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A UTILIZACAO DO ANTI-CD3 BUTANTAN NO TRANSPLANTE RENAL

Use of the Butantan’s anti-CD3 in renal transplantation
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Flavio Marques’, Maria Cristina Ribeiro Castro’, Luiz Estevam lanhez', Jose Osmar Medina Pestana*, Valter Duro Garcia®,
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RESUMO

Objetivos: O anticorpo monoclonal anti-CD3 tem sido empregado na prevengao e tratamento de episodios de rejeicdo aguda em transplante
de o6rgaos. Neste estudo retrospectivo, relatamos a experiéncia de trés instituigdes brasileiras que utilizaram o anticorpo anti-CD3
produzido pelo Instituto Butantan (Sdo Paulo, Brasil) em pacientes transplantados renais. Métodos: Foram analisados 25 pacientes que
receberam anti-CD3 para profilaxia (n=9) e tratamento de rejei¢do celular aguda (n=16). Resultados: Os pacientes que utilizaram o anti-
CD3 profilaticamente eram sensibilizados em sua maioria (89%) e apresentaram ocorréncia de rejeigdo aguda em 33% dos casos. O uso
terapéutico foi indicado para tratamento de rejeigao cortico-resistente ou rejeicdes de maior severidade histoldgica, e reverteu clinicamente
69% dos episodios tratados. Na maioria dos pacientes, o uso do anti-CD3 Butantan reduziu o numero de células CD3+ a valores menores
que 30 cel/mm? no segundo dia de tratamento. O evento adverso mais freqiientemente observado foi febre e infecgdes bacterianas e virais,
seis meses apos o tratamento, que foram observadas em 13 e 10 pacientes, respectivamente. No periodo médio de seguimento de oito anos
nenhuma ocorréncia de tumor foi relatada. Conclusées: Concluimos que a utilizagao do anti-CD3 Butantan mostrou-se eficaz na profilaxia
e tratamento de rejeicdo aguda em pacientes transplantados renais.

Descritores: Muromonab-CD3, Transplante de Rim, Imunossupressio, Rejei¢ao de Enxerto

INTRODUGAO

A ativagdo e proliferagdo linfocitaria sdo eventos centrais no
processo de rejeicdo ao enxerto em transplante de orgdos. O
primeiro dos trés sinais necessarios a ativagdo linfocitaria é
resultante da interagdo do complexo do receptor da célula T (TCR)
e suas subunidades CD3, CD4/CD8 com o antigeno apresentado

pelas células apresentadoras de antigeno. Um dos agentes biologicos
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imortalizagao de clones de linfocitos B representou uma ferramenta
poderosa para obtengdo de grandes quantidades de anticorpos
unicos e especificos e permitiu sua aplicagdo tanto em pesquisa
como na pratica clinica.! O primeiro anticorpo monoclonal anti-CD3
produzido comercialmente foi 0 OKT3, no inicio dos anos 80.

Desde o final dos anos 80, o Instituto Butantan, em parceria com

o Laboratério de Imunologia do Inco-HCFMUSP, vem dedicando
esforcos na produgdo de agentes bioldgicos imunossupressores.
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O primeiro agente biologico produzido foi a globulina anti-
timocitaria Butantan, que se mostrou eficaz na reversio de episodios
de rejei¢do aguda em pacientes transplantados renais.* Nos tltimos
anos, o Instituto Butantan ampliou esses esfor¢os para a produgao do
anticorpo monoclonal anti-CD3. No presente estudo, apresentamos
uma analise retrospectiva do uso clinico do anti-CD3 Butantan em
pacientes transplantados renais em trés institui¢des brasileiras.

MATERIAL E METODOS
Pacientes

Trata-se de uma analise retrospectiva de 25 pacientes submetidos a
transplante renal que receberam anti-CD3 Butantan com indicagio
profilatica como terapia de indugdo no inicio do transplante, ou
no tratamento de episddios de rejeigdo aguda. Foram avaliados
pacientes transplantados em trés instituigdes: quatro pacientes
transplantados no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sdao Paulo — HCFMUSP, 19 pacientes
transplantados no Hospital do Rim e Hipertensao da Universidade
Federal de Sao Paulo — UNIFESP e dois pacientes transplantados
na Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre. Os pacientes do
HCFMUSP e da UNIFESP que receberam o anti-CD3 Butantan
foram transplantados no periodo de 1993 a 1998, e os pacientes
da Santa Casa de Misericéordia de Porto Alegre no ano de 2001.
Os dados foram obtidos apds revisdo do prontuario médico por
um nefrologista de cada instituigdo e a ltima data de seguimento
foi maio de 2006.

