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MONITORIZAGAO IMUNOLOGICA NO TRANSPLANTE RENAL
Immunological Monitoring in Kidney Transplantation

Erika Lamkowski Naka, Niels Olsen Saraiva Camara

RESUMO

O transplante renal é, atualmente, a melhor alternativa de tratamento para a doenca renal cronica em estdgio avancado. Melhorias na
avaliag8o imunologica pré-transplante, como o emprego rotineiro de testes para identificagdo de anticorpos anti-HLA no soro do receptor,
possibilitaram a identificagdo de pacientes com alto risco imunoldgico, com maior chance de rejeicdo ao enxerto e permitiram melhor
alocagdo dos 6rgdos doados. Paralelamente, a disponibilidade de novas medica¢des imunossupressoras aumentou a gama de opgdes para o
tratamento apos o transplante. Esses dois fatores foram os responsaveis pelo grande sucesso dos programas de Transplante Renal em curto
prazo, tornando possivel o transplante entre individuos nido aparentados com uma incidéncia de rejeicdo aguda satisfatoria. No entanto, os
resultados em longo prazo permanecem abaixo do desejado. Um dos principais problemas enfrentados pelo nefrologista atualmente ¢é avaliar,
de maneira confidvel, o grau de imunossupressido de cada paciente. A reatividade imunologica contra o enxerto, presente em diferentes
graus durante todo o periodo apos o transplante, permanece pouco acessivel pelos exames de rotina disponiveis. Os métodos diagndsticos
atuais ndo sdo capazes de identificar as diferentes variacdes dessa reatividade, que é bastante heterogénea, compreendendo um amplo
espectro que varia de rejeigdo a tolerancia. Dessa forma, faz-se necessario o desenvolvimento de ensaios voltados para a monitorizagdo
imunologica apds o transplante renal, os quais possibilitariam o diagnodstico precoce de eventos deletérios ao enxerto, além de melhor
individualizacdo da terapia imunossupressora.

Descritores: Monitorizacdo Imunologica; Transplante Renal; Rejeicdo de enxerto.

INTRODUGAO

O transplante renal tornou-se o tratamento de escolha para a
Doenca Renal Cronica, pois resulta em maior sobrevida e melhor
qualidade de vida quando comparado a hemodialise.! Atualmente,
esse tratamento é oferecido para a grande maioria dos pacientes
com disfuncéo renal cronica em estagio V, salvo algumas poucas
contra-indicacdes absolutas. O desenvolvimento de drogas
imunossupressoras potentes e de amplo espectro possibilitou
a realizacdo de transplante entre individuos geneticamente
distintos, com taxas de rejeicdo aguda bastante aceitaveis. Além
disso, esses farmacos modificaram a apresentagdo da rejei¢do: os
sinais e sintomas clinicos (febre, dor no enxerto e oligtria) que
antes estavam presentes em quase todos os episddios de rejeigio,
atualmente estdo evidentes somente em uma pequena parcela dos
pacientes.?

Todavia, apesar desses resultados favoraveis em curto prazo,
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tanto a sobrevida do enxerto quanto a do receptor declinam
progressivamente com o passar dos anos.’ As causas dessa reducéo
sdo multifatoriais e envolvem tanto mecanismos imunolégicos
quanto ndo imunoldgicos. Dessa maneira, uma resposta
imunoldgica de baixa intensidade contra o enxerto pode resultar
em um dano lento e progressivo ao 6rgao transplantado. Por outro
lado, uma imunossupressio em excesso estd associada a efeitos
adversos importantes, que contribuem para a redugio da sobrevida,
tanto do enxerto quanto do receptor.*
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Avaliagao da fungio do enxerto renal

Atualmente, o exame utilizado para avaliar a fun¢do do enxerto
renal é a creatinina sérica, cujas vantagens sdo seu baixo custo,
facil execugdo e rapidez do resultado. No entanto, trata-se de um
marcador com baixa sensibilidade e especificidade, ou seja, além
das alteragbes na creatinina ocorrerem tardiamente no processo
de agressdo ao rim transplantado, esse exame néo contribui para
diagnéstico diferencial das diversas causas de disfun¢do do enxerto
renal.®

