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Resumo

O transplante renal é o procedimento de eleicdo para o tratamento de doentes
com insuficiéncia renal cronica terminal. Apesar dos avancos nesta area, e dos
protocolos imunossupressores a que o0s doentes transplantados sdo sujeitos, a
rejeicdo do enxerto, continua a ser um dos principais problemas com que os clinicos
se deparam no seguimento destes doentes. A imunossupressdo é necessaria durante
toda a vida do enxerto, e, como tal, acarreta multiplas complicacdes. O diagndstico de
rejeicdo baseia-se, essencialmente, na clinica com avaliacdo da funcdo renal, e na
biépsia como método confirmatério do diagnéstico. Pelo facto da biépsia ser um
procedimento invasivo com riscos para o doente e para o enxerto, outras alternativas
menos invasivas ou nao invasivas, tém sido investigadas. A expansdo dos
conhecimentos e o desenvolvimento de novas técnicas em biologia celular e molecular
estdo a revolucionar o entendimento da fisiopatogenia de diversas condicdes
associadas a disfuncdo e rejeicdo do enxerto, possibilitando diagnésticos mais
precisos e precoces. A utilizacdo de biomarcadores capazes de dar informacao sobre
o0 status imunolégico do doente, a aloreactividade das células envolvidas na resposta
imunolégica ou ainda o peso de alguns genes, tém sido largamente estudados,
recorrendo a material biolégico, como 0 sangue ou a urina, de facil acesso e
reprodutibilidade. Infelizmente, até agora nenhum biomarcador mostrou ser por si s0,
suficientemente fidedigno no diagnostico e na avaliacdo do risco de rejeicdo do
enxerto renal. A utilizacdo de varios destes marcadores em conjunto, tem sido alvo de
investigacdo, tendo em vista a sua introducdo na pratica clinica e a diminuicdo da

necessidade de realizacdo de biopsias renais.
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Abstract

Kidney transplant is the procedure of choice for the treatment of patients with
chronic renal failure. Despite advances in this procedure and immunosuppression
protocols that are compulsory in all transplant recipients the risk of kidney rejection was
not eliminated. Immunosuppression is necessary throughout life, but this leads to
multiple complications. The diagnosis of acute rejection is confirmed by biopsy which is
an invasive procedure. Because the biopsy is an invasive procedure with risks to the
patient and the graft, other less invasive alternatives or non-invasive have been
investigated. The expansion of knowledge and the development of new techniques in
cell and molecular biology are revolutionizing the understanding of the
physiopathogenesis of several conditions associated with graft dysfunction, enabling
more accurate and precocious diagnosis. The use of biomarkers can provide
information on the immune status of the patient, aloreactividade of cells involved in
immune response gene or the weight of some genes have been widely studied, using
biological material such as blood or urine, easy access and repeatability. Unfortunately,
so far no biomarker has proved itself sufficiently reliable in the diagnosis and
assessment of the risk of kidney graft rejection. The use of several of these markers
together has been the subject of research, with a view to its introduction into clinical

practice as much as possible and reducing the need for biopsy.
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I. Introducéo

Embora os doentes com Insuficiéncia Renal Terminal possam ser mantidos
com terapia dialitica, a melhor sobrevivéncia e qualidade de vida do doente torna o
transplante renal como o método preferido de substituicdo da funcdo renal. Em
Dezembro de 1954, foi realizado o primeiro transplante renal com sucesso entre
gémeos idénticos.®

Apesar da experiéncia médica e cirlrgica adquirida ao longo dos anos na
manipulacdo de doentes transplantados, a utilizacdo de farmacos imunossupressores
continua a ser a Unica forma de controlar a perda do aloenxerto renal por rejeicdo. A
rejeicdo aguda observa-se, essencialmente, nos primeiros meses pos-transplante e,
embora seja tratada com sucesso na maioria dos casos, a sua ocorréncia esta
associada ao desenvolvimento de rejeicdo crénica, responsavel pela perda do 6rgao a
médio e a longo prazo.?®

A terapia imunossupressora continuada é nociva, causa nefropatia, alteracdes
metabolicas, e maior propensdo a infeccbes e neoplasias. Contudo, a sua sub-
utilizacéo leva & disfuncao e perda do enxerto renal. ©

Com o aumento e generalizacdo do transplante, a necessidade de monitorizar
pacientes imunodeprimidos, de diagnosticar situacdes de rejeicdo e de determinar
guais as causas de disfuncao do aloenxerto, constituem um desafio para os clinicos e
para outros profissionais de satde. ¥ A biépsia é o método gold standard para
diagnosticar a rejeicdo de enxerto. ® Para além de identificar rejeicido aguda ou
cronica, com componente preferencialmente celular ou humoral, ainda permite
identificar outras causas da disfuncdo, como toxicidade dos agentes
imunossupressores, doenca recorrente, e infec¢do por poliomavirus BK. ©

Contudo, apesar da sua reconhecida utilidade, a bidpsia renal tem riscos. As
complicagdes major podem ser definidas como aquelas que necessitam de um
procedimento invasivo durante ou apds a realizagdo da bidpsia como transfuséo
sanguinea, embolizacdo ou cirurgia. Depois da biopsia, as complicacbes mais
frequentes consistem em hemorragias, que aparecem como hematiria macroscoépica
ou sob a forma de hematoma. Num estudo de 508 doentes, a taxa de hospitalizagédo
apo6s biépsia em transplantados renais foi de 1.9%. Neste grupo verificou-se, 1% de
complicacbes major, 0,3% necessitaram de transfusdes de sangue e 0,7% de
algaliacdo devido a presenca de trombos no tracto urinario. As fistulas arterio-venosas
sdo também uma complicacdo frequente.”” Num estudo, 5-8% dos pacientes
desenvolveram fistula ap0s a realizacdo de biopsia pOs-transplante renal. Para além

disso, as bidpsias apresentam limitagBes, que incluem a presenca de infiltrados de



células inflamatérias, dificuldade em distinguir a infec¢do por poliomavirus da rejeicdo
aguda celular, e a impossibilidade de distinguir as diferentes causas de nefropatia
crénica .

Na préatica actual, a monitorizagdo imunoldgica e citotoxica dos enxertos renais
é feito através da quantificacdo sérica dos niveis de imunossupressores, pela
avaliagdo da funcdo renal, através dos niveis da creatinina sérica e, sempre que
houver suspeita de rejeicdo ou de toxicidade, pela avaliacdo histolégica do enxerto,
segundo os critérios de Banff.?