Anti-CD3 Butantan

A tecnologia de geracdo de anticorpos monoclonais através da
imortalizacdo de clones de linfocitos B representa uma ferramenta
poderosa para obtencao de grandes quantidades de anticorpos iinicos
e especificos, os anticorpos monoclonais, ! permitindo sua aplicagdo
em pesquisa e na clinica médica. O anticorpo anti-CD3, objeto deste
estudo, pertence a subclasse IgG,, e reconhece o epitopo CD3 na
superficie dos linfocitos T, podendo inibir suas fungdes efetoras ao
modular o complexo CD3/TCR. Como resultado dessa modulagao,
os linfocitos T deixam de reconhecer células alogeneicas presentes
no enxerto, e assim controlar a rejei¢ao do tipo celular.

O anticorpo monoclonal anti-CD3 utilizado neste estudo clinico
foi obtido pelo cultivo do hibridoma in vitro em biorreator de leito
empacotado com aeracdo interna.* Em resumo, uma ampola do
Banco de Células foi descongelada e as células cultivadas em meio
DME ou HSFM (Gibco, Invitrogen) em frasco spinner até obter
aproximadamente 10° células, que foram inoculadas no biorreator
com volume de trabalho de 3L. As células cresceram sobre
pequenos cilindros ocos de vidro dentro da dorna, criando uma
situacdo de leito empacotado. Em sistema de perfusdo continua, as
células imobilizadas atingiram alta densidade. Os cultivos foram
monitorados on-line para temperatura, pH e oxigénio dissolvido pelo
intermédio de sensores inseridos na tampa do biorreator. Amostras
retiradas diariamente foram utilizadas para monitoramento
metabolico (glicose, lactato, amoénia) e da produtividade do anti-
CD3 por ensaio de ELISA. A velocidade da perfusdo do meio
de cultura foi calculada com base nos resultados dos parametros
metabolicos, de maneira a manter um estado quase homogéneo. Os
sobrenadantes dos cultivos foram processados por cromatografia de
troca ionica e de afinidade em proteina A, seguido de dialise para
acondicionamento em tampao de ampolamento.
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Os métodos analiticos utilizados para controle de processo e controle
do produto acabado consistiram de quantificagdo da proteina total pelo
método de Lowry, eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des
reduzidas e ndo reduzidas, determinagdo do ponto isoelétrico,
quantificacdo do anticorpo monoclonal por ELISA, isotipagem do
anti-CD3, teste de auséncia de micoplasma no hibridoma por dois
métodos, direto e kit colorimétrico, determinacdo de DNA residual,
determinacdo de presenga de agregados no produto final, teste de
esterilidade microbiana e fingica no granel e no produto acabado,
teste de inocuidade em animais (cobaias e camundongos) no granel
e no produto acabado, teste de pirogénio in vivo e in vitro, teste de
microtoxicidade e imunofluorescéncia utilizando células humanas,
determinagdo de concentracdo de cloreto e determinagdo de pH.
A auséncia de virus adventicios foi verificada por ensaios, onde as
células do hibridoma e o produto final (anti-CD3 purificado) eram
incubados com linhagens de células indicadoras da presenca de virus
(uma linhagem derivada de macaco verde, uma linhagem derivada
de macaco Rhesus, uma linhagem derivada de camundongo, uma
linhagem derivada de hamster, duas linhagens de células humanas),
utilizando como controle positivo o virus da encefalomiocardite
murina, que apresenta efeito citopatico nessas células.’

Para avaliar a poténcia do produto foi utilizada a citometria de
fluxo contra células humanas, com células de diferentes individuos.
As andlises realizadas em produto final foram realizadas em
comparagao ao produto comercial OKT3 (orthoclone). Os resultados
encontraram-se dentro dos especificados para produtos dessa
natureza, conforme preconizado pelas agéncias regulatorias.® O
unico resultado que ficou acima das especifica¢des foi o teor residual
de DNA; contudo, 0 mesmo se encontrava em fragmentos menores
que 200 pares de bases, portanto menor que qualquer oncogene.'
Cabe ressaltar que, posteriormente, o limite de DNA residual para
biofarmacos deixou de ser tdo critico."

O produto foi formulado em solugéo salina tamponada com fosfato
pH 7,0 contendo 0,02% de polisorbato e ampolado no Setor de
Envase do Instituto Butantan em ampolas de SmL contendo Img/mL.
Diferentes lotes foram utilizados neste ensaio clinico. As ampolas
foram armazenadas em geladeira a temperatura de 4°C-8°C.