Atualmente, esse diagnostico diferencial somente é possivel
através da analise histomorfoldgica de uma amostra do enxerto,
obtida através de uma bidpsia percutdnea. Na maioria dos centros
transplantadores, essa bidpsia é realizada quando é detectada
uma elevagio igual ou superior a 30% na creatinina sérica. Trata-
se de um exame invasivo, com potenciais riscos ao paciente e que
depende de um patologista experiente para o diagndstico acurado.
Ainda, como esse diagndstico baseia-se em alteracdes morfoldgicas,
0 exame anatomopatolégico de um fragmento de enxerto renal nio
é capaz de diferenciar entre os diversos mecanismos imunolégicos
que estdo atuantes durante uma agressdo ao enxerto.®

Monitoriza¢ao da imunossupressio

A dose dos medicamentos imunossupressores é atualmente ajustada
seguindo pardmetros de farmacocinética da droga, ou seja, através
dos niveis sanguineos. Esses testes sdo importantes para a detecgio
de niveis fora do alvo terapéutico, que podem resultar tanto em um
aumento da toxicidade, quando muito elevados, ou em aumento do
risco de rejeicdo aguda, quando baixos. No entanto, além de nao
estarem disponiveis para todos os farmacos, esses testes ndo sio
capazes de aferir as agoes biologicas dos agentes imunossupressores.
Isso significa que um mesmo nivel sanguineo pode traduzir-se em
uma imunossupressdo deficiente para um individuo e excessiva
para outro.”

Dessa maneira, o desenvolvimento de testes para a monitoriza¢io
do status imunoldgico do receptor, capazes de detectar uma resposta
imune contra o aloenxerto antes do desenvolvimento da lesdo
tecidual, ou seja, antes de alteragdes morfoldgicas visiveis na bidpsia,
faz-se necessario. Isso possibilitaria melhor individualizacio
da terapia imunossupressora e, consequentemente, melhores
resultados em longo prazo.

Atualmente, ndo dispomos de um método pratico e confidvel
para mensurar o estado de ativagdo/supressdo do sistema imune
do receptor. Idealmente, a monitorizacdo imunoldgica deve
basear-se em testes pouco trabalhosos, de baixo custo e altamente
reprodutiveis, capazes de avaliar grande variabilidade de respostas
ao aloenxerto, proporcionando assim mais seguran¢a nos ajustes
das drogas imunossupressoras, e possivelmente identificando
pacientes com tolerdncia imunoldgica, para os quais essas drogas
poderiam ser suspensas sem causar danos ao drgao transplantado.®

Perspectivas da monitorizagao imunoldgica

A busca por ensaios passiveis de monitorar a resposta imune ao
aloenxerto resultou no desenvolvimento de alguns testes com
resultados promissores. Esses ensaios podem ser divididos em
antigenos especificos, quando avaliam a aloreatividade especifica
contra o doador, ou antigenos inespecificos, que procuram
identificar padrdes fenotipicos ou genotipicos associados a
diferentes condi¢des da resposta ao aloenxerto. Entre os ensaios
antigenos especificos, temos o ELISPOT e a pesquisa de anticorpos
doador especificos; entre os ndo especificos podemos citar o RT-
PCR em tempo real, o Immuknow?, a pesquisa da fragdo soluvel da
molécula CD30 e a citometria de fluxo. Dois desses exames ja estdo
sendo utilizados por diversos grupos como parte da monitorizagao
imunoldgica pds-transplante: a pesquisa de anticorpos doador
especificos e 0 Immuknow®.*'
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Pesquisa de Anticorpos Doador Especificos

A forte correlagdo entre anticorpos contra antigenos HLA pré-
existentes do doador e a ocorréncia de rejeigdo hiperaguda ja estd
muito bem estabelecida, de modo que toda a avaliagdo imunolégica
pré-transplante atual é realizada visando a deteccdo de tais
anticorpos. Inicialmente descrito em 1969 por Patel e Terasaki, a
prova cruzada realizada pelo método de citotoxicidade dependente
de complemento é utilizada até o presente, com apenas algumas
modificagdes, para a detec¢do desses anticorpos deletérios.
Quando positivo, esse ensaio revela a presenca, no soro do receptor,
de anticorpos contra antigenos do doador, o que contraindica a
realizacdo do transplante renal."!