A creatinina foi identificada como um forte predictor de sobrevivéncia do
transplante, mas os seus valores podem estar falsamente elevados, por exemplo,
devido ao uso de imunossupressores como a ciclosporina e o tacrolimus.® Ha uma
forte correlacdo entre os niveis séricos de creatinina aos trés e aos seis meses poés-
transplante, com a sobrevivéncia do enxerto renal no primeiro ano.® De forma
semelhante, aumentos de creatinina de >0,5 ou >1,0 mg/dL nas primeiras seis
semanas apds rejeicdo aguda, estdo correlacionados com a disfuncdo do enxerto.”
Contudo a creatinina sérica € um indicador insensivel de disfuncdo renal por traduzir
tardiamente uma perda funcional importante por causas néo detectadas. Além disso,
na auséncia de quaisquer alteracdes da creatinina sérica, até um terco dos enxertos
irh demonstrar sinais histologicos de rejeicdo aguda nos primeiros trés meses pos-
transplante. Estas sdo as rejeicbes subclinicas, que, se nao forem tratadas
atempadamente afectam a sobrevivéncia do orgdo.®

Tendo em conta toda esta problematica, mais testes, idealmente ndo invasivos,
com elevada especificidade e sensibilidade, capazes de detectar precocemente
situacbes de rejeicdo, ou outras, SA0 necessarios para que se possa intervir
especificamente e 0 mais precocemente possivel. A pesquisa de marcadores de
alorreactividade, citotoxinas, quemocinas e citocinas na urina e nho sangue
apresentam-se como possiveis métodos ideais.®

Outros marcadores incluem expressao de genes e de proteinas que devem ser
pesquisados no sangue periférico, na urina e no préprio enxerto, todos eles locais de
alorreactividade.

Actualmente, os biomarcadores utilizados em transplantacédo renal podem ser
divididos em dois grandes grupos: os classicos e os inovadores. Ambos vao ser alvo

de reviséo neste artigo.



Il. Biomarcadores ndo invasivos Classicos
1. Creatinina

Actualmente, a monitorizacdo da rejeicdo aguda reside, essencialmente, na
repeticdo seriada da creatinina sérica. A maioria dos episodios de rejeicdo ocorre nos
primeiros seis meses ap0s o transplante, ocorrendo a maioria, muito precocemente,
logo apods a cirurgia. As rejeicdes apds 0s seis meses sao, tipicamente, devido ao ndo
cumprimento da terapéutica ou a reducgdes drasticas da imunossupressao. Para ajudar
a detectar tais eventos, a monitorizacdo frequente dos niveis de creatinina sérica €
essencial. O perfil da tensdo arterial e a proteindria podem também ajudar, mas nao
sdo especificos para rejeicdo do enxerto. Imediatamente apds a transplante séo
pedidas analises diarias com determinacéo da creatinina sérica e nos primeiros meses
mantida uma periodicidade elevada de monitorizagdes.®?

Nos primeiros tempos pés transplante as medi¢cdes da creatinina devem ser
frequentes:*

o Duas vezes por semana no primeiro més pés-transplante;
o Semanalmente no segundo mMés;

o Quinzenalmente no terceiro e quarto més;

. Mensalmente, do quinto més ao décimo segundo;

o Bimensalmente ao longo do segundo ano poés transplante;
o Trimestralmente a partir do terceiro.

Os doentes com risco elevado de rejeicdo renal aguda devem ser submetidos a
uma vigilancia particularmente cuidada. Normalmente, aumentos de creatinina de >0,5
ou >1,0 m/dL nas primeiras seis semanas ap0s transplante estédo correlacionados com
a disfuncdo do enxerto renal. Num estudo, transplantados que tinham valores de
creatinina sérica entre 0,5 a 1,5 mg/dL tinham sobrevida média de 11,5 anos,
enguanto que os doentes com valores compreendidos entre 1,6 e 2,5 mg/dL e > 2,5
mg/dL, apresentaram uma sobrevida de 9,6 e 7,2 anos, respectivamente.(le)

Embora a creatinina seja o marcador mais amplamente utilizado, ndo é
sensivel para lesdo renal.*¥ Por exemplo, os seus valores podem estar falsamente
aumentados pelo uso de ciclosporina ou do tacrolimus, imunossupressores usados na
terapéutica pés-transplante.®® Apesar da creatinina ser usada como marcador de
preferéncia para avaliar a fungcé@o renal, por ser um produto metabdlico do tecido
muscular, a sua concentracdo € influenciada pela idade, sexo e massa muscular, o
que representa uma grande desvantagem.®? Além disso, é pouco sensivel na

deteccdo de pequenas diminuicdes na taxa de filtracdo glomerular.®?



O doente transplantado esta sujeito a mudancas do estado nutricional e
catabolico pelos eventuais eventos de infeccdo e rejeicdo, além do uso crénico de
corticosteroides, que, todos juntos, reduzem a massa muscular e, portanto, a reducao
da creatinina. Isto explica em parte os erros de estimagcdo da taxa de filtracdo

glomerular através da creatinina.¥

2. Cistatina C

A cistatina C é uma proteina basica nao-glicosada. Tem como funcédo regular a
actividade das cisteinas proteinases e parece ser o inibidor principal da cisteina
proteinase.*” E encontrada em diversos fluidos biolégicos humanos.*®

Tem sido proposta como marcador de lesdo renal por ser muito sensivel as
alteracoes da taxa de filtracdo glomerular. E produzida em taxa constante por células
nucleadas, é filtrada no glomérulo e quase completamente reabsorvida e catabolizada
por células renais do tibulo proximal.®®

Nalguns estudos o valor da cistatina C no soro parece ser um melhor marcador
de taxa de filtracdo glomerular do que a creatinina sérica.®® Ao contrario da creatinina,
0s niveis séricos de cistatina C ndo séo afectados pela massa muscular e alteram-se
muito pouco com a idade, representando isto uma grande vantagem.

Muitos estudos indicam que a cistatina C possa ser usada como preditora da
taxa de filtracdo glomerular. A quantificacdo da cistatina C tem sido aclamada como
um teste rapido, acessivel e de grande sensibilidade diagnoéstica também no
transplante renal.¥

Num estudo que envolveu 30 transplantados renais, Risch e al identificaram
uma melhor correlacdo entre a taxa de filtragdo glomerular e a cistatina C do que com
a creatinina.®® Num estudo pediatrico, conclui-se que os niveis séricos de cistatina C
podem ter interesse em doentes nos quais 0s niveis de creatinina possam estar
afectados.®® H4, ainda, estudos que identificam algumas limita¢cdes do uso dos niveis
séricos da cistatina, como idade avangada, sexo masculino, fumadores, obesos,
alteracées da funcéo tirideia e niveis altos de proteina C reactiva.?® Para além disso,
estudos recentes evidenciam que os niveis de Cistatina C sdo afectados pela
corticoterapia.®” Em doentes transplantados e em situacdes de rejeicdo aguda, foram
relatados niveis altos de Cistatina C sérica e substimagdo da taxa de filtragdo
glomerular. Ndo héa evidéncia de que a terapia imunossupressora altere os niveis de

cistatina C, a ndo ser com a ciclosporina, que parece diminuir os seus valores.®”



Apesar de ser um bom marcador da fungdo renal, apresenta como principal
desvantagem o seu custo mais elevado face a determinagdo da creatinina sérica,

fazendo com que seja dificil a sua inser¢cdo em testes laboratoriais rotineiros.