Os lotes produzidos de anti-CD3 foram ensaiados in vitro pela técnica de
citometria de fluxo, para avaliar sua capacidade em se ligar a linfocitos
T humanos, em comparagdo ao OKT3 comercial (orthoclone). Foram
comparadas as medianas de fluorescéncia e a porcentagem de células
positivas. Foram utilizadas células mononucleares de sangue periférico
de individuos sadios, com o minimo de células de trés individuos. As
células foram obtidas por gradiente de Ficoll-Hypaque.'? As células
foram incubadas com o anticorpo monoclonal anti-CD3 pelo tempo
determinado, lavadas e novamente incubadas com anticorpo anti-IgG
murina conjugado a fluoresceina. Apds as lavagens, procedeu-se
a aquisi¢@o e analise no citometro de fluxo (FacsCalibur, BD). Os
resultados foram expressos em mediana de fluorescéncia (mediana
de fluorescéncia do anticorpo teste menos mediana de fluorescéncia
do anticorpo controle negativo) e porcentagem de células positivas
(porcentagem de células positivas do anticorpo teste menos
porcentagem de células positivas do anticorpo controle negativo). O
anticorpo monoclonal foi testado em dilui¢des decrescentes de 1:100 a
1:125.000. A escolha do titulo final era dependente das curvas obtidas
pelos dois pardmetros (mediana da fluorescéncia e porcentagem de
células positivas) em relagdo as células de individuos diferentes. Nos
testes realizados com os produtos ampolados (anti-CD3 Butantan)
obteve-se resultados comparaveis ao produto comercial.
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A técnica de citometria de fluxo também foi utilizada para avaliar
a eficiéncia in vivo do anti-CD3 Butantan utilizado nos pacientes
durante o ensaio clinico. A contagem das células CD3" permitiu
avaliar o efeito do uso do produto na deple¢do dessa populagdo
celular responsavel pela resposta celular de rejeigdo ao enxerto.

RESULTADOS
1 - Pacientes: dados demograficos e esquema imunossupressor

As caracteristicas demograficas dos 25 pacientes estdo descritas na
Tabela 1. A maioria dos pacientes avaliados era do sexo feminino, de
cor branca e com idade média de 34 anos. Glomerulonefrite Cronica
foi a causa da insuficiéncia renal mais freqiientemente observada,
e os pacientes encontravam-se em tratamento dialitico ha pelo
menos 5,6 anos. Com relagdo ao numero de transfusdes, apenas dois
pacientes nunca haviam sido transfundidos e seis pacientes haviam
recebido mais de dez transfusdes antes do transplante.

Tabela 1. Dados gerais

Caracteristicas Niimero total = 25 pacientes

Sexo Fem=16/ Masc=9
Cor Branco=13/Negro=4/Desc=8
|dade média no Tx 34+12 anos
Numero de Tx 1°Tx=17/2° TX="5/ 3° Tx=2/ Desc=1
Doenca de base GNC=12/ NH=5/RVU=2/ PNC=1/ Desc=5
N transfusdes pré-Tx 0=2/1a10=13/>10=6/Desc=4
Tipo de didlise (HD/DP) HD=22/DP=3
Tempo médio de dialise (meses) 75+42m
Tipo de doador (vivo/cadéver) 6/19
Tempo médio isquemia fria 16h +11h
Funcdo retardada enxerto 18 (DV=1/ DCad=17)
Desc=desconhecido; Tx=transplante; GNC=glomerulonefrite
crénica; NH=nefropatia hipertensiva; RVU=refluxo vesico-ureteral;

PNC=pielonefrite crénica; HD=hemodialise; DP=didlise peritoneal;
DV=doador vivo; Dcad=doador cadaver

Quanto ao numero dos transplantes, 68% dos pacientes recebeu o
primeiro enxerto quando utilizou o anti-CD3. Foram 19 transplantes
com doadores falecidos € seis transplantes com doador vivo, parente
(n=3) e ndo parente (n=3). No transplante com doador falecido, o
tempo médio de isquemia fria foi 16 + 11 horas. Fungao retardada
do enxerto, definida como necessidade de dialise na primeira
semana apods o transplante, foi observada em 72% dos pacientes,
predominantemente nos pacientes que receberam o enxerto de
doador cadaver.

O anti-CD3 Butantan foi utilizado como terapia de indu¢ao em nove
pacientes e como tratamento de rejeicdo aguda em 16 pacientes. A
duracdo média do uso do anti-CD3, tanto para profilaxia como para
tratamento, foi nove dias (min=3 dias e max=14 dias), na dose de
Smg (uma ampola) ao dia. No grupo que recebeu anti-CD3 para
tratamento de rejeicdo, trés pacientes interromperam o uso do
anti-CD3 no terceiro dia de tratamento. A interrupgao deveu-se a
perda do enxerto por rejeigdo grave (n=2 pacientes) e mudanca do
diagnostico de rejeicao para pielonefrite aguda (um paciente).

O esquema imunossupressor de manutengao apos o transplante foi
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predominantemente o esquema triplice com azatioprina, prednisona
e ciclosporina, utilizado por 20 pacientes. Em todos os pacientes,
a administracdo de ciclosporina foi iniciada desde o primeiro dia
de transplante. Dois pacientes receberam micofenolato mofetil,
prednisona e ciclosporina/tacrolimus e um paciente, transplantado em
1995, recebeu esquema triplice com ciclofosfamida em substituicao a
azatioprina. Dois pacientes usaram esquema duplo ou com azatioprina
e prednisona (n=1) ou com prednisona e ciclosporina (n=1).