Tecnologias mais modernas permitem atualmente a identificacéo
das especificidades HLA dos anticorpos detectados com maior
sensibilidade e especificidade. A citometria de fluxo (descrita
em mais detalhes posteriormente) pode ser utilizada tanto para
a realizacdo de prova cruzada (FCX) quanto para quantificar os
anticorpos anti-HLA presentes no soro do receptor, sejam eles
doadores especificos ou ndo (FlowPRA).”? O LUMINEX ¢ um
ensaio de fase solida bastante sensivel, capaz de detectar anticorpos
em baixos titulos contra ampla gama de especificidades HLA. Para
tanto, microesferas que diferem entre si por suas coloragdes estdo
ligadas a antigenos HLA, de modo que cada microesfera representa
um antigeno especifico. Se no soro em teste houver anticorpos anti-
HLA, eles se ligardo aos antigenos e serdo detectados apds a adi¢éo
de um marcador secundario, o qual emitird uma fluorescéncia
que, em conjunto com o sinal emitido pela microesfera, revelard
a presenca daquele anticorpo.”® Através do LUMINEX, anticorpos
pré-formados presentes em titulos baixos, que nido podem ser
demonstrados por CDC, mas que estio relacionados & pior
sobrevida do enxerto sdo detectados. Os resultados sdo fornecidos
em MFI (Median Fluorescence Intensity) e, atualmente, ndo ha
consenso sobre qual é o melhor valor de corte para esse pardmetro,
sendo que diferentes centros de transplante adotam diferentes
valores."

A importéancia dos anticorpos doador especificos identificados apds
arealizacdo do transplante renal também tem sido extensivamente
avaliada. Em 1990, Halloran e col. identificaram, numa coorte de
400 receptores, quatro individuos com disfungédo grave do enxerto
e padréo histolégico “atipico” nos quais a prova cruzada por CDC,
negativa antes do transplante, tornou-se positiva apos a realizacéo
do mesmo. Posteriormente, os mesmos autores demonstraram,
num estudo prospectivo com 69 pacientes, que a deteccdo, por
microlinfocitotoxicidade, de anticorpos de novo esta relacionada a
maior incidéncia e severidade dos episddios de rejeigdo.”>'

Outros grupos também demonstraram a correlagio entre a detec¢éo
de anticorpos anti HLA no pds-transplante com a ocorréncia de
rejeicao cronica e um risco elevado de perda do enxerto em longo
prazo.”!® Adicionalmente, Zangh e colaboradores demonstraram
uma forte correlagdo entre anticorpos especificos contra antigenos
HLA do doador (DSA) e rejeigdo humoral e Worthington e col. num
estudo caso-controle demonstraram a relagdo entre a detecgdo de
DSA contra antigenos HLA de classes I e Il ap6s o transplante com
pior sobrevida do enxerto em um tempo médio de cinco anos.”?
Atualmente, a identificagio de DSA é um dos critérios utilizados
para o diagndstico de lesio mediada por anticorpos.”

Immuknow

Atualmente, o teste denominado Cylex ImmuKnow® é o unico
ensaio aprovado pelo FDA para a detec¢do da imunidade
mediada por células em receptores no periodo pos-transplante. O
principio desse ensaio baseia-se na detec¢do da produgdo de ATP
decorrente da proliferagdo de linfécitos T CD4+ auxiliares, obtidos
do sangue periférico do receptor, em resposta a um mitdgeno
(fitohemoaglutinina). Com base na liberagdo de ATP, os individuos
sdo classificados em respondedores fortes, intermedidrios e
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fracos. Estudos iniciais sugeriram que individuos com baixa
producdo de ATP estariam mais sujeitos a infecgdes enquanto a
produgdo elevada estaria relacionada a ocorréncia de rejei¢do.
Aparentemente, a melhor aplicabilidade desse teste parece ser a
identificacdo de pacientes com excesso de imunossupressdo (baixos
respondedores), o que se correlacionou com aumento do risco de
infeccdo e mortalidade mais elevada.?** Todavia, um estudo mais
recente demonstrou que a realizagdo desse ensaio uma unica vez
ndo foi capaz de predizer de forma acurada episédios de rejeicao
aguda ou de infec¢des oportunistas nos 90 dias subsequentes.”
Esse teste é a primeira tentativa de mensuracdo da reatividade
imunolégica em individuos imunossuprimidos, no entanto,
apresenta algumas limitages importantes como a restricdo a
uma subpopulagdo linfocitdria (células T CD4 auxiliares), nio
avalia a resposta imune especifica contra o doador e apresenta,
frequentemente, sobreposi¢do de resultados, impedindo, assim, a
distingdo entre os riscos de infec¢do ou rejeicéo.

