusion 

 

Among the types of cancers developed by kidney transplant patients evaluated in this 

study, the NMSC stands out. The high cancer risk observed can be attributed, along with other 

factors, by the C/A genotype of the SNP rs1800872 (IL-10). Kidney transplant patients who 

have this genotype were 3.5 times more likely to develop cancer than the control group. These 

results warrant further investigation and suggest that this SNP is a potentially reliable marker 

for the risk of cancer development in kidney transplant patients. 
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Table 1: Genes and respective polymorphisms (SNPs) evaluated in renal transplant patients 

and in control individuals, and the type of mutation that originated each SNP and its 

chromosomal location. 

Gene SNP 
Alternative 

nomenclature 
Change 

Chromosome 

location 

     

XRCC1 rs25487 1196A>G Exon (Arg399Gln) 14q11.2-q12 

     

ERCC1 rs3212986 8092 C>A 3’ÙTR 19q13.2-q13.3 

     

MGMT rs2308321 2798995 A>G Exon (Ile143Val) 10q26 

     

XPA rs1800975 -4A>G 5’UTR 9q22.3 

     

APE1 rs1130409 - Exon (Asp148Glu) 19q13.2-13.3 

     

IL-2 rs2069762 -330G>T Promoter 4q26-q27 

     

IL-10 rs1800872 -592C>A Promoter (5’UTR) 1q31-q32 

     

IL-23R rs10889677 - 3’UTR 1p31.3 

     

TGF-β rs1800470 29T>C Exon (Leu10Pro) 19q13.1-13.3 

 rs1800471 915G>C Exon (Arg25Pro)  
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Table 2: General characteristics of kidney transplant patients. 

 

Characteristics of 

patients 

Patients with cancer Patients without cancer 

p-value
b
 

N (%) Mean ± SD N (%) Mean ± SD 

Gender      0.912 

Men 15 (60.0) - 130 (58.8) -  

Women 10 (40.0) - 91 (41.2) -  

      

Age (years) 25 (100) 60 ± 9.5 221 (100) 47 ± 12.3 <0.001** 

      

Age of patients at 

diagnosis of cancer 

25 (100) 53 ± 11 - - - 

      

Time after 

transplantation (years) 

25 (100) 20 ± 8.7 221 (100) 9.5 ± 7.5 <0.001** 

      

Interval between 

transplantation and 

cancer diagnosis (years) 

25 (100) 15 ± 8.9 - - - 

      

Degree of HLA
a
 

compatibility 

    0.023* 

Living HLA-identical 8 (32.0) - 46 (20.8) -  

Living HLA-

haploidentical 

14 (56.0) - 95 (43.0) -  

Deceased unrelated 3 (12.0) - 80 (36.2) -  

      

Rejection episodes (yes) 7 (28.0) - 79 (35.7) - 0.443 

      

Smoker (yes) 1 (4.0) - 17 (7.7) - 0.504 

      

Drinker (yes) 5 (20) - 30 (13.6) - 0.385 

      

Diseases       

Diabetes (yes) 6 (24) - 47 (21.3) - 0.767 

Warts (yes) 18 (72) - 73 (33.0) - <0.001** 

a
HLA – Human Leukocyte Antigen, 

b
p-values calculed by Student’s t-test for 

independent samples comparing patients with rejection and without rejection; *p<0.050; 

** p<0.010. 
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Table 3: Analysis of association between different genotypes of kidney transplant patients 

with cancer and control individuals.  

Genes/SNP  

Patients with 

câncer 

Health 

control OR (IC95%)
a
 p value 

N (%) N (%) 

XPA 

rs1800975 
G/G 11 (44) 8 (32) Ref.b  

 G/A 11 (44) 17 (68) 0.47 (0.14-1.54) 0.21 

 A/A 3 (12) 0 (0.0) - - 

 A/G + A/A 14 (56) 17 (68) 0.60 (0.19-1.90) 0.38 

ERCC1 

rs3212986 
C/C 16 (64) 14 (56) Ref.  