2 - Uso profilatico do anti-CD3

Nove pacientes receberam anti-CD3 de forma profilatica, com intuito
de aumentar a imunossupressdo inicial e prevenir a ocorréncia
de episddios de rejeigdo celular. Como mostra a Tabela 2, oito
pacientes que receberam o anti-CD3 profilaticamente eram pacientes
sensibilizados e com maior risco imunoldgico para ocorréncia de
rejeicdo. Em um paciente (paciente #2), o uso do anti-CD3 foi apenas
para avaliar a eficacia e seguranga da medicagao.

Tabela 2. Indicagdo para uso do anti-CD3 profilatico

Paciente # Indicacao N Rejeicao

16 Retransplante n=1 nao
723 Retransplante+ Politransfusdo n=2 sim/nao

4 Retransplante+Prova cruzada pos contra Linf B n=1 sim
25,26 Retransplante+Painel >50% n=2 nao/ndo
1,3 Prova cruzada historico positiva n=2 sim/ndo

2 Avaliar eficdcia da medicacdo n=1 nao

Linf B=linfocitos B; Painel= reatividade contra um pool de antigenos
HLA representativos de uma populacdo

Dos nove pacientes que utilizaram o anti-CD3 profilaticamente, trés
pacientes (33%) apresentaram um episodio de rejeicdo celular aguda
(pacientes # 1,4 ¢ 7, Tabela 2). Em dois desses pacientes, o episddio
de rejeigdo celular que se seguiu ao uso do anti-CD3 foi responsivo a
terapia com metil-prednisolona e ambos os pacientes permaneceram
com o enxerto funcionante no ultimo seguimento de maio de 2006,
com tempo de seguimento pds-transplante de nove e 13 anos. O
paciente #7, com antecedente de multiplas transfusdes no segundo
transplante, desenvolveu episodio de rejei¢do vascular grave no 38°
dia e perdeu o enxerto renal 12,6 meses apos o transplante.

Seis pacientes (67%) ndo apresentaram rejei¢ao celular apos o uso
profilatico do anti-CD3 (Tabela 2). Desses pacientes, cinco tiveram boa
evolugdo clinica e estdo com o enxerto funcionante apds tempo médio
de 10 £ 2 anos apos o transplante. O valor médio da creatinina sérica
no ultimo seguimento (maio 2006) foi 1,9 + 1,4 mg/dL. Um paciente
(paciente #16) perdeu o enxerto apos 10,2 meses pds-transplante por
recidiva de glomeruloesclerose segmentar e focal.

Em resumo, dos nove pacientes que receberam indugdo, dois
perderam o enxerto e sete pacientes (78%) apresentaram o enxerto
em funcionamento no ultimo seguimento em 2006. Nessa data, o
tempo médio pos-transplante foi 8 + 4 anos (min = 3 anos e max =
13 anos).

3 - Uso terapéutico do anti-CD3

Dezesseis pacientes receberam anti-CD3 para tratamento de
rejeigdo. A escolha pelo uso do anti-CD3 ocorreu frente a diferentes
condigdes clinicas e, por esta razdo, distribuimos os pacientes em
trés grupos. O grupo 1 se compde de 12 pacientes que tiveram
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o primeiro episddio de rejeigdo e utilizaram o anti-CD3 por ndo
responderem a pulsoterapia com corticosterdide. No grupo 2 estdo
trés pacientes que receberam anti-CD3 como escolha inicial para
tratamento do primeiro episédio de rejei¢do. Diferentemente do
grupo 1, esses pacientes ndo receberam corticosterdide antes do
anti-CD3. No grupo 3, com apenas um paciente, o anti-CD3 foi
utilizado para tratamento do segundo episddio de rejeigdo. Por
tratar-se de rejeigao severa, o anti-CD3 foi utilizado como primeira
escolha, sem uso prévio de corticosteroide.

Todos os pacientes estavam em seu primeiro transplante e a maioria
recebeu o rim de doador falecido (88% dos pacientes). O esquema
imunossupressor inicial era ciclosporina, azatioprina e prednisona,
e nenhum paciente recebeu indugdo nos momentos iniciais do
transplante. Os episddios de rejeicdo ocorreram no primeiro més
apos o transplante em 14 pacientes. Dois pacientes tiveram rejeigao
no quinto més apds o transplante.