sCD30

E um membro da superfamilia de receptores do Fator de Necrose
Tumoral (TNF), expresso em uma grande variedade de células
do sistema imune. O CD30 solavel (sCD30) é a forma soluvel da
molécula CD30 produzida pela clivagem proteolitica da molécula
ligada @ membrana celular frente a diversos estimulos. Essa
forma soluvel, liberada na corrente sanguinea apés a ativacdo
de células imunes CD30+, pode ser mensurada pelo método
de Ensaio de Imunoadsor¢io Enzimética (ELISA). O primeiro
estudo clinico com esse biomarcador identificou, em uma coorte
de 844 individuos, aumento do risco de rejei¢do aguda e perda
do enxerto naqueles com niveis mais elevados de sCD30 no soro
pré-transplante.?® Posteriormente, em estudo com um numero
reduzido de pacientes, os niveis de sCD30 correlacionaram-se
com a sobrevida do enxerto renal em cinco anos.” Entretanto, um
estudo subsequente demonstrou grande variabilidade dos niveis de
sCD30 em amostras obtidas de pacientes na lista de espera para
transplante renal, coletadas a cada trés meses.?® Além disso, outras
patologias que envolvem o sistema imunolégico, como infecgdes
bacterianas, podem causar elevagdes nos niveis dessa molécula.?’
No estudo mais recente envolvendo esse biomarcador, medidas pré
e pos-transplante foram realizadas em mais de 2000 receptores de
transplante renal. O principal achado desse estudo foi de que niveis
de sCD30 no trigésimo dia pos-operatorio iguais ou superiores a 40
U/mL estavam correlacionados a pior sobrevida do enxerto.*

ELISPOT

A produgéo de citocinas por células T efetoras ou de memoria frente
a um estimulo especifico pode ser detectada por meio de ELISPOT
(Enzyme Linked Immunoabsorbent Spot). Trata-se de um ensaio
bastante sensivel, concebido para detectar a produgio de proteinas
(citocinas ou anticorpos) por uma tnica célula, numa frequéncia de
até 1 para 100.000. Outra vantagem do ELISPOT ¢ a possibilidade
de avaliacdo da reatividade celular especifica do receptor contra
o doador, através do uso de células obtidas do sangue ou bago
do doador como estimulo. Os primeiros estudos utilizando esse
ensaio demonstraram uma correlagdo entre a frequéncia elevada
de células produtoras de IFNgama com episddios de rejeicio
aguda e creatinina mais elevada no curto prazo.*»* Num estudo
subsequente, Bestard e col. avaliaram a aloreatividade celular
também através da produgido de IFN-y no ELISPOT em receptores
renais com mais de dois anos de transplante. Esse estudo avaliou
tanto a aloreatividade direta, usando células inteiras do doador, a
qual se correlacionou com pior fun¢do do enxerto renal, quanto a
indireta, usando fragmentos de membrana celular como estimulo,
que estava relacionada a proteinuria. Ainda, outro estudo
demonstrou que o ELISPOT pode auxiliar na individualizagao
da imunossupressao.” A limitagdo da necessidade de células do
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doador para o estudo de aloreatividade pode ser transpassada pelo
emprego de peptidios sintéticos, como demonstrado por Najafian e
col. Nesse estudo, células isoladas do sangue periférico do receptor
foram estimuladas por peptideos sintéticos baseados nas tipagens
HLA mais frequentes, encontradas na populacio de doadores
renais daquele servigo.”* Em modelos de transplante de primatas
ndo humanos, o ELISPOT ja esta sendo utilizado com sucesso para
a detecgéo de tolerancia doador especifica.”