 C/A 9 (36) 9 (36) 0.87 (0.27-2.82) 0.82 

 A/A 0 (0.0) 2 (8.0) - - 

 C/A + A/A 9 (36) 11 (44) 0.72 (0.23-2.23) 0.56 

XRCC1 

rs25487 
G/G 15 (60) 11 (44) Ref.  

 G/A 6 (24) 11 (44) 0.40 (0.11-1.41) 0.15 

 A/A 4 (16) 3 (12) 0.98 (0.18-5.28) 0.98 

 G/A + A/A 10 (40) 14 (56) 0.52 (0.17-1.61) 0.26 

APE1 

rs1130409 
T/T 9 (36) 8 (32) Ref.  

 T/G 13 (52) 15 (60) 0.72 (0.22-2.40) 0.60 

 G/G 2 (8) 1 (4.0) 1.8 (0.13-23.52) 0.66 

 T/G + G/G 15 (60) 16 (64) 0.78 (0.24-2.5) 0.78 

MGMT 

rs2308321 
A/A 22 (88) 22 (88) Ref.  

 G/A 3 (12) 3 (12) 1.00 (0.18-5.51) 1.00 

IL-23R 

rs10889677 
C/C 13 (52) 15 (60) Ref.  

 C/A 9 (36) 10 (40) 1.04 (0.32-3.34) 0.95 

 A/A 3 (12) 0 (0.0) - - 
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 C/A + A/A 12 (48) 10 (40) 1.38 (0.45-4.25) 0.57 

IL-2 

rs2069762 
A/A 11 (44) 13 (52) Ref.  

 A/C 14 (56) 10 (40) 1.66 (0.53-5.18) 0.39 

 C/C 0 (0.00) 2 (8.0) - - 

 A/C + C/C 14 (56) 12 (48) 1.38 (0.45-4.20) 0.57 

IL-10 

rs1800872 
C/C 8 (32) 14 (56) Ref.  

 C/A 16 (64) 8 (32) 3.50 (1.04-11.79) 0.043* 

 A/A 1 (4.0) 3 (12) 0.58 (0.052-6.59) 0.66 

 C/A + A/A 17 (68) 11 (44) 2.70 (0.85-8.57) 0.091 

TGF β 

rs1800470 
C/C 7 8 Ref.  

 C/T 14 15 1.07 (0.31-3.72) 0.92 

 T/T 4 2 2.29 (0.32-16.51) 0.41 

 C/T + T/T 18 17 1.21 (0.36-4.07) 0.76 

TGFβ 

rs1800471 
G/G 21 21 Ref.  

 G/C + C/C 4 4 1.00 (0.22-4.54) 1.00 
a
Odds Ratio value with 95% confidence interval no adjusted, *p<0.050.

 b
Ref - values taken 

as a reference. 
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9 CONCLUSÕES GERAIS 

Os dados obtidos neste trabalho permitem concluír que: 

 

- Os pacientes transplantados renais (N = 246) apresentam maior quantidade de danos 

genotóxicos e mutagênicos em linfócitos do sangue periférico quando comparados com 

indivíduos controles saudáveis.  

- Quanto maior o tempo após o transplante renal, menor a taxa de filtração glomerular 

e maior o dano genotóxico observado em linfócitos do sangue periférico, possivelmente 

devido ao uso prolongado dos medicamentos imunossupressores. Não foi observada 

associação entre os danos observados no material genético com a função renal. 

- Foi observada associação entre os SNPs rs7662029 (UGT2B7) e rs2231142 (ABCG2) 

com proteção contra rejeição e dos SNPs rs6714486 (UGT1A9) e rs10889677 (IL-23R) com 

aumento de risco para episódios de rejeição.  

- Nos pacientes que faziam uso de MMF (N = 145) foi observada associação entre os 

SNPs rs11706052 (IMPDH2) e rs7438135 (UGT2B7) com a menor chance de desenvolver 

rejeição, e do SNP rs2241409 (CES2) com aumento de risco de rejeição. 

- Os SNPs rs4646437 (CYP3A4) e rs776746 (CYP3A5) influenciaram a concentração 

plasmática ajustada do imunossupressor tacrolimo nos três primeiros meses de transplante, 

confirmando o impacto destes SNPs na farmacocinética do imunossupressor tacrolimo.  