O diagndstico histologico dos episodios de rejeicao esta representado
na Tabela 3. Sete pacientes apresentaram rejeigdo celular grave
(pacientes # 9,10,11,13,14,19 e 22). Desses sete pacientes, seis
tinham acometimento vascular associado, caracterizando uma
rejei¢do de maior gravidade. O diagnostico de rejeigdo celular
de leve intensidade foi observado em dois pacientes do grupo 1
(paciente #8) e um paciente do grupo 2 (paciente #15). Um paciente
apresentou rejei¢ao hiperaguda tardia (paciente #6). Os pacientes
#5, 12, 24 e 17 tiveram rejeicdo celular aguda diagnosticada
por bidpsia, mas a graduagdo histologica da rejeigdo ndo estava
disponivel no prontuario médico. O paciente #21 recebeu tratamento
com anti-CD3 por indicagdo clinica, mas a biopsia renal ndo
confirmou o achado de rejeigao.

O tratamento com anti-CD3 Butantan resultou em reversibilidade
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do quadro de rejeicdo em 11 pacientes (69%). O critério utilizado
para reversibilidade foi clinico, e se baseou na reducdo progressiva
dos niveis de creatinina sérica. A evolugao clinica dos 16 pacientes
apds o tratamento com anti-CD3 esta detalhada na Tabela 3.
Foram quatro perdas do enxerto precoce antes do sexto més pos-
transplante, e cinco perdas do enxerto apds 12 meses de transplante.
Dos cinco pacientes que ndo reverteram o episddio de rejeigdo e
perderam o enxerto, quatro retornaram ao programa de dialise e
um paciente foi a 6bito ainda durante o tratamento da rejei¢do. Um
paciente foi a 6bito no 17° més pos-transplante com o enxerto em
funcionamento e um paciente nao manteve seguimento ambulatorial
no hospital de origem. Cinco pacientes que receberam anti-CD3
para tratamento de rejei¢ao apresentaram o enxerto com boa fungao
no ultimo dia de seguimento (janeiro a margo de 2006), com tempo
de seguimento médio de 8,0 + 1,1 anos.

4 - Monitorizacao de células CD3+

A monitorizagdo de linfocitos CD3+ em algum momento do
tratamento com anti-CD3 Butantan foi realizado em 18 pacientes,
sendo cinco pacientes em uso profilatico do anti-CD3 e 13 pacientes
em uso terapéutico do anti-CD3. A contagem de células CD3+ foi
realizada por citometria de fluxo e valores menores do que 30 cel/
mm? foram considerados apropriados apos deplegdo linfocitaria
com anti-CD3. No segundo dia de tratamento com anti-CD3, 15
pacientes tinham contagem de CD3 disponiveis para analise (Figura
1). Onze desses 15 pacientes tinham nimero de CD3 < 30 cel/
mm?. E interessante notar que os quatro pacientes que nio haviam
apresentado queda dos valores de CD3+ abaixo de 30 cel/mm?no
segundo dia apds o tratamento apresentaram queda dos valores para
menos de 20 cel/mm?no sétimo dia ap6s inicio do anti-CD3. Os
valores de CD3 maiores que 30 cel/mm? foram registros pontuais
de diferentes pacientes e ndo houve qualquer paciente que tenha
tido contagem persistentemente acima de 30 cel/mm?.

Tabela 3. Achados histoldgicos dos episddios de rejeicdao e evolugcdo clinica apds tratamento com anti-CD3 (baseado na intengdo de tratamento)

Grupos Paciente (n°) Histologia da rejeicdo tratada com anti-CD3 *

Reversao da rejeicao #

Situacao Atual ## (meses pos-TX)

5 RCA Sim Perda: NCT (31m)
6 Rejeicdo hiperaguda tardia Ndo Perda: rejeigdo hiperaguda (7d)
8 RCA leve Sim Perda: NCT (77m)
9 RCA severa+ NTA Nao Perda: rejeicdo severa (17d)
10 Rejeicdo aguda vascular + NTA Nao Perda: NCT (14m)
61 1 Rejeigdo aguda vascular Nao Perda: rejeigdo aguda vascular + 6bito (5m)
12 RCA +NTA Sim SCr=1,27mg/dL (106m)
19 Rejeicdo aguda vascular Sim Obito com rim em funcionamento (17m)
20 RCA leve Sim Perda: NCT (15m)
21 Pielonefrite + NTA Sim SCr=1,55mg/dL (98m)
22 Rejeigdo aguda vascular + NTA Sim SCr=1,4mg/dL (8m)
24 RCA Sim perda seguimento
14 Rejeicdo aguda vascular + NTA Sim SCr=1,1mg/dL (103m)
G2 15 RCA leve + NTA Sim SCr=1,0mg/dL (103m)
17 RCA+ NTA+Pielonefrite aguda Sim Perda: NCT (21m)
G3 13 Rejeicdo aguda vascular Nao Perda: rejeigdo severa (2m)

G1= Primeiro episddio rejeicao cortico-resistente; G2= Primeiro episddio rejeicao com anti-CD3 como primeira escolha; G3= Segundo episddio re-

jeicdo com anti-CD3 como primeira escolha

RCA=rejeicdo celular aguda; NTA=necrose tubular aguda; SCr=creatinina sérica; NCT=nefropatia crénica do transplante
* Entre 1993 a 1998 os termos leve, moderado e severo eram utilizados para graduacdo dos episodios de rejeicao celular. Em alguns pacientes, ndo

havia graduacao do episodio de rejeigcao.

