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Resumo
A monitoracdo imunoldgica no pés-transplante cardiaco tem sido proposta com
0S seguintes objetivos: incremento na sensibilidade dos métodos correntemente

utilizados para o diagnéstico de rejeicdo; descoberta de marcadores capazes de



indicar ocorréncia de rejeicdo antes do aparecimento de lesdes histoldgicas;
estabelecimento de parametros para individualizacdo das doses/tipos de
imunossupressores; descoberta de novos alvos para modulagdo in vivo da
resposta imune. Neste artigo, revisamos a contribuicdo, em termos de respostas
a estas questdes, de estudos em que foi realizada avaliacdo de expressao de
genes da resposta imune em bidpsias endomiocardicas e em sangue de

receptores de transplante cardiaco.



Summary

The goals of immunological monitoring after cardiac transplantation could be
summarized as follows: improvement of the sensitivity of the current methods of
diagnosis of rejection; disclosure of markers that could indicate the occurrence of
rejection before the appearance of histologic alterations; establishment of
parameters for adjustment of immunosuppression; identification of new possible
targets for immunotherapy. In this paper we review the contribution to these
questions of studies concerning the expression of immune activation genes in

endomyocardial biopsies and in blood of cardiac transplant recipients.
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O transplante cardiaco é uma terapéutica eficaz para pacientes com
insuficiéncia cardiaca terminal. Entretanto, a reacdo de rejeicdo continua a
representar uma grave ameaca para seu sucesso, a despeito da grande evolucao
que vem ocorrendo em termos de drogas imunossupressoras. A rejeicdo aguda é
a principal causa de morbidade e de mortalidade no periodo entre 30 dias e 12
meses pos-transplante e, juntamente com a rejeicdo cronica e as neoplasias,

representa também uma importante causa de morte no pés-transplante tardio™.

Durante o primeiro ano pos-transplante, a incidéncia de rejeicdo aguda
situa-se em torno de 40 episddios de rejeicBes/100 pacientes/més®. E muito
importante seu diagndstico precoce e preciso, de maneira a orientar, com
seguranca, sobre a necessidade de tratamento imunossupressor suplementar.
Diagndstico de rejeicdo no transplante cardiaco

O diagnéstico de rejeicdo aguda do transplante cardiaco repousa
fundamentalmente na avaliacdo histopatologica de bidpsias endomiocardicas,
(BEM) uma vez que as alteragbes funcionais decorrentes da rejeicdo se
expressam em geral mais tardiamente. A avaliagdo histologica de BEM,
entretanto, apresenta problemas de sensibilidade e nem sempre permite a
distincdo entre episddios de rejeicdo leves, auto-limitados, e aqueles que irdo
progredir para quadros mais sérios.>”®

Desta maneira, tornam-se importantes pesquisas sobre outros métodos
que, isoladamente, ou em conjunto com a avaliacdo histologica de bidpsias
endomiocardicas, possam contribuir para uma maior precisdo no diagndstico de

rejeicdo do transplante cardiaco.
Monitoragcdo imunolégica

O reconhecimento de aloantigenos pelos linfocitos T, em conjunto com
sinais co-estimulatérios apropriados, inicia uma cascata de eventos, envolvendo

uma série de citocinas e de células, que culminam na reacdo de rejeicdo aguda.



Com base no conhecimento dos diversos elementos que participam da resposta
imune contra o enxerto, tem sido proposta a monitoracdo imunoldgica no pés-
transplante com os seguintes objetivos:
1. aumentar a sensibilidade dos métodos correntemente utilizados para o
diagnéstico de rejeicao;
2. descobrir marcadores capazes de indicar ocorréncia de rejeicdo antes do
aparecimento de les@es histolégicas;
3. estabelecer parametros para individualizacdo das doses/tipos de
imunossupressores
4. descobrir novos alvos para modulagéo in vivo da resposta imune
Que moléculas devem ser investigadas?

Qualquer molécula que participe na ativacdo, desenvolvimento, regulacao
ou fase efetora da resposta imune € candidata a fornecer informacdes sobre a
resposta imune do receptor contra o enxerto.

Onde e como monitorar?

A maior parte dos estudos tém utilizado fragmentos de endomiocérdio,
colhidos por ocasido das bidpsias rotineiramente realizadas com finalidade de
diagnéstico de rejeicdo. Amostras de sangue, representando uma alternativa ndo
invasiva, também tém sido também investigadas. Os métodos empregados
devem apresentar boa reprodutibilidade e serem de execucdo relativamente
rapida.

Qualquer que seja o material ou método utilizado, maiores informacdes
sdo em geral obtidas quando os testes sdo realizados de maneira seriada,
permitindo que sejam consideradas flutuacbes de valores em um mesmo

paciente.