3. Anticorpos anti-HLA

A resposta humoral a aloantigénios desempenha um papel importante nas
rejeicdes aguda e cronica do enxerto renal.?® A deteccéo de aloanticorpos é um teste
imunoldgico importante, ndo s6 na seleccdo do par dador-receptor, mas também no
poés-transplante, na deteccdo e identificacdo da presenca de anticorpos anti-HLA
(Human Leucocitary Antigen) “de novo”. Para além disso, a determinacdo da
especificidade dos anticorpos — se sao especificos do dador (DSA) ou ndo (NDSA) —
bem como a sua quantificacdo ao longo do tempo, adquirem especial relevo, ndo s6
pelos possiveis danos tecidulares que causam, mas também para orientar o clinico
quanto a uma possivel intervencéo imunossupressora especifica. ?®

Num estudo retrospectivo, multicéntrico, a presenca destes anticorpos antes do
transplante, foi associada a uma pior funcéo tardia do enxerto e a um aumento do
numero de episadios de rejeicdo aguda, durante os primeiros trés meses, assim como
foi relacionado com o risco aumentado de perda do enxerto nos primeiros trés anos. "
Também, a maioria dos pacientes com rejei¢do cronica do enxerto apresentam titulos
elevados de anticorpos anti-HLA, sendo que o intervalo entre o aparecimento destes e
a faléncia do transplante pode ser de cerca de um ano.?

Sabe-se que cerca de 30% dos candidatos a transplante renal tém anticorpos
anti-HLA em circulagdo e o aparecimento destes relaciona-se com transfusdes
sanguineas, infec¢des, patologias auto-imunes, transplantes prévios e, ainda, com a
gravidez, no caso das mulheres. ®® Um estudo de Lefaucher relacionou a quantidade
de anticorpos pré-transplante com a rejeicdo aguda mediada por anticorpos, e a
sobrevivéncia dos enxertos. A sobrevivéncia ao fim de 8 anos foi pior nos doentes que
apresentavam titulos elevados de anticorpos antes do transplante. Neste mesmo
estudo conclui-se que tanto a rejeicdo aguda mediada por anticorpos como a perda de
enxerto estdo directamente relacionadas como o pico de anticorpos especificos anti-
dador antes do transplante, permitindo uma melhor estratificacdo do risco imunoldgico
dos doentes, e, portanto, uma melhor monitorizagcdo da carga imunossupressora
necessaria. @

Um estudo de Kimbal P., 2011, refere que monitorizar os aloanticorpos pode

facilitar o diagnéstico de rejeicdo crénica, embora, infelizmente, ndo esteja



estabelecido quais sdo os transplantados que devem ser monitorizados, por ndo haver
ainda uma técnica padrdo. Neste mesmo estudo, dois tercos dos doentes que
mostraram diminuicdo completa dos titulos de aloanticorpos, um ano apos o
transplante, tiveram poucos efeitos colaterais e, ainda uma sobrevida aos 3 anos de
95% apds terapéutica especifica com ATG (timoglobulina), para além da
imunossupressao tripla (MMF - micofenolato de mofetil, tacrolimus e um corticéide) .

Existem testes muito sensiveis como a Citometria de fluxo e métodos de ELISA
gue permitem detectar baixos niveis de anticorpos, mas com custo elevado. Neste
momento € o teste mais importante ha monitorizacdo de doentes com anticorpos anti-

HLA em circulacéo.

4. Ensaios de hipersensibilidade retardada (DTH)

Os ensaios de hipersensibilidade retardada (DTH) permitem determinar a
magnitude da resposta a antigénios do dador, apds inoculacao trans-vivo de células do
receptor com antigénios do dador em animais de laboratério.®?

Apresenta como desvantagens a subjectividade do tamanho do edema
resultante, e também ser dependente de ratos. Estudos indicam que este € um teste
atil na identificacdo de transplantados com toleréncia estabelecida, mais do que
vantajoso em dizer que pacientes em imunossupressdo estardo em risco de
desenvolver tolerancia no futuro.®?

Teoricamente, este teste pode ser util em transplantados estaveis, que possam
usufruir de uma diminuicdo da carga imunossupressora. No entanto, devivo a

complexidade deste ensaio, a sua utilizac&o na rotina é pouco praticavel.®?



II. Biomarcadores néo invasivos Inovadores
1. SANGUE PERIFERICO
1.1. Aloreactividade como marcador do status imunolégico

Os linfocitos periféricos parecem representar um dos meios ideais de
monitorizacdo da actividade imune nos transplantados renais. Os seus fenotipos e
caracteristicas funcionais sdo semelhantes as das células que estdo presentes nos
enxertos, dai que possam ser considerados uma ferramenta de estudo atil.®?

Tradicionalmente, os métodos que avaliam a reactividade das células T incluem a
reaccgdo linfocitaria mista (MLR), ensaios de diluicao limitante (LDA), ensaios imuno-
enzimaticos (ELISPOT), ensaios de hipersensibilidade retardada (DTH), ensaios de
citotoxicidade directa e ainda o ensaio funcional Cyclex. Com a excepc¢éo do ensaio de
citotoxicidade, nenhum teste mostrou ser eficaz a ponto de permitir diminuir a terapia

imunossupressora.®

1.1.1. A reaccado linfocicita mista (MLR), foi das primeiras técnicas a ser
desenvolvida para avaliar a resposta proliferativa dos linfocitos na presenca de
células HLA incompativeis. Na forma classica, os linfécitos periféricos de dois
individuos sao misturados numa cultura por varios dias. Apenas os linfécitos do
receptor proliferam em resposta aos antigénios de histocompatibilidade néo
compativeis do dador, e a aloreactividade destas células € medida pela
incorporacdo da timidina tritiada.®¥ Num estudo, com 19 receptores de
transplante renal, uma resposta dador-especifica diminuida verificada aos 3 e
aos 6 meses apods o transplante, mostrou associar-se a uma melhor sobrevida
do enxerto ao fim de um ano.®® Também num estudo pediatrico recente,
Ferraris JR, mostrou que a hiporesposta em MLR se associa a uma maior
sobrevida do enxerto.®® Estes dados podem ser utilizados para a identificacdo
de doentes que beneficiem de doses menores de imunossupressao.®® Apesar
de ser um teste de facil realizacdo e baixo custo, demora cerca de uma
semana e a sua reprodutibilidade é fortemente influenciada pela presenca de
citocinas e pelas drogas imunossupressoras administradas. Dificilmente serd
considerado como uma ferramenta util na monitorizagdo do risco de rejei¢éo

aguda de enxerto renal.



1.1.2. Os ensaios de diluicdo limitante (LDA) permitem com sensibilidade elevada,

1.1.3.

calcular a frequéncia de aparecimento de precursores de células T
aloreactivas®”, através de diluicdes seriadas de células do dador e do receptor
e medindo a proliferagéo, a citotoxicidade ou a quantidade de citocinas que
estas produzem ap6s varios dias de incubacdo.®® Varios estudos apontam
para uma correlagdo directa entre 0o numero de precursores em células
periféricas e a rejeicdo histologicamente estabelecida em enxertos de rim ou
coracdo.®“%) Embora estes resultados possam ser preditivos da sobrevida do
enxerto a curto prazo, a complexidade e o tempo prolongado da técnica limita a

aplicabilidade do teste.