# Reversdo da rejeicao foi considerada queda dos niveis de creatinina ou seu retorno aos niveis basais
## A ultima data de seguimento dos pacientes com enxerto em funcionamento foi de janeiro a marco de 2006
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Figura 1 - Contagem de células CD3 apds o uso de anti-CD3 Butantan
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5 - Eventos adversos

Os eventos adversos ocorridos durante o tratamento com anti-CD3
estdo listados na Tabela 4. O evento adverso mais freqiientemente
observado foi febre, tendo ocorrido em 68% dos pacientes.
Alteragdes cardiovasculares foram relatadas por sete pacientes, com
seis pacientes apresentando hipotensao arterial e um paciente com
taquicardia. Das alteragdes neurologicas, foram observados quatro
casos de convulsdo durante o tratamento com o anti-CD3, sendo
que um paciente apresentou convulsdo em vigéncia de quadro de
meningite bacteriana. Diarréia e nduseas foram relatadas por cinco
e trés pacientes, respectivamente. Dor abdominal e/ou aumento de
amilase sérica ocorreu em dois pacientes.

Tabela 4. Eventos adversos durante o uso do anti-CD3

Eventos adversos N pacientes (%)

Febre 17 (68%)

Hipotensao arterial 6 (24%)
Taquicardia 1(4%)

Convulsao 4(16%)t

Cefaléia 3(12%)
Sonoléncia 1(4%)
Mialgia/artralgia 1(4%)
Diarréia 5(20%)

Néuseas ou vomitos 3(12%)

Dor abdominal e/ou T amilase 2 (8%)

1 Um paciente teve diagndstico de meningite bacteriana durante o
tratamento com o anti-CD3

A ocorréncia de infec¢do e tumores nos pacientes que receberam
anti-CD?3 foi avaliada retrospectivamente nos prontudrios médicos.
No total, 23 pacientes tinham prontuario satisfatoriamente
informativo sobre essas questdes. Nao houve relato de doenga
linfoproliferativa ou qualquer outro tipo de tumor nos pacientes
avaliados. Para investigar o impacto do uso do anti-CD3 na
ocorréncia de infecgdo, consideramos os episodios de infeccao
nos seis meses imediatamente ap6s o uso do anti-CD3 como evento
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adverso relacionado ao uso da droga. Como mostra a Figura 2, nos
primeiros seis meses apds uso do anti-CD3, foi observada infec¢ao
bacteriana em 56% dos pacientes, mais comumente infec¢ao urinaria.
Foi observado um caso de meningite bacteriana. Infecgdes virais
ocorreram em 43% dos pacientes, principalmente por citomegalovirus
e/ou herpes virus. Infecgdo fungica por candida ocorreu em um
paciente. Todos os episddios de infec¢do que ocorreram nos seis meses
apos uso do anti-CD3 responderam adequadamente ao tratamento
antimicrobiano especifico. Um paciente apresentou infeccao tardia
pelo citomegalovirus, 17 meses apos o transplante, e evoluiu com
infecgdo respiratoria grave e obito.

Figura 2 - Infeccdo em pacientes transplantados renais que utilizaram
anti-CD3 Butantan
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DISCUSSAO

O presente estudo mostra a experiéncia da utilizagdo do anti-CD3
Butantan na profilaxia e tratamento de episddios de rejei¢ao aguda
em pacientes transplantados renais. Observamos que o anti-CD3
Butantan reduziu a populacdo de linfécitos CD3 de forma eficaz,
mostrando-se benéfico na profilaxia e tratamento de rejeicoes
graves com tolerabilidade satisfatoria.