- Dos 246 pacientes transplantados 10.2 % desenvolveram câncer, sendo que destes 

68% eram NMSC, cujo risco pode ser atribuído, entre outros, pela presença do genótipo C/A 

do SNP rs1800872 (IL-10), que demonstrou um aumento de risco de 3,5 vezes nestes 

pacientes. 
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11 ANEXOS 

ANEXO A – Aceite do comitê de ética 
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ANEXO B – Aceite comitê de ética, emenda ensaios de mutagenicidade. 
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ANEXO C – Termo de consentimento livre e esclarecido 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Nós, Ilce Mara de Syllos Cólus, Heloísa Lizotti Cilião e Rossana Batista de Oliveira Gogoy Camargo da 

Universidade Estadual de Londrina o(a) convidamos para nossa pesquisa e solicitamos sua colaboração e o seu 

consentimento para incluí-lo(a) em nosso projeto de pesquisa “Polimorfismos e análise da expressão de genes do 

metabolismo de drogas e da resposta imune na avaliação do risco de rejeição ao enxerto em pacientes transplantados renais” 

O objetivo deste estudo é avaliar genes relacionados com a rejeição na busca de marcadores moleculares, que possam auxiliar 

na escolha do medicamento e das doses do imunossupressor mais adequado para cada paciente, individualizando a terapia 

imunossupressora e reduzindo os episódios de rejeição e os efeitos adversos causados pela super dosagem.  

Assim, solicitamos a sua autorização para que uma pequena quantidade de seu sangue (10 ml) seja coletado via 

punção venosa (picada na veia) com seringa e agulha descartáveis. Esclarecemos que não haverá desconforto físico adicional 

para a sua pessoa, além da picada da agulha. Pedimos sua autorização para que moléculas obtidas a partir deste material 

(DNA, RNA ou proteínas) possam ser armazenadas para estudos futuros no Laboratório de Mutagênese e Oncogenética da 

UEL, quando será solicitada nova autorização do Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos para a realização das 

pesquisas posteriores. O material obtido ficará armazenado no Laboratório de Mutagênese e Oncogenética da UEL, sob 

responsabilidade dos pesquisadores responsáveis por esta pesquisa.  

Solicitamos também sua autorização para que possamos consultar seu prontuário médico e obter alguns dados 

clínicos do seu tratamento imunossupressor, compatibilidade com o doador e a evolução clínica pós transplante. 

Solicitamos-lhe o preenchimento de um questionário sobre seu estilo de vida, histórico de exposição e evolução do 

transplante, onde o(a) sr(a) será identificado(a) apenas por um código, preservando sua identidade. Estes questionários 

ficarão armazenados no laboratório de Mutagêneses e Oncogenética da Universidade Estadual de Londrina e somente 

poderão ter acesso a ele os pesquisadores responsáveis por esta pesquisa.  

Sua identidade não será revelada e será mantido o caráter confidencial de todas as informações obtidas. 

Esclarecemos que o(a) sr(a) a qualquer momento tem a liberdade de se recusar em contribuir com o estudo, sem ser 

prejudicado(a) no seu tratamento e acompanhamento médico. Os resultados do estudo serão divulgados em congressos 

científicos e publicados em revistas especializadas, preservando sua identidade. Os mesmos provavelmente não trarão 

benefícios para a sua pessoa, mas poderão contribuir, no futuro, para a redução do número de casos de rejeição de 

transplantes, assim como para a diminuição de tumores em indivíduos submetidos a drogas imunossupressoras. 

No caso de autorizado, o(a) sr(a). deverá assinar este Termo de Consentimento.  

Desde já agradecemos sua colaboração. 

 

_______________________________                     _______________________ 

   Nome do voluntário                                                 Assinatura 

       

RG: _________________________________________________________________ 

Pesquisador responsável: ________________________________________________ 

Londrina, ____ de _________________ de 2014. 

 

Ressaltamos que nem os pesquisadores e nem o paciente receberão qualquer remuneração financeira por participar 

desta pesquisa. 