Os ensaios ELISPOT combinam o conceito de MLR com o principio da
metodologia de ELISA. Neste teste as células T do receptor sdo cultivadas com
as células T inactivadas do dador — MLR -, em placas de cultura tratadas com o
anticorpo especifico para a citocina que se quer identificar. Apés um periodo
curto de incubacéo a citocina produzida pelas células T do receptor é medida
utilizando enzimas segundo o principio de ELISA. Esta técnica permite calcular a
frequéncia de células T previamente activadas ou de célula T de memdria que
respondem a antigénios especificos, produzindo uma citocina especifica.“? Esta
técnica apresenta vantagens em relagdo a outras que também quantificam
citocinas.*? Num estudo de 55 transplantados renais, a aloreactividade
determinada por ELISPOT, durante os primeiros seis meses, mostrou uma
associacao significativa entre a positividade do teste e a disfuncdo do enxerto.“?
Contudo, analises multivariadas mostram que a correlagédo entre o IFNy medido
por ELISPOT e a creatinina sérica € independente da rejeicdo aguda, da
hipersensibilidade retardada ou da presenca de anticorpos antes do
transplante.®® O método ELISPOT pode ser util na deteccdo de respostas
“ocultas” no receptor, que podem nao ser imediatamente ou sensivelmente
detectadas pelos niveis sérios de creatinina.*® Tem elevada sensibilidade, mede
a frequéncia celular, é de facil execucdo e permite a medida da aloreactividade
directa e indirecta. Contudo, a contagem de células é subjectiva e é realizada

com base na producéo de citocinas.®®

1.1.4. Os ensaios de citotoxicidade directa (CML) medem a capacidade dos

linfocitos T CD8* do receptor lisarem células do dador, nas quais foi

previamente incorporado °'Cr radioactivo. Em transplantados renais, foi



1.1.5.

observada uma maior sobrevivéncia do enxerto a longo prazo, relacionada com
uma baixa citotoxicidade mediada por linfécitos, enquanto uma elevada taxa de
lise celular se associa a um risco elevado de rejeicéo aguda.“? Weimer relata o
sucesso da retirada dos imunossupressores, com base nos resultados destes
testes. Estes dados sugerem que depois do transplante, a citotoxicidade das
células T do receptor dador-especifica, pode ser orientativa do tratamento
imunossupressor, e podera permitir identificar receptores tolerantes.“® No
entanto, este ensaio € complexo, demora uma semana, e obriga a exposi¢cao

dos investigadores ao °'Cr radioactivo, o que limita o0 seu uso na pratica clinica.

O ensaio funcional Cyclex™ ImmunoKnow® é um ensaio de deteccdo da
imunidade mediada por células em doentes imunodeprimidos.“® Este mede o
aumento do metabolismo das células T CD4 apés estimulacé@o in vitro com o
mitogénio fitohemaglutinina-L (PHA), e quantifica a producdo de ATP
produzido pelas células estimuladas. Num estudo multicéntrico em
transplantados, Kowalski et al. referem uma associacdo entre os valores da
resposta imune e a situagcdo clinica dos pacientes. Doentes com rejeicédo
respondiam fortemente com valores >700ng/mL, enquanto doentes com
infeccdes tinham uma resposta diminuida (<25ng/mL). Em contraste, 0s
transplantados em situacao estavel mostravam uma resposta moderada, com
valores médios de 280ng/mL.“"” Embora este teste seja muito reprodutivel,
pouco demorado e relativamente barato, a sua utilidade clinica € limitada. Um
valor isolado é dificil de interpretar, particularmente nos casos em que é
utilizada terapia depletora de linfécitos, em que o namero de linfécitos T CD4
€ severamente diminuido. Para além disso, o impacto da producdo de ATP
em situagdes de proliferacdo, ndo estd documentado, nem esta feita a
comparagdo entre os valores de rejeicdo ou disfuncdo do enxerto com o

método standard de diagnéstico (biépsia).®

1.2. Perfil fenotipico e genético na monitorizagcédo da aloreactividade

1.2.1.

Perfil fenotipico

Os linfécitos periféricos sdo a ferramenta ideal na monitorizagdo da resposta

imune em transplantados. Varios estudos mostram que existem semelhancas



fenotipicas e funcionais entre as células circulantes e as infiltrantes do

enxerto.®®

1.2.1.1. Células T reguladoras e FoxP3
Um aloenxerto estimula varios mecanismos de imunidade celular e
humoral, especificos e ndo especificos. Os linfocitos T sdo o centro da
resposta imunoldgica em transplantacdo e muitos dos conhecimentos
sobre a fisiologia e funcbes das células T advém de estudos de
transplantes. Diversas publicagcbes destacam uma subpopulacdo de
linfécitos T CD4* em mecanismos de controlo da rejeicdo de enxertos e
prevencdo de auto-imunidade.® Por isso, mudancas nos fenétipos dos
linfécitos periféricos tém sido propostas como uma forma relativamente
facil de monitorizar a alorreactividade em doentes transplantadose, em
particular, o facto de a situagcdo clinica de um transplantado ser o
resultado do balanco entre a actividade das células T reguladoras e das
efectoras. As células T reguladoras (Tregs) representam uma
populacdo de linfécitos T capazes de controlar a resposta imune “® em
varias doencas patogénicas e no pos-transplante. O ratio entre células
T reguladoras e efectoras podera fornecer informacdo importante no
risco de rejeicdo ou no estabelecimento de tolerancia imunoldgica. Esta
populacdo de células corresponde a cerca de 5%-15% dos linfocitos
periféricos totais em individuos normais e caracteriza-se
fenotipicamente por exprimirem na sua maioria os determinantes CD25
(CD4"CD25%) e FoxP3, tendo sido encontradas altas concentracbes das
mesmas em alguns estudos com doentes transplantados estaveis.“®
Estes dados sugerem a identificacdo de doentes com baixos indices de
alorreactividade, e por isso com risco diminuido de rejeicdo aguda,
sendo por isso passiveis de diminuicdo da terapia imunossupressora.®”
No entanto, os mecanismos que levam a hiporreactividade, assim como
0S mecanismos gue aumentam a sobrevida do enxerto, sdo ainda
pouco conhecidos. Por outro lado, estas células mostram um papel
ambivalente na resposta imunolégica. As células Tregs ndo s estao
envolvidas na manutencdo da diminuicdo da resposta do alo-enxerto e
no estabelecimento de tolerancia, como, durante o processo de rejeicdo
elas mesmas sdo capazes de se expandir. Conhecer melhor o papel
dos ligantes timicos responsaveis pela seleccdo de células Tregs, qual

ou quais 0s mecanismos efectores pelo quais essas células exercem o



1.2.1.2

seu efeito regulador e qual o papel dos diferentes subtipos destas
células na modulacdo do sistema imune, bem como a identificacdo de
novos marcadores de superficie destas células T,® é emergente para
gue estas possam ser usadas na pratica clinica.