A indicagdo do uso profilatico do anti-CD3 em nossos pacientes foi
predominantemente pelo perfil de maior risco imunoldgico para a
ocorréncia de rejeigao. Tratava-se de pacientes hipersensibilizados
ou candidatos a re-transplante. Apenas um paciente recebeu anti-
CD3 Butantan com intuito apenas de avaliar a eficacia da medicagao.
A ocorréncia de rejeicdo aguda apos o uso profilatico foi de 33% se
considerarmos os nove pacientes, ¢ 37,5% se considerarmos apenas
o0s oito pacientes de maior risco imunoldgico. Este ¢ um percentual
muito semelhante ao observado em 44 pacientes transplantados
renais no Hospital das Clinicas da FMUSP entre os anos de 1995 e
2001 e que utilizaram o anti-CD3 orthoclone-OKT3 (Ortho Biotech)
profilaticamente. Nesse grupo de pacientes, a incidéncia de rejeigao
aguda foi de 36% para os receptores de doador falecido e 33% para
os receptores de doador vivo.” Quando comparado aos estudos
internacionais do inicio dos anos 90, o percentual de pacientes do
presente estudo que apresentou rejei¢do aguda é ainda menor.'*!
Em estudo prospectivo, 207 pacientes transplantados renais foram
avaliados quanto a ocorréncia de rejeigdo aguda com a utilizagdo
profilatica do anti-CD3 comercial OKT3."* O grupo que recebeu
OKT?3 como indugéo e esquema triplice (azatioprina, prednisona
e ciclosporina) apresentou 51% de rejeicdo aguda. Os autores
observaram que o uso profilatico diminuiu significativamente a
ocorréncia de rejeigdo aguda comparada ao grupo controle, que



A utilizagdo do Anti-CD3 Butantan no transplante renal

sO recebeu esquema triplice e teve 66% de rejei¢do.'* Assim como
relatado neste estudo, observamos que os episodios de rejeigao que
se seguiram ao uso profilatico do anti-CD3 respondem, em sua
maioria, ao tratamento com corticoide. Em nosso estudo, apenas
um paciente teve episoddio de rejeigio vascular grave e perdeu
o enxerto 11 meses apds a rejeicdo. A sobrevida do enxerto foi
satisfatoria. Dos nove pacientes que receberam anti-CD3 Butantan
profilaticamente, 78% apresentaram o rim em funcionamento no
ultimo seguimento, que variou de trés a 13 anos.

O uso terapéutico do anti-CD3 reverteu 69% dos episodios
de rejeigdo aguda ocorrida em 16 pacientes. Cinco pacientes
ndo responderam ao tratamento com anti-CD3, e na maior
parte dos casos, evoluiram com perda do enxerto poucos dias
apos o diagndstico da rejeigao. Os episodios eram cortico-
resistentes em sua maioria, com infiltrado celular importante e
acometimento vascular a bidopsia. Em um desses cinco pacientes,
a histologia mostrava quadro de rejeigdo hiperaguda tardia,
que ¢ conhecidamente um processo de rejeicdo mediada por
anticorpo. Portanto, € possivel que alguns desses casos ndo tenham
respondido ao tratamento com anti-CD3 porque o mecanismo
imunologico predominantemente envolvido na rejeicdo ndo
tenha sido o componente celular, e sim o componente humoral.
O anticorpo anti-CD3, assim como as globulinas anti-linfociticas
exercem sua a¢io no tratamento da rejeicdo através da eliminagio
de células CD3, com baixa eficacia no tratamento das rejeigdes
de carater humoral.'®

Dois pacientes que apresentaram episodios de rejei¢do aguda,
considerados revertidos apos a utilizagdo do anti-CD3, evoluiram
com nefropatia cronica do enxerto em menos de 24 meses apds
o transplante. Nesses casos, ¢ possivel que a resposta imune ao
enxerto tenha persistido de forma agressiva, mesmo apos a deplegao
linfocitaria induzida pelo anti-CD3. E importante notar que a anélise
de reversibilidade dos episddios de rejeicdo apds o tratamento com
anti-CD?3 foi baseada na evolugao dos niveis de creatinina sérica, o que
pode representar uma limitacao diagndstica. Como nio foi realizada
bidpsia apos tratamento, esta avaliagdo clinica ndo pode assegurar
que o infiltrado celular tenha desaparecido completamente.

Na pratica clinica, o tratamento da rejeicdo aguda, especialmente
dos episodios resistentes ao corticdide, € realizado com anticorpos
policlonais ou monoclonais, como o anti-CD3. Recentemente,
uma meta-analise com 49 estudos clinicos realizados entre
os anos de 1979 a 2003 ndo observou diferenga na evolugdo
dos enxertos tratados com anticorpos mono ou policlonais. Os
eventos de faléncia da reversibilidade da rejeicdo, recorréncia
de rejeicao e perda do enxerto foi semelhante entre os diferentes
tipos de anticorpos utilizados, assim como foram semelhantes
o risco de morte, malignidade, infeccdo como causa de morte e
infec¢@o por CMV entre as diferentes preparagdes.”’ No entanto,
a ocorréncia de eventos adversos relacionados a infusdo das
preparacdes foi diferente, sendo o anticorpo anti-CD3 mais
freqlientemente associado a eventos como febre e tremores.'”” Em
nosso estudo, febre também foi o sintoma mais freqiientemente
relatado durante a infusdo do anti-CD3, referido por 68% dos
pacientes. Outros eventos, como hipotensdo arterial, diarréia
e convulsdo também foram observados em nossos pacientes e
foram semelhantes aos relatados com a administra¢do de outras
preparagdes comerciais.'®!
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Uma das limitagdes dos estudos com anticorpos anti-linfocitarios
¢ a falta de informacgdo sobre os efeitos deletérios destas
medicag¢des na morbidade e mortalidade dos pacientes.”” Sabe-se
que estas medicagdes aumentam o risco de infec¢do e tumores,
principalmente infecg¢des virais pelo CMV e doenga linfo-
proliferativa pos-transplante.?’ Em nosso estudo, nem todos os
pacientes avaliados tinham informagdes disponiveis sobre infec¢do
nos seis meses seguintes ao uso do anti-CD3. Dos 23 pacientes
com informagdo, 56% apresentaram infec¢ao bacteriana e 43%
apresentaram infeccdo viral, principalmente pelo CMV. Nenhum
caso de malignidade foi observado em nosso meio, mostrando uma
boa tolerancia a medicagio utilizada.