Os métodos de biologia molecular vém apresentando grandes novidades
nos ultimos anos, oferecendo um grande potencial de utlizagdo para o
seguimento de receptores de transplantes de érgdos. Os métodos baseados em
reacdo em cadeia catalizada pela enzima DNA polimerase em combinacdo com
transcricdo reversa (RT-PCR, de reverse transcriptase-polymerase chain
reaction) sdo os mais utilizados, especialmente em situacées em que somente
pequenas quantidades de material sao disponiveis para analise. No método de
RT-PCR, inicialmente o RNA total ou 0 RNA mensageiro (MRNA) € isolado da
amostra e convertido em seu DNA complementar (cDNA). A seguir, o0 cDNA é
amplificado através PCR com primers especificos para o gene de interesse. A
quantificacdo do cDNA pode ser realizada através do método tradicional de
ensaio competitivo ou através do novo método denominado “real-time” RT-PCR.
A quantidade de cDNA reflete a quantidade de mRNA o qual, por sua vez, reflete

o grau de ativacdo do gene e também, em geral, a quantidade da proteina

sintetizada.*®!!

Monitoracao imunolégica e diagnéstico de rejeicdo

A pesquisa de parametros de ativacdo imune em fragmentos de biopsias
endomiocardicas, através de técnicas imuno-histoquimicas ou através da

deteccdo de mRNA, tem sido bastante explorada, nos ultimos 10 anos, como
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ferramenta diagndstica de rejeicdo no transplante cardiaco. Os resultados

obtidos em relacdo a algumas moléculas, como, por exemplo, IFN-y, TNF, CD40L
e IL-8 apresentam muitas controvérsias, observando-se desde correlagdo de sua

deteccdo com rejeicdo aguda, 1> 2% #2830

até falha de sua deteccao em todas as
bidpsias estudadas. " ?* * #® Entretanto, em relagédo as moléculas efetoras de
citotoxicidade mediada por células (FasL, granzima, perforina), os estudos sdo
unanimes em detectar a expressdo aumentada destas moléculas durante a

rejeicdo. >4+ 3!



Nosso grupo demonstrou aumento de expressdo de varios genes de
moléculas envolvidas na resposta imune em bidpsias endomiocéardicas com
rejeicdo histologicamente comprovada. Estes genes incluem os codantes para
moléculas co-estimulatérias (CD40L, TIRC7, CD27), citocinas (IFN-y, IL-8), e
moléculas efetoras de citotoxicidade mediada por células (perforina, granzima B,
FasL) **%. E importante notar que a deteccdo de aumento de expressdo de um
gene isolado (por ex., TIRC7) ou de uma combinac&o de genes (por ex (perforina,
granzima B, FasL) permitiu se atingir 100% de sensibilidade no diagnéstico de
rejeicdo. O poder do teste de andlise de expressdo génica em bidpsias pode
ainda ser apreciado considerando-se que uma alta sensibilidade é alcancada
através do exame de um sé fragmento de bidpsia, em contraste com o exame
histopatoldgico, que requer o exame de 3 a cinco fragmentos para produzir
resultados confiaveis.

Estudos de expressdo génica em células mononucleares de amostras de
sangue colhidas no momento da realizacdo de bidpsia mostrou que durante os
episodios de rejeicdo ocorria um aumento dos niveis de mMRNA TNF-a e IL-8,
enquanto que havia diminuicdo dos niveis de mRNA de TIRC7, perforina,
granzima B e IFN-y. *" E interessante notar que todas as moléculas cujos niveis
de mRNA aumentaram durante a rejeicdo correspondem a moléculas que séo
principalmente, ou exclusivamente, produzidas por mondcitos/macréfagos,
enquanto que aquelas cujos niveis de mRNA eram menores durante a rejeicao
correspondiam a produtos de linfocitos T ativados. Uma possivel explicacdo para
esta Ultima observacao € que durante a rejeicdo haja uma macica migracao de
linfécitos T ativados da periferia para o enxerto, resultando em uma reducao

destas células no sangue periférico.



Os resultados obtidos até o momento parecem indicar que a utilizacdo de
marcadores no sangue periférico na monitoracao imunoldgica pés-transplante é
dificultada pela grande variabilidade individual nos niveis de mRNA, o que torna
impossivel o estabelecimento de pontos de corte para serem utilizados na
clinica.®" 3" Além disto, os niveis de mRNA de células mononucleares do sangue
parecem sofrer a influéncia de outros fatores além da rejeicao, tais como niveis
de imunossupressores e ocorréncia de infecgcdo. Acreditamos, entretanto, que a
analise seriada e combinada de varios marcadores no sangue ainda possa vir a
representar uma ferramenta Gtil na monitoracao pés-transplante.

Monitoracdo imunoldgica e predicéo de rejeicao

Com o objetivo de investigar marcadores com valor preditivo para a
ocorréncia de rejeicdo a curto prazo (15 dias), comparamos a expressao de
genes em bidpsias sem alteracdes histoldgicas que foram seguidas (biopsias pré-
rejeicdo) ou ndo (bidpsias sem rejeicdo) por um episodio de rejeicdo comprovado
por biopsia em um intervalo de 7 a 15 dias. Os resultados mostraram expressao
aumentada dos genes de IFN-y, TIRC7, perforina, granzima B e FasL em
bidpsias pré-rejeicdo.’**® Ainda que outros estudos sejam necessarios para
avaliar a propriedade de instituicdo de tratamento contra a rejeicdo com base no
aumento dos niveis de mRNA destas moléculas em bidpsias, este fendmeno
poderia pelo menos indicar a necessidade de uma nova bi6psia em intervalo
menor do que o que seria respeitado dentro do esquema rotineiro de biopsias.