Também o efeito dos diferentes imunossupressores sobre estas células
Tregs ndo € uniforme. Os inibidores da calcineurina, como a
ciclosporina (CsA) e o Tacrolimus (FK), estdo associados a diminui¢éo
dos niveis de Tregs circulantes, pelos seus efeitos inibitérios sobre as
células produtoras de interleucina-2 (IL-2), e que € necessaria a
proliferacdo das Tregs. Pelo contrario, nos receptores em que €
utilizada imunossupressdo com inibidores da m-TOR, como a
rapamicina (RAPA), foi verificado um aumento do ndmero de células
Tregs. Apesar desta associagdo, a sobrevida do enxerto nao é maior, e
0 niimero de rejeicdes é maior com os inibidores da m-TOR. ©?

Outra populacdo de células T com capacidade reguladora, sao as
células T com fendtipo CD8'CD28", as quais tém sido associadas a
baixas taxas de rejeicdo em receptores transplantados de rim e de
figado.®® Estas células T supressoras (Ts) sdo FoxP3"CD8'CD28", sdo
especificas ao antigénio, restritas aos antigénios MHC classe | e
reagem directamente com as células apresentadoras de antigénio
(APCs), induzindo nestas uma regulacdo negativa de moléculas co-
estimuladoras ou uma regulacdo positiva de receptores inibidores e de
transcriptos tipo imunoglobulina (Ig), os quais inibem a activacdo
celular. Alguns estudos evidenciam uma correlacdo significativa entre
rejeicdo aguda e a expressdo do gene FoxP3, que codifica uma
proteina que esta envolvida na resposta imune ao transplante. A baixa
expressdo deste gene no momento da rejei¢cdo tem sido associada a
uma ma resposta terapéutica e a um aumento do risco de faléncia do
enxerto aos 6 meses. Mais, niveis elevados de transcricdo deste gene
na urina, estdo associados a uma evolugdo clinica desfavoravel,®®
mostrando mesmo uma maior correlagdo com a rejeicdo aguda do que

0s niveis séricos de creatinina.®?

CD127
Um outro marcador de linfocitos T que mostrou estar relacionado com a
rejeicdo de enxerto renal foi o CD127. A sua expressao parece

distinguir entre as células Tregs e linfocitos T activados, o0 que ndo era



possivel apenas com o CD25, uma vez que este receptor ndo €
especifico de uma s6 sub-populacéo linfocitaria. Num estudo, verificou-
se que uma baixa expressdo de CD127 se relacionava com uma boa
funcdo renal do enxerto. Assim, conclui-se que a quantificacdo de
linfécitos T que exprimiam CD127, juntamente com outros marcadores
destas células, como o CD25, pode ser Util na monitorizacdo da fungéo

renal apés o transplante.®®

1.2.2. Perfil genético de linfécitos periféricos

Em transplantacdo renal, a analise genética de linfocitos periféricos tem sido
correlacionada com a situacao clinica e a sobrevida do alo-enxerto renal. Esta
observacao surgiu do facto de genes da granzima B e da perforina terem sido
identificados precocemente em células do sangue periférico e na urina de
doentes que vieram a desenvolver rejeicdo aguda do transplante.®®

Sawitzki et al, estudaram também a expressédo de genes, como o gene TOAG-
1 (associado a apoptose das células T), e a al-manosidase (importante na
expressao de proteinas membranares e na producdo de citocinas), e
verificaram que a baixa expressdo destes, intra-enxerto € no sangue periférico
precede episddios de rejeicdo em modelos murinicos. Contrariamente, a
regulacdo positiva destes dois marcadores ocorre durante periodos de
tolerancia®.

Num estudo prospectivo em transplantados cardiacos, em que foi usado um
painel com varios genes, Deng et al. conseguiram discriminar situagfes de
estabilidade/tolerancia e de rejei¢cdo do enxerto.®” Adicionalmente, um estudo
gue envolveu a analise de 49 genes potencialmente relacionados com a
rejeicdo do transplante renal, em amostras de sangue de 75 doentes
transplantados com fungéo renal estavel, mostrou que 33 dos 49 genes, ou
seja, cerca de 67% destes, permitiam fazer a distingdo entre tolerancia
imunologica e rejeicdo crénica, com 99% de sensibilidade e 86% de
especificidade®.

Resumindo, todos estes resultados associados a uma identificagdo precisa dos
genes envolvidos na resposta alogénica, constituem um método ndo invasivo
promissor capaz de identificar doentes em risco de rejeicdo ou doentes aos

quais é possivel diminuir ou até mesmo retirar a imunossupressao.®®



2. SORO

2.1. Anticorpos anti-MICA

Os antigéneos MICA (Major histocompatibility complex class I-related chain
A) séo glicoproteinas semelhantes as moléculas MHC da classe |, mas as quais ndo
se associa a 3-2microglobulina. Sao altamente polimorficos e exprimem-se em células
endoteliais, células dendriticas, fibroblastos, células epiteliais e em muitas neoplasias,
mas ndo em linfécitos.®® Estes antigénios ndo se exprimem constitucionalmente na
maioria das células, mas a sua expressao, contrariamente as moléculas HLA, que sdo
reguladas por citocinas como o INFy, é regulada em resposta a infeccdo, ao stress
oxidativo ou a isquemia, causada pela ma perfusdo dos 6rgaos. Em transplantados,
embora o0s eventos que normalmente se associam a imunossensibilizagéo
(transfusdes, gravidezes, infeccdes e transplantes), nem sempre se correlacionem
com o aparecimento de anticorpos anti-MICA, estes sdo significativamente mais
frequentes em doentes transfundidos, previamente transplantados, em mulheres
multiparas, em doentes com doenca renal crénica em estadio V e na populacdo de
sexo masculino.® Alguns autores verificam que doentes com sensibilizagdo HLA tém
mais probabilidade de produzir anticorpos anti-MICA. 6

Num estudo de Zou et al, os anticorpos anti-MICA foram detectados em
11.4% dos 1910 transplantados e estiveram relacionados com a rejeicdo do enxerto. A
sobrevivéncia apds um ano do transplante foi de 88.3% + 2.2 % nos doentes com a
presenca destes anticorpos, comparando com uma sobrevivéncia de 93.0% + 0.6%,
ao fim do mesmo tempo, mas para pacientes sem este tipo de anticorpos.®®

Na préatica clinica, estes anticorpos s6 tém valor prognéstico quando
associados aos anticorpos anti-HLA, ndo sendo por si sO impeditivos de realiza¢éo do

transplante. ©%

2.2 Anticorpos anti-endotélio

Sendo a superficie do endotélio vascular a primeira linha de contacto entre 0 6rgao
transplantado e os vasos sanguineos do receptor, varios estudos evidenciam o papel
da célula endotelial na rejeicdo, pois estas sdo as alvos directos de possiveis
anticorpos em circulag&o.®