E preciso comentar que o presente estudo possui limitagdes,
principalmente por se tratar de estudo retrospectivo. A busca
de dados em prontuario médico, de forma retrospectiva, em um
numero limitado de pacientes ¢ uma destas limitagdes. Vale
também ressaltar que na maior parte dos casos, a utilizacdo da
preparagdo anti-CD3 Butantan se deu entre os anos de 1993
a 1998, época em que o esquema imunossupressor classico
era prednisona, ciclosporina e azatioprina. Nos dias atuais, o
esquema imunossupressor foi modificado, com a introdugdo
do micofenolato mofetil/sddico e do tacrolimus. O esquema
imunossupressor atual reduziu significativamente a taxa de
rejeicdo aguda, embora ndo tenha reduzido na mesma proporgao
a ocorréncia de nefropatia cronica do enxerto. Por outro lado,
¢ interessante notar que o perfil dos pacientes transplantados
também parece ter modificado ao longo destes Gltimos anos.
Como pudemos observar em nosso estudo, era grande o
numero de pacientes politransfundidos, o que caracterizava
uma populacido de maior risco para desenvolver episodios de
rejeicdo. Portanto, faz-se necessaria a realizagdo de um estudo
prospectivo no qual o anti-CD3 Butantan seja avaliado no cenario
da imunossupressao atual.

O anticorpo monoclonal anti-CD3 comercialmente disponivel no
Pais e incluso na lista de importagdes do Ministério de Saude é
o produto muromonab — CD3, orthoclone OKT3. No momento,
a principal utilizagdo do anti-CD3 tem sido no tratamento dos
episodios de rejei¢do aguda de carater celular, ndo responsivos
a corticoterapia. Como profilaxia, muitos centros tém optado
pela utilizagdo do anticorpo anti-receptor de IL-2 em pacientes
de menor risco imunoldgico ou preparagdes policlonais, como
a timoglobulina, em pacientes de alto risco imunolégico. Essa
preferéncia ocorre pela menor incidéncia de feitos colaterais, no
caso do anti-receptor de IL-2, ou pela possibilidade de bloquear a
acgao de outras moléculas que ndo somente células CD3, no caso
da timoglobulina.

O Instituto Butantan mantém a produgao de anti-CD3 e planeja,
juntamente com os varios centros transplantadores do pais, iniciar
em futuro proximo um estudo prospectivo e controlado que avalie
a utilizag@o do anti-CD3 Butantan no tratamento dos episodios de
rejeigdo aguda de carater celular.

CONCLUSAO

Concluimos que o anti-CD3 Butantan reduziu a populacio
de linfocitos CD3 de forma eficaz, mostrando-se benéfico na
profilaxia e tratamento de rejeicdes graves com tolerabilidade
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ABSTRACT

Purposes: The monoclonal anti-CD3 antibody has been used as induction and to treat acute rejection episodes in organ transplantation. This
retrospective study reports a trial in three Brazilian transplantation centers, which have used a national anti-CD3 preparation developed
by the Butantan Institute (Sdo Paulo, Brazil), in renal transplant patients. Methods: Twenty-five patients have used anti-CD3 as induction
therapy (n=9) or to treat acute rejection (n=16). Results: Most patients (89%) using anti-CD3 for induction were sensitized, and 33% of
cases experienced acute rejection. The therapeutic use was indicated to treat cortical-resistant rejection or episodes of major histological
severity, and it promoted the clinical reversion in 69% of cases. In the majority of patients, the use of the Butantan CD3 reduced the amount of
CD3+ cells to lower than 30cells/mm? at the second treatment day. Most frequent adverse event was fever, and bacterial and viral infections
in 13 and 10 patients, respectively. Up to the middle of the 8 follow-up years, no tumor case was reported. Conclusion: Concluding, the
use of Butantan anti-CD3 has shown effectiveness in preventing and to treat acute rejection in renal transplantation.

Keywords: Muromonab-CD3, Kidney Transplantation, Immunosuppressant, Graft Rejection.
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