Os pesquisadores responsáveis por este estudo (Ilce Mara de Syllos Cólus, Heloísa Lizotti Cilião e Rossana Batista 

de Oliveira Gogoy Camargo, telefone 3371.4608, sempre que solicitados, estarão à sua disposição para esclarecimento de 

qualquer questão relacionada a esta pesquisa. 

Telefone do Comitê de Ética em Pesquisa 3371-2490. 

Agradecemos-lhe a valiosa colaboração. 
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_______________________________               ____________________________ 

Profª. Drª. Ilce Mara de Syllos Cólus                       Heloísa Cilião /Rossana Camargo 

Assinatura do pesquisador responsável            Coletor / Entrevistador 

 

 

 

CONSENTIMENTO PÓS-INFORMADO 

Eu, __________________________________, abaixo assinado, declaro que fui esclarecido sobre o objetivo do presente 

estudo sobre os eventuais desconfortos que poderei sofrer, assim como sobre os benefícios da pesquisa. Concordo, portanto, 

em participar na qualidade de voluntário, do referido Projeto de Pesquisa, sob livre e espontânea vontade, autorizando a 

coleta e o armazenamento de amostras de moléculas obtidas a partir do meu sangue para pesquisas futuras bem como os 

dados do questionário que respondi. Por ser expressão de verdade firmo o presente termo. 

Data ____ /____ /_____ 

 

Assinatura:          

_________________________________________________________ 
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ANEXO D – Entrevista pacientes transplantados renais. 

 
Entrevista para pacientes transplantados renais 

Laboratório de Mutagênese e Oncogenética da UEL 

 

Código n°____________________ 

 

HISTÓRICO PESSOAL: 

 

1- Registro Institucional: Instituto do Rim  

  

2- Sexo: Masculino (    )  Feminino (    ) 

 

3- Idade: ____ 

 

4- Data de nascimento: ____ /____ /_____  

 

5- Local de nascimento: ____________________________________UF:____________ 

 

6- Local de residência 

Cidade: _____________________________________UF:____________  

Rua: ____________________________________________n°_____________________  

Telefone: _________________ e-mail: _______________________________________ 

 

7- Sua moradia é na zona rural ou urbana ? 

(    ) RURAL   (    )URBANA 

 

8- Há quanto tempo reside neste local ?  

__________anos__________meses.  

 

9- Profissão: ___________________________________________________________ 

 

10- Grau de instrução: 

Ensino Fundamental (antigo 1º grau)  incompleto (    )   completo (    ) 

Ensino Médio (antigo 2º grau)             incompleto (    )   completo (    )  

Ensino Superior/Graduação  incompleto (    )   completo (    )  

Pós Graduação    incompleto (    )   completo (    )  

Curso Técnico   incompleto (    )   completo (    ) 

 

11- A qual grupo étnico você pertence ? 

Negro (   ) Caucasiano (   ) Asiático (   )     Indígena (   )       Outros  (   ) 

 

12- Ancestralidade (assinalar e descrever) 

(    ) Européia (qual ?) ____________________________________________________ 

(    ) Africana (qual ?) ____________________________________________________ 

(    ) Indígena (qual ?) ____________________________________________________ 

(    ) Oriental (qual ?) _____________________________________________________ 

(    ) Mestiça (qual ?) _____________________________________________________ 

                  

13- Informações dos familiares do indivíduo:  

 

Nome completo do pai:___________________________________________________ 

Nome da mãe:__________________________________________________________ 

 

Tamanho da irmandade (incluindo você): 

Total:______________________                               Vivos:_______________________ 

 

14 - Você possui algum irmão gêmeo idêntico? 

(    ) SIM   (    ) NÃO  

  

 HISTÓRICO DE EXPOSIÇÃO RELACIONADO OU NÃO AO TRABALHO: 
 

15- Você já se expôs a algum destes agentes/substâncias listados abaixo EM SEU TRABALHO OU EM ALGUMA OUTRA 

ATIVIDADE QUE EXERCE ? 