Para além das suas inumeras fungbes, o endotélio pode, também, ser

considerado como um 6rgdo imunocompetente, ja que ele expressa antigénios de



histocompatibilidade, antigénios ABO e antigénios tecido-especificos.®® Quando o
endotélio é activado em resposta a doencgas inflamatorias, agudas ou cronicas, ou por
citocinas, ele pode sofrer mudancas tanto morfolégicas como antigénicas, aumentando
a expressdo de moléculas com actividades diferenciadas, as quais podem funcionar
como moléculas de apresentacdo antigénica.
As células endoteliais estdo implicadas no processo de rejeicao de 6rgaos
sélidos e desempenham trés func¢des cruciais no processo de rejeicdo dos enxertos:
e estimulam o sistema imune do receptor através da apresentacdo de alo-
antigénios aos linfécitos do mesmo, iniciando o processo de rejeicao;
e respondem a estimulos do receptor, como, por exemplo, a citocinas
inflamatdrias, promovendo uma inflamacéo dentro do enxerto e trombose, que
contribui para leséo do 6rgao transplantado;
e a camada endotelial que recobre os vasos do enxerto é o primeiro alvo para a
resposta imune do receptor contra o 6rgéo transplantado. ¢
Os anticorpos anti-endotélio representam um grupo heterogéneo de anticorpos
(como o receptor tipo | de angiotensina 1l, MICA, vimentina) dirigidos para varios
determinantes das células endoteliais. ©V

Num namero significativo de transplantados renais (15-20%) com crossmatch
linfocitario negativo, ocorre perda precoce do enxerto por rejeicdo.®” Anticorpos que
reagiam exclusivamente contra células endoteliais foram observados em pacientes
apos rejeicao renal, o que mostrou que antigénios de superficie expressos em células
endoteliais poderiam ser importantes na componente vascular da rejeicdo de enxertos
renais.®

Em doentes transplantados, os alo-anticorpos para antigénios ndo-HLA — a
maioria associados com as células endoteliais e monécitos, e ndo detectaveis em
linfécitos — tém sido descritos em transplantados renais HLA-idénticos e tém sido

associados a arteriosclerose e rejeicdo crénica do enxerto.®

2.3 CD30 soluvel (sCD30)

Y

O CD30 é uma glicoproteina de membrana que pertence a superfamilia do
Factor de Necrose Tumoral (TNF). Exprime-se em células T activadas, mais
especificamente em células Th2. ©®®®" Foi relatado que a ligacdo do CD30 ao seu
receptor natural CD30-L pode levar a uma resposta apoptoética por parte dos linfécitos
T CD30"." Apés a activacéo de células CD30", uma forma soliivel de CD30 é libertada

e pode ser medida no soro — sCD30.9®") Num estudo de Martinez et al, verificou-se



que a resposta primaria a alo-antigénios induzia a diferenciacdo em linfécitos T CD4" e
T CD8" que exprimiam CD30*.®® Existem no entanto, algumas evidéncias que
mostram que niveis séricos elevados de sCD30 pré-transplante, podem ser indicativos
de um aumento de risco de perda do enxerto®®, ou que identificam o sCD30 como um
bom marcador de rejeicdo aguda, 15 dias apds a realizacdo do enxerto.™ Um estudo
refere, ainda, que a concentracdo de sCD30 antes do transplante € um melhor preditor
de desenvolvimento de anticorpos anti-HLA pos-transplante e de rejeicdo aguda, do
que o PRA (painel reactivo de anticorpos) pré-transplante.™

Assim, este biomarcador tem sido interpretado por alguns, como preditivo de
rejeicdo do transplante renal, podendo ajudar na identificacdo de doentes com maior
risco de perda de enxerto, e aos quais a terapia imunossupressora deve ser mais
agressiva. Contudo, todos estes estudos tém de ser alargados para serem

considerados ferramentas Gteis no diagndstico de rejei¢éo do transplante renal.

2.4 Oxido nitrico (ON)

A maioria das rejeicdes agudas ocorre no primeiro més poés transplante e tem
impacto significativo na sobrevida do enxerto a longo termo.?

O Oxido nitrico (ON) € um radical livre enddgeno, produzido nos tecidos, com
propriedades vasodilatadoras. E um regulador importante de funcdes biolégicas e
também desenvolve um papel importante na patogénese da lesdo celular.”® A sua
producdo é regulada por multiplos mecanismos e est4 aumentada nas infec¢des.

Os doentes transplantados, imunocomprometidos, tém um risco aumentado de
episodios infecciosos, associados a alteragcdo dos niveis séricos de ON, que
aumentam.” O ON também pode aumentar durante a rejeicdo como resposta a
estimulacdo de varias citocinas.® Foi recentemente demonstrado que niveis séricos
elevados de ON, durante o episddio de rejeicdo, decrescem com a completa resolugéo
do episodio, colocando-se a possibilidade de utilizagdo do ON como marcador ndo
invasivo de diagndstico e monitorizacdo da evolugdo dos episodios de rejeigdo
aguda.

Apesar de ser um teste ndo invasivo, facilmente efectuado, reprodutivel e de baixo
custo o seu papel ndo esté definido na avaliagdo pés transplante, de forma isolada ou
em associacdo com outros marcadores.¥ Serdo necessarios estudos adicionais

prospectivos e multicéntricos.



2.5, INFyelL-2

As primeiras citocinas inflamatorias a serem produzidas como resposta a um
estimulo imunolégico séo a IL-1 e o TNF. Nos primeiros dias pos-transplante renal,
estas sdo produzidas essencialmente por mondcitos e macréfagos, que infiltram o
6rgdo e promovem o recrutamento de leucocitos e o aumento da sua sobrevivéncia.
Em caso de rejeicdo aguda, a IL-1 produzida fornece os sinais de activacao linfocitaria
necessarios. Sdo, entdo, activados ndo sé linfocitos T helper (Th) CD4+, como
linfocitos T CD8+ e linfécitos B. Uma vez activadas, estas células secretam IL-2 e
INFy, que sdo importantes co-factores na expansédo clonal, na maturacdo e
diferenciacdo de células alo-reactivas, que levam a destruicdo do enxerto.
Dependendo do estimulo imunoldgico e do micro-ambiente, podem ser produzidos
diferentes padrdes de citocinas. A IL-2 e o INFy sao caracteristicos de uma resposta
Thl e relacionam-se com rejeicdo celular. J4 a IL-4, IL-5 e IL-10 e IL-13 s&o
caracteristicas de um padrédo Th2, e associam-se a padrdes de tolerancia. ®

A IL-2 e o INFy sado por isso, consideradas citocinas pré-inflamatorias,
desempenham um papel activo na rejeicdo do alo-enxerto, e sdo alvo de estudo como

potenciais biomarcadores de rejeicdo do transplante renal.