Analise de Transcritos génicos:

A técnica da Transcricio Reversa da Reagdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real (Real Time RT-PCR) é uma ferramenta
importante para estudos de biologia molecular. Por essa técnica,
pequenas sequéncias de RNA mensageiro (mRNA) sdo reversamente
transcritas em uma fita Gnica de DNA complementar (cDNA), a
qual servira de base para a confec¢do dos produtos da amplificagdo
(amplicons). No Real Time RT-PCR a quantificacdo desses
produtos ¢é feita ciclo a ciclo, por meio de detec¢io da fluorescéncia
liberada por um repdrter. O sinal aumenta na proporg¢io direta da
quantidade de produtos formados na reagdo. Essa técnica tem sido
bastante utilizada para a analise de inimeros genes relacionados
a resposta imunoldgica em amostras de sangue, urina e tecido do
enxerto renal.

Vasconcelos e col. demonstraram que moléculas relacionadas a
atividade citotdxica de células T, como a granzima B, a perforina e o
FasL encontram-se elevadas no sangue periférico durante a rejeigio
aguda.* Em estudo longitudinal com 67 pacientes, Simon T e col.
demonstraram que a perforina e granzima B podem aumentar
mesmo alguns dias antes do diagnéstico clinico de rejeigdo,
sugerindo que alguns transcritos relacionados & resposta imune
mediada por células T sdo potenciais candidatos a biomarcadores,
capazesdediagnosticar eventosimunolégicosadversos antes mesmo
do estabelecimento de uma lesdo no enxerto.” Adicionalmente,
os niveis de mRNA de algumas citocinas, como IL-4, IL-5, IL-6 e
IFN-y e TNF-qa, também mostraram-se elevados durante ou antes
do diagndstico de rejei¢do. No entanto, estudos subsequentes néo
foram capazes de confirmar esses achados.”®* Essa disparidade
entre os estudos pode ser um reflexo das diferengas entre os
protocolos empregados, bem como de disparidades da reacgdo
imunolégica entre diferentes individuos.*

No transplante renal, a monitorizagio imunoldgica através
da analise de transcritos génicos em amostras de urina é uma
op¢do bastante interessante, por tratar-se de amostras de facil
obtencdo, sem riscos ao paciente e com grande potencial para
refletir de maneira fidedigna as alteragdes intraenxerto. Andlises
da urina de pacientes durante um episédio de rejeicdo aguda
demonstraram alteragdes nos niveis de transcritos génicos
relacionados tanto a resposta imune citotoxica quanto a resposta
imune moduladora.*>** Num estudo que incluiu amostras de urina
de um total de 83 pacientes submetidos & bidpsia renal com os
diagnésticos de rejeicdo aguda, nefropatia crdnica do enxerto e
bidpsia normal, Muthukumar e col. detectaram maior expressdo
do fator de transcri¢io FOXP3 em sedimento urindrio de pacientes
com rejei¢do, sendo que niveis elevados desses transcritos estavam
correlacionados a menor creatinina sérica durante o episddio de
rejeicao e melhor recuperagio da fungéo renal apds o tratamento.
Como o FOXP3 ¢ altamente expresso em linfocitos T reguladores
CD4+CD25+, esse dado sugere que a presenca dessas células no
enxerto renal, durante um episoédio de rejeicdo aguda, detectada
pela andlise do sedimento urinario, pode estar modulando a
resposta imune contra o aloenxerto.*” De maneira semelhante,
Manfro e col. pesquisaram a presen¢a do transcrito génico da
molécula Tim-3, relacionada a modulagdo da resposta imune
principalmente do tipo Thl, em amostras de sangue, urina e tecido
do enxerto renal, e demonstraram grande correlagdo na expressdo
desse gene nos trés compartimentos analisados, além do alto valor
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preditivo negativo para o diagnodstico de rejeicdo aguda.**

Embora esses outros estudos tivessem demonstrado correlagio
entre diversos transcritos génicos com rejei¢do aguda diagnosticada
por bidpsia, outras patologias, como a necrose tubular aguda ou
infecdo do trato urindrio, também podem alterar a expressdo
dessas moléculas.*® Adicionalmente, a grande variabilidade nos
niveis das mesmas moléculas analisadas em laboratérios diferentes
reflete falta de padronizagdo do método, o que dificulta a utilizagdo
desses achados na pratica clinica.