Se SIM, por quanto tempo e há quanto tempo foi isso:__________________________ 
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Derivados de petróleo  

(querosene, gasolina, solventes, etc...)  (    ) SIM   (    ) NÃO 

Tintas e/ou corantes  (    ) SIM   (    ) NÃO 

Compostos usados em Indústrias têxteis ou de tecelagem ______________________(    ) SIM   (    ) NÃO 

Praguicidas e/ou herbicidas   (    ) SIM   (    ) NÃO 

Radiação  (    ) SIM   (    ) NÃO 

Metais pesados  

(Chumbo, Níquel, Cromo, etc...)  (    ) SIM   (    ) NÃO 

Substâncias usadas no processamento de madeira ____(    ) SIM   (    ) NÃO 

Substâncias usadas na indústria de papelo ou celulose (    ) SIM   (    ) NÃO 

Substâncias usadas em Mineração  (    ) SIM   (    ) NÃO 

Substâncias usadas na indústria de calçados ou curtume (    ) SIM   (    ) NÃO 

Substâncias usadas em Metalurgia   (    ) SIM   (    ) NÃO 

Substâncias usadas em Usina de açúcar ou álcool ___(    ) SIM   (    ) NÃO 

Substâncias usadas em processamento de Plástico ou borracha  (    ) SIM   (    ) NÃO 

 

Sol  _______________________________________________________________   (     )SIM    (   ) NÃO 

Se SIM, especifique tempo e período do dia:___________________________________ 

 

Outras substâncias químicas ou agentes físicos_____ (    ) SIM   (    ) NÃO 

Se SIM, especifique:______________________________________________________ 

 

 

16- Você utiliza ou utilizava equipamentos de proteção individual (máscaras, luvas, óculos, chapéu, roupas apropriadas, 

protetor solar, etc...): 

(    ) SIM   (    ) NÃO 

 

 

HISTÓRICO TABAGISTA: 
 

17- Você fuma atualmente ?  (    ) SIM   (    ) NÃO 

 

18- Se SIM, qual a quantidade de cigarros que fuma por dia? 

(    ) menos de meio maço   (    ) de meio a um maço   (    ) mais de um maço 

 

19- Se NÃO, já foi fumante ? Há quanto tempo parou de fumar ? 

(    ) nunca fumei        parei de fumar há (    ) 0-5 anos     

                                        (    ) 5-10 anos  

                                                                                             (    ) mais de 10 anos  

 

20- Você convive ou conviveu em seu trabalho ou em casa com pessoas que fumam? 

(    ) SIM   (    ) NÃO 

 

 

HISTÓRICO DE ETILISMO: 
 

21- Você consome bebidas alcoólicas ? (    ) SIM   (    ) NÃO 

 

22- Se SIM, que tipo de bebida alcoólica você costuma consumir? 

(    ) Destiladas   (    ) Não-destiladas   (    ) Outras   (    ) Ambas 

 

23- Quanto você costuma beber por semana? 

(    ) no máximo 1 copo  (    ) de 2 a 5 copos  (    ) de 6 a 10 copos  (    ) mais de 10 copos  

 

24- Se já parou há quanto tempo não consome mais esta bebida? 

(    ) 0-5 anos   (    ) 6-10 anos   (    ) mais de 10 anos 

 

25- Quanto você costumava beber por semana? 

(    ) no máximo 1 copo  (    ) de 2 a 5 copos  (    ) de 6 a 10 copos  (    ) mais de 10 copos 

 

26- Durante a sua vida, já consumiu ou consome alguma bebida diariamente por mais de 6 meses continuamente ? 

(    ) SIM   (    ) NÃO 

 

 

                  HISTÓRICO DE SAÚDE: 
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27- Nos últimos 2 anos você tomou algum medicamento diariamente? 

(    ) SIM   (    ) NÃO   (    ) NÃO SABE 

 

Se SIM, especifique: 

(    ) Hormônio (    ) Anti-inflamatório 

(    ) Analgésicos  (    ) Anti-hipertensivos 

(    ) Anabolizantes   (    ) Imunossupressores 

(    ) Antibióticos                                       (    )Antiarrítmicos 

(    ) Antianêmicos                                     (    ) Tranquilizantes 

(    ) Vitaminas                                           (    ) Antifúngicos 

(    ) Antialérgicos                                      (    ) Tranquilizantes 

(    ) Outros:_____________________________________________________________ 

 

28- Depois que você iniciou seu tratamento com imunossupressor: 

A - Observou o surgimento de alguma lesão na pele? 