3. URINA

Embora a urina possa ser o local 6bvio, ndo é, de momento, utilizada com esse

objectivo. No entanto, alguns estudos tem sido relatados. @

3.1 mRNA de perforina e granzima B e niveis de CD103

Li el al., em 2001, mostraram que os niveis de mRNA da perforina e da granzima
B, na urina de transplantados renais, eram marcadores sensiveis de rejeicdo aguda —
83% e 64% de sensibilidade, respectivamente.”” Alguns autores dizem que os niveis
urindrios de mMRNA da granzima sobem rapidamente na rejeicdo aguda,
comparativamente aos niveis séricos de creatinina.”®
Outros marcadores incluem o inibidor da protease da serina 9, um inibidor
natural da granzima B, e o CD103 que se exprime em células T CD8" activadas.”
Pela sua localizacdo intratubular, os niveis urinarios de células CD103" poderdo
representar um preditor de rejei¢do renal. Esta proteina de superficie celular, exprime-
se em células epiteliais e € um componente da integrina aER7, responsavel pela
ligacdo da caderina-E."® Num estudo de Ding R., em 2003, o nivel urinario de mRNA
do CD103 e de granzima foi muito superior em doentes com rejeicdo aguda, quando
comparado com o0s doentes estaveis, e inferior aos que apresentavam rejeicado
cronica. A rejeicdo aguda do enxerto foi prevista com uma sensibilidade de 59% e

especificidade de 75%, usando como biomarcador o CD103.®”

3.2. 1P-10 e CXCR3

Outros marcadores que tém suscitado interesse séo a proteina IP-10, induzida
pelo IFNy, e o CXCR3 que € o seu ligando. Estas proteinas sdo denominadas de
guemocinas, por serem responsaveis pela migracdo de células aloreactivas para o
enxerto, e assim participarem no desenvolvimento da resposta imunolégica ao
transplante.®” Sedimentos urinérios de transplantados renais com rejeicdo aguda ©?
mostram niveis elevados destas proteinas. Estudos relatam uma sensibilidade de
100% e especificidade de 78% para o IP-10, e uma sensibilidade de 63% e uma
especificidade de 83% para o CXCR3 em transplantados com rejeicdo.®” Noutro
estudo, Segerer et al, detectou que a expressdo de mRNA de IP-10 nas biépsias
renais estava elevada, em doentes transplantados com rejeicdo aguda.

Contudo, a avaliacdo destes marcadores isoladamente ndo € suficiente para



detectar rejeicdes border-line, nem rejeicéo crénica do enxerto.®® Uma vez que o IP-
10 se exprime em células tubulares renais e o0 CXCR3 em células T CD4", sera
necessario complementar a investigagcdo da rejeicdo com 0s niveis urinarios de
granzima B e de perforina, ja que estes granulos sdo libertados por células T CD8".

Obter-se-ia desta forma uma maior preciséo de resultados.®?

3.3. PD-1:PD-L1/PD-L2

Estudos recentes destacam o papel do PD-1, que € uma molécula de superficie
induzida e exprimir-se em células T, células B e CDs, e que apds ligacdo aos seus
ligandos, PD-L1 e PD-L2, regula negativamente a resposta a acg¢édo do INFy no epitélio
do tubulo renal. Inibe ainda, a proliferacdo de células Thl e Th2, a producdo de
citocinas e promove apoptose. O seu bloqueio pode inibir a tolerancia, que culminara
na rejeicdo do enxerto.®” Estudos dizem que as células que exprimem PD-L1 devem
ser medidas em testes urinarios, mas para ja ndo ha evidéncia de que estes possam
ser testes fiaveis na identificacdo da rejeicdo aguda do transplante renal.®® Sao

necessarios mais estudos.

3.4. Fraccodes ou fragmentos proteicos — MICRO RNAs (miRNAS)

Uma estratégia alternativa sera a abordagem de fraccdes ou fragmentos
protéicos — andlise protedmica da urina, mas também no sangue periférico. Estes
fragmentos proteicos ou mMIRNAs sdo pequenos RNAs nédo codificados, com
aproximadamente 22 nucleotideos, mas capazes de regular a expressdo de alguns
genes, a degradacdo de mRNA e/ou a inibig&o transcripcional. Os miRNAs controlam
processos como a sobrevivéncia, o desenvolvimento, a diferenciacéo e a proliferacéo
celular, bem como sdo capazes de modular a resposta inata e adaptativa.
Recentemente, Anglicheau et al. identificaram varios miRNAs preditivos de rejeicédo
aguda em transplantados renais. Assim, a utilizacdo de diferentes perfis de miRNAs,
como biomarcadores, no diagnéstico e/ou prognoéstico de rejeicdo em aloenxertos, tem
sido objecto de investigacéo.®®

Muitos investigadores defendem que os niveis séricos de proteinas aparecem
alterados quando ja h4 um atingimento drastico da funcdo renal. Dai que a analise
prote6mica da urina seja cada vez mais, um forte candidato a identificacéo precoce de

lesdo renal por rejeicdo do enxerto.®” Apresenta ainda vantagens por ser um teste



nao invasivo, facil de obter em larga escala, e por as proteinas e os peptideos da urina
serem mais estaveis e menos complexos. Para além disso, a quantidade e a
composicdo da andlise protedmica reflectem, directamente, as fungdes do rim e do
tracto genito-urinario. ©®

Shaub et al identificaram um perfil de proteinas urinarias associadas a rejei¢éo
renal crénica.®¥®? A definicdo destas proteinas é de extrema importancia para a
compreenséao da patogénese da doenca. Comparativamente a doentes transplantados
estaveis e a individuos saudaveis, doentes com rejeicdo aguda tubulo-intersticial, e
com um pH urindrio mais baixo, apresentam niveis elevados de proteases.® A
microglobulina-B2, a defensina-B1 e a anti-quimiotripsina-a1 foram ja identificadas
como potenciais biomarcadores de rejeicdo aguda do enxerto.®® Contudo, a analise
protedmica da urina estd, para ja, aquém de ser considerada uma ferramenta ideal na
avaliacdo rotineira do transplante renal.®®

Recentemente, num estudo prospectivo, multicéntrico e observacional,
Suthanthiran, verificou com elevado grau de evidéncia, que perfis de mMRNA de células
urinarias eram indicativos de rejeicdo aguda renal. A expressdo de mRNA para além
de permitir prever a rejeicdo do enxerto renal permitira ainda fazer uma
imunossupressao individualizada. Neste estudo foi possivel prever a ocorréncia de
rejeicdo com uma antecedéncia de 90 a 60 dias utilizando como biomarcadores a
perforina e o PI-9; 60 a 30 dias antes com a perforina, IP-10, CXCR3 e Foxp3; e 16 a
29 dias antes com a perforina, PI-9, IP-10, CXCR3, CD3 e granzima B.®"

Em conclusdo, a tecnologia proteémica é uma metodologia promissora uma
vez que permite detectar proteinas que se associam a rejeicdo aguda do enxerto
renal. No entanto, mais esforcos devem ser feitos para aumentar o nimero de ensaios

e de proteinas testadas.®”