Citometria de fluxo

Citometria de fluxo é um método quantitativo que tem como
principal vantagem a possibilidade de avaliar diversos parametros
celulares em um mesmo momento.***’ Esses parametros podem
variar desde antigenos de superficie até moléculas citoplasmaticas
ou nucleares, andlise de DNA e as avaliagbes funcionais. A
combina¢do de ensaios funcionais (proliferagio celular ou
detecgdo de citocinas citoplasmaticas) com a detecgdo de moléculas
de diferenciacdo celular de superficie possibilita uma andlise da
cinética da resposta imune considerando subpopulagdes distintas.
Hernandez Fuentes et al. observaram que frequéncias de células
antigeno especificas podem ser medidas com alta sensibilidade
por meio da citometria de fluxo, através da combinagio de um
marcador de proliferagdo celular (CFSE) e anticorpos especificos
contra diferentes moléculas de superficie.”® Adicionalmente,
uma frequéncia elevada de células com fenotipo caracteristico de
linfécitos T reguladores foi encontrada em pacientes com tolerancia
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operacional, quando comparados com receptores com disfuncdo
cronica do enxerto.”

CONCLUSAO

A resposta imune contra o aloenxerto é um evento complexo que
envolve diferentes mecanismosrelacionados tantoaumareagio pro-
inflamatdria/citotéxica quanto ao desenvolvimento de tolerancia
imunolégica. Adicionalmente, esses mecanismos diferem de um
individuo para outro, sendo que véarios fatores podem atuar nessa
diversidade, como, por exemplo, as experiéncias imunoldgicas
prévias do individuo, a sensibilidade as drogas imunossupressoras
administradas e as comorbidades presentes. Dessa maneira, o
desenvolvimento de ensaios capazes de monitorar a resposta
imunoldgica no contexto do transplante renal e identificar uma
atividade deletéria ao enxerto no seu estagio inicial, antes mesmo
da ocorréncia de manifesta¢des clinicas ou alteracées estruturais,
contribuiria de forma significativa para o aumento da sobrevida,
tanto do paciente quanto do enxerto. Em um cendrio ideal, os
processos imunolégicos seriam identificados através de exames
pouco invasivos, de ficil execugdo e interpretacio, com alto
grau de sensibilidade e especificidade, possibilitando inclusive
a identificacdo de pacientes tolerantes ao enxerto, nos quais a
imunossupressdo possa ser retirada com seguranca. Em outras
palavras, avancos nos métodos diagndsticos sdo necessarios para
melhor individualizagdo da terapia imunossupressora, resultando,
finalmente, em redugdo da morbimortalidade no transplante renal.

ABSTRACT

Kidney transplantation is currently the best treatment for advanced chronic kidney disease. Improvements in pre-transplant immunological
evaluation and the development of more potent immunossupressive drugs have considerably augmented short term allograft survival. Acute
rejection rates have reached acceptable levels, even when transplantation is performed between HLA distinct individuals. Nonetheless, long
term allograft survival remains suboptimal, due to various immunological and non-immunological factors. The chronic allograft dysfunc-
tion can be caused either by an anti-allograft immune response of low intensity that “scapes” the immunosuppression or by an excessive im-
munosuppression and its consequences, such as infections and nephrotoxicity. The alloimmune reactivity is a complex event that can vary
over a wide range from rejection to tolerance. All this heterogeneity cannot be assessed by the diagnostic tools available nowadays. Thus,
the development of reliable tests for monitoring alloimmune response during the post-transplantation period would allow early diagnosis of

deleterious events and better individualization of immunosuppressive therapy.
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