(    ) SIM   (    ) NÃO   

 

B - Observou o surgimento de verrugas?  

(    ) SIM   (    ) NÃO   

 

C - Apresentou gastrite ou alguma complicação digestiva? 

(    ) SIM   (    ) NÃO   

Se sim, qual? ___________________________________________________________ 

 

D - Desenvolveu catarata? 

(    ) SIM   (    ) NÃO   

 

E - Teve algum tipo de micose? 

(    ) SIM   (    ) NÃO   

Se sim, qual? ____________________________________________________________ 

 

F – Desenvolveu diabetes? 

(    ) SIM   (    ) NÃO   

 

G – Desenvolveu Hipertensão arterial? 

(    ) SIM   (    ) NÃO   

 

H – Desenvolveu alguma doença cardiovascular? 

(    ) SIM   (    ) NÃO   

 

I – Desenvolveu Osteoporose? 

(    ) SIM   (    ) NÃO   

 

J- Desenvolveu anemia? 

(    ) SIM   (    ) NÃO   

 

L – Desenvolveu sopro? 

(    ) SIM   (    ) NÃO   

 

M- Desenvolveu Hepatite? 

(    ) SIM   (    ) NÃO   

 

Outros problemas (    )           Qual: ________________________ 

 

29- Você já foi submetido a algum tipo de cirurgia? 

(    ) SIM   (    ) NÃO   

Se SIM, especifique: 

Tipo: _____________________________________________________ 

Ano: _________________________ 

 

30- Você já foi submetido a algum tipo de transplante? 

(    ) SIM   (    ) NÃO 

Se SIM, especifique:  

(    ) Rim    (    ) Fígado    (     ) Pulmão     (    ) Coração     (    ) Córnea    (    ) Medula óssea 

 

(    ) 1 vez   (    ) 2 vezes   (    ) 3 vezes 
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Qual a data do transplante:________________________________________________ 

 

31- Você já recebeu transfusão sanguinea? 

(    ) SIM   (    ) NÃO   

Quantas?  ____________________________________ 

 

32-   Você tem antecedentes de câncer em sua família? 

(    ) SIM   (    ) NÃO   

 

33- Em casos de câncer na família, qual era o vínculo de parentesco? 

(    ) Pai           (    ) Mãe         (    ) Filho         (    ) Tio           (    ) Primo        (    ) Outro  

Se OUTRO, especifique: ___________________________________________________ 

 

34- Qual foi a localização do u tumor? 

Especifique:___________________________________________________ 

 

 

 EVOLUÇÃO CLINICA DO TRANSPLANTE 

 

35- Quem foi o doador: 

(     ) Parente vivo           

Especifique o grau de parentesco ___________________ 

(     ) não parente vivo 

(     ) Cadáver 

 

36-  Você já teve alguma crise de rejeição? 

(    ) SIM   (    ) NÃO   

Se SIM, especifique quantas vezes: 

(    ) 1 vez      (     ) 2 vezes    (     ) 3 vezes   (     ) acima de 3 vezes 

 

37- Você já foi tratado anteriormente devido a algum tipo de câncer? 

(    ) SIM   (    ) NÃO   

Se SIM, especifique o tipo: _________________________________________________ 

 

38 – Se teve câncer, o tratamento ocorreu: 

(   ) antes do transplante 

(   ) depois do transplante 

 

 

Histórico Alimentar: (refira-se somente aos hábitos frequentes): 

 

39- Você se alimenta apenas de vegetais?  

(    ) SIM   (    ) NÃO   

 

40- Com que freqüência você come as carnes listadas abaixo: 

 1-2 dias/semana 3-4 dias/semana 5-6 dias/semana diariamente 

Carne bovina     

Peixe     

Frango     

Porco     

 