V. Monitorizag&o imunoldgica para melhor interpretacao da biopsia

A bidpsia renal é o procedimento gold-standard para o diagnéstico de disfunséo
e rejeicdo do alo-enxerto.®? Os aspectos histolégicos que normalmente estéo
presentes quando hé rejei¢do cronica do enxerto sao fibrose intersticial, atrofia tubular,
varios graus de hialinizac@o arteriolar e glomerulosclerose. Estas lesdes sdo néo
especificas e quando presentes sao irreversiveis. Por exemplo, sdo descritas em
doentes com longa exposicdo a farmacos inibidores da calcineurina e, mais
recentemente, em doentes com infec¢cdo pelo poliomavirus, infeccdo emergente
associada ao aumento da imunossupressdo. Como resultado, é necessaria uma
modulacdo da imunossupressao, evitando por um lado que esta seja insuficiente, e se
associe a episédios de rejeicao, e por outro que seja excessiva e aumente o risco de
nefrotoxicidade ou de infec¢des oportunistas como a do polioma virus. 2

Nalguns centros de transplante sdo efectuadas bidpsias renais protocoladas
em diferentes periodos de tempo poés transplante. A sua realizacdo podera ser util na
deteccdo precoce de patologias inesperadas em doentes transplantados com bom
funcionamento do enxerto. Por exemplo, naqueles doentes com rejeicdo borderline ou
subclinica, ou no diagndstico precoce de rejeicdo cronica, com fibrose intersticial,
atrofia tubular ou glomerulopatia do transplante. O re-ajuste da terapéutica numa
situacdo de rejeicdo, podera aumentar a sobrevida do enxerto renal. Assim, quanto
mais cedo forem identificados os achados histolégicos de rejeicdo, mais cedo sera
ajustada a terapia imunossupressora, e maior serd a sobrevida do enxerto renal. ¥

Estudos recentes mostraram que a corticoterapia durante 1 a 3 dias, na fase
inicial de rejeicdo subclinica, diminui os episédios de rejeicdo aguda, diminui a doenca
tubulo-intersticial e dimunui a creatinina sérica .*” Apesar da biépsia ser considerada
0 método ideal de diagndstico de rejei¢do, a sua informacdo pode ser limitada, tendo
em conta o impacto clinico e o prognéstico do processo. Diferentes mecanismos
patogénicos podem estar subjacentes as mesmas alteragdes histolégicas. Por
exemplo, ndo haver nenhuma alteragdo histologica que se associe a rejeicao
subclinica do 6rgéo e que a permita distinguir de uma rejei¢éo clinica com disfung¢éo
significativa do enxerto. Para aumentar a precisdo da avaliagdo dos achados
histol6gicos seria necessario haver mais testes imunolégicos que permitissem medir a
aloreactividade do transplante. @

Varias tentativas tém sido feitas no sentido de correlacionar o fenétipo das
células infiltrantes, com a severidade da rejeicdo aguda. Por exemplo, foram
encontrados valores mais altos de mondcitos infiltrantes na rejei¢édo clinica do que na

subclinica. Contudo, ndo foram estabelecidos valores limites que permitiam a sua



distingcdo. Também, a utilizagao de anticorpos depletores de linfocitos deve ser tomada
em atencao, ja que estes alteram o fen6tipo dos leucdcitos, quer no sangue periférico,
quer no enxerto.

Resultados mais promissores tém sido obtidos por analise genética de bidpsias
renais. Diversos grupos utilizando microarrays de alta densidade, identificaram
padrdes de expressao que se associam a tipos histologicos especificos e a diferentes
resultados.® Este método permite analisar, simultaneamente, milhares de genes, é
muito robusto e facilmente reprodutivel. Estudos recentes tém demonstrado uma
elevada heterogeneidade molecular na rejeicdo do enxerto, com diferencas detectadas
por transcricdo e que passam despercebidas pelos métodos histoldgicos.®® Também a
definicdo de padrfes associados com cortigo-resisténcia e a capacidade da creatinina
sérica retornar a valores normais ap0s corticoterapia, tem uma componente genética.

Outros grupos tém tentado definir plataformas para analise, combinando
técnicas de PCR em tempo real, de grupos fixos de 20-100 genes, com microarrays de
baixa densidade, que permitam identificar padrdes associados a diferentes tipos de
rejeicdo, nomeadamente naqueles em que as altera¢des histolégicas da bidpsia sao
subtis.®® Apesar de ainda ndo existir nenhum kit validado para uso na pratica clinica,
esta tecnologia podera vir a representar mais uma arma Util na monitorizacdo da
alorreactividade do enxerto.

O C4d é uma proteina do complemento que se deposita nas células endoteliais
dos capilares peri-tubulares e causa lesdo. Tem sido associado a disfuncédo do enxerto
e perda deste a médio e longo prazo. E visualizado nas biépsias por técnicas de
imunmocitoquimica e faz parte da maioria dos protocolos clinicos, por ser um
marcador sensivel e especifico no diagndstico de rejeicdo, e um importante factor de
prognostico. A identificagcdo deste marcador € uma mais valia na analise histolégica da

rejeicdo do enxerto. ¥



V. Conclusao

Actualmente a existéncia de métodos nao invasivos, de facil execugéo técnica,
abre novas perspectivas na monitorizacdo da aloreactividade e no diagndéstico
diferencial de doentes transplantados. Ao longo da ultima década, muitos ensaios nédo
invasivos foram testados e desenvolvidos, e 0s seus resultados foram avaliados e, em
alguns casos, comparados com o0s métodos classicos. De entre aqueles revistos
neste trabalho, destacam-se os resultados obtidos com o ELISPOT, Cyclex
Immunoknow e a andlise da expressdo de mRNA na urina, pelo facto de permitirem
diferenciar os transplantados com risco acrescido de rejeicdo aguda, daqueles a quem
possivelmente se podera reduzir a imunossupressdo. Contudo, a validacdo destes
testes continua por ser feita. De facto, a maioria destes foi feita em centros individuais,
e utilizou grupos de estudo relativamente pequenos comprometendo, assim, a analise
estatistica. Para além disso, nenhum ensaio testou com fiabilidade, se poderia ser
usado com eficacia como alternativa, ou se contribuia com mais informagéo Util para a
bidpsia. Espera-se que num futuro préximo, os resultados dos ensaios néo invasivos
fornecam resultados comparaveis com os obtidos com os parametros classicos (niveis
de creatinina sérica e de imunossupressores, e histologia da biépsia), de avaliacdo da
dose e eficacia da imunossupresséao. A inducéo e avaliacdo de tolerancia imunolégica
€ um dos principais objectivos desta area de investigagao clinica, pois alguns doentes
poderdo vir a beneficiar de uma reducéo significativa da imunossupressao.

Em conclus&o, nenhum ensaio por si sé mostrou ser capaz de avaliar de uma
forma alargada toda a resposta imunoldégica de um receptor ao enxerto, mas
combinando varios tipos destes ensaios ndo invasivos, que utilizam diferentes
marcadores celulares e genéticos, é possivel melhorar a especificidade e a
sensibilidade destes, permitindo uma melhor caracterizagdo da resposta imunolégica

do individuo ao longo do tempo e uma redugdo no namero de bidpsias
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