Valor preditivo de rejeicdo a longo prazo foi descrito em relagdo a niveis de
expressdo de mRNA de bFGF (basic fibroblast growth factor) em bidpsia colhida
ao final da primeira semana pés-transplante.®® Dados de nosso laboratério

sugeriram associacdo entre auséncia de expressao intra-enxerto do gene da



molécula co-estimulatéria CD27 e a ndo ocorréncia de rejeicdo aguda nos seis
primeiros meses pés-transplante.*
Descoberta de possiveis alvos para modulacgéo in vivo da resposta imune
Resultados promissores em termos de sobrevida do enxerto foram obtidos
em modelos experimentais de transplantes através da utilizacdo de anticorpos ou
de moléculas sollveis capazes de bloquear a co-estimulacdo de linfécitos T. O
sucesso de medidas semelhantes em transplantes no homem pode ser
antecipado, desde que as moléculas-alvo do bloqueio estejam expressas em
linfécitos T ativados, mesmo em pacientes que estejam submetidos a
imunossupressdo. Os estudos que realizamos envolvendo uma série de
moléculas co-estimulatérias sugerem que seria interessante tentar o bloqueio de
CD40L e TIRC7.** * Por outro lado, ndo parece promissor o bloqueio de 4-1BB
ou de CD70, uma vez que nado detectamos nenhuma destas duas moléculas em
biépsias, talvez porque sua expresséao tenha sido eficientemente bloqueada pelas

drogas imunossupressoras de uso corrente.®

A Tecnologia de cDNA array na monitoracao imunolégica

Em contraste com métodos como o0 RTPCR que permitem a investigacao
de um numero relativamente pequeno de genes, a tecnologia de cDNA array
oferece a possibilidade de uma andlise simultdnea da expressdo de centenas a
milhares de diferentes genes. Neste método, o RNA é inicialmente transformado
(transcricdo reversa) em cDNA marcado com fluorceina ou com isGtopos
radioativos. Este cDNA é entdo hibridizado com uma matriz onde estéo dispostas
as sondas complementares aos diversos genes sob investigacdo. As matrizes
podem ser membranas de nailon ou laminas de vidro ou de plastico. ApGs a

hibridizacdo, a matriz é lavada e escaneada para deteccdo de sinais de
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radioatividade ou de corantes fluorescentes, através de sistemas automéaticos de
deteccdo. O sinal gerado em cada ponto sera proporcional a quantidade de cDNA
derivado da amostra.*

O interesse desta tecnologia para a monitoracdo pos-transplante é muito
grande porgue a comparacao do padrao de expressao dos genes em amostras
de biépsias com e sem rejeicdo, por exemplo, permitiria a identificacdo de genes,
ou conjuntos de genes, que apresentam as maiores amplitudes de variacdo de
expressado entre as duas condi¢des. Estes genes, incluindo genes que codificam
para moléculas envolvidas na resposta imune ou ndo, para moléculas conhecidas
ou nao, seriam candidatos a marcadores de rejei¢ao.

Até o presente, ha poucos estudos em que a tecnologia de cDNA array
tenha sido utilizada para explorar a resposta mune ao enxerto. Em um estudo
recente, nds utilizamos esta tecnologia para investigar o nivel de expresséao de
268 genes da resposta imune em respostas alogénicas in vitro (cultura mista de
linfécitos) e in vivo (transplante cardiaco). ** Este estudo revelou uma série de
genes cujos niveis de expressdo poderiam ser Uteis como marcadores de
rejeicdo. Além disto, evidenciou que o nivel de expressao de alguns genes foi
maior em biépsias sem do que com rejeicdo, 0 que esta de acordo com o
conceito que os periodos sem rejeicdo ndo representam periodos de auséncia de
atividade imunoldgica e sim periodos em que circuitos imunolégicos antagonicos
a rejeicdo estejam atuando. A investigacdo das moléculas que participam destes
circuitos também poderia gerar conhecimentos importantes para o

desenvolvimento de novas perspectivas no campo da imunossupressao.

10
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Consideracdes Finais
A monitoracdo imunoldgica de receptores de transplante cardiaco

representa uma ferramenta muito interessante, tanto no sentido de entendimento
da reacdo de rejeicdo no homem como para estabelecimento de
marcadores que possam aumentar a sensibilidade do diagnostico histologico de
rejeicdo. Entretanto, h4 ainda peculariedades e dificuldades que devem ser
consideradas, tais como: a utilidade de cada marcador deve ser validada para
cada esquema imunossupressor; a importante variabilidade interindividual em
relacdo aos niveis de expressdo dos diferentes genes torna dificil estabelecer
limites de normalidade; a ocorréncia de infeccdes pode afetar os niveis dos
marcadores, especialmente quando avaliados no sangue periférico.
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