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1. INTRODUCAO

O transplante renal representa atualmente a melhor
opgdo terapéutica e de reabilitacdo para o paciente com
insuficiéncia renal crénica terminal 138,167,198,235,237
Sobrevidas em um ano, de 6rgdos e de pacientes, superiores a
80% e 90%, respectivamente, tém sido obtidas com doadores

cadavéricos em varios centros de transplantes 92,224

A
exceléncia destes resultados correlaciona—se diretamente a
alguns fatores, como o aprimoramento das técnicas de
microlinfotoxicidade para a prova cruzada; o emprego de
antibiéticos profildticos eficientes e o0s avangos na
compreensdo dos fendmenos imunobioldgicos envolvidos no
processo de rejeicdo e conseqgilentes repercussdes nos
esquemas terapéuticos 32,63,147,227,236,184

A imunossupressdo visa bloquear a resposta imune aos
antigenos do enxerto, procurando preservar, idealmente, os
demais aspectos da imunidade. Como a imunidade mediada por
linfécitos T é reconhecida como o principal mecanismo na
rejeigdo, procura-se desenvolver métodos que deprimam mais
seletivamente este tipo de resposta imune. As preparacdes
policlonais (globulinas antilinfocitica ou antitimocitica)
vém sendo utilizadas na profilaxia da rejeigd@o desde a
década de 60, com resultados controversos quanto a sua

eficdcia em aumentar a longo prazo a sobrevida do enxerto.

No entanto, a partir de 1980, seu valor foi comprovado no



tratamento de rejeigdo aguda, reestabelecendo o interesse

por esta modalidade terapéutica 51 0 advento da tecnologia

de produgdo de hibridomas 136

viabilizou o desenvolvimento
de anticorpos monoclonais direcionados contra subpopulacgdes

linfocitérias, proporcionando uma imunossupressdo mais
especifica. As bases celulares e moleculares da imunologia
da rejeigdo, que serdo discutidos a seguir, s&8o muito
importantes para a compreensdo do mecanismo de acgdo dos

imunossupressores e este entendimento é fundamental para o

desenvolvimento e a utilizag@o clinica destas drogas.

1.1. A Resposta Imune ao Aloenxerto

A resposta imune ao aloenxerto é efetivada por diversos
tipos de leucdcitos, incluindo macréfagos, células T
citotdéxicas (CD8+) e auxiliares (CD4+) e plasmécitos. Estas
células se envolvem em uma cascata de eventos, na qual
mediadores soliveis (interleucinas) desempenham importante
papel, que culminaréd na expansdo clonal de células efetoras
e anticorpos com atividade citotéxica, que terminam por
destruir o enxerto quando a reac¢do ndo é modificada por
drogas imunosupressoras.

O tecido transplantado representa uma importante carga
antigénica. No inicio da resposta imune, parte destes
antigenos é captada e processada pelas células

apresentadoras do antigeno - mondécitos, macrdéfagos ou



células dendriticas - que, por sua Vez, apresentam o
antigeno do doador na forma de pequenos peptidios em sua
superficie, mais especificamente na fenda dos antigenos
classe II do Complexo Principal de Histocompatibilidade
(CPH), as células auxiliares (CD4+) do receptor. Moléculas
CD4 ou CD8 na superficie dos linfécitos T est@o préximas as
moléculas de receptores da célula T (RcT) que, por sua vez,
encontram-se associadas ndo covalentemente & molécula CD3,
encarregada da transmissdo do sinal de ativagdo para o
citosol da célula T. O RcT é um dimero constituido por duas
cadeias ndo—idénticas alfa/beta, ou mais raramente
gama/delta, que & semelhanga das moléculas de anticorpo,
apresentam um segmento varidvel e um segmento constante. No
segmento varidvel sdo encontradas pelo menos trés regides de
hipervariabilidade, também denominadas regides determinantes
de complementaridade (CDR1, CDR2 e CDR3), onde ocorrem as
interagcbes entre o RcT e os complexos antigeno—porgéo
variadvel da molécula do CPH. As CDR1 e CDR2 da cadeia alfa
do RcT ligam-se aos dominios alfal das moléculas de classe I
e II do CPH, enquanto estas mesmas regides da cadeia beta do
RcT ligam—-se aos dominios alfa2 ou betal, respectivamente,
das moléculas de classe I ou II do CPH 122, p regido central
do RcT, formada pelas duas CDR3, interage com o peptideo
apresentado na fenda das moléculas do CPH. O complexo CD3 é
constituido por dois complexos autdénomos de transdugdo 244
Um é formado pelas cadeias gama, delta e epsilon, e o outro

por duas cadeias zetas. O contato das moléculas CD4 se da



com as porgdes nado polimérficas (alfa 2 e beta 2) da
molécula classe II e o contato das moléculas CD8 se d& com
a porgdo n&o polimérfica (alfa 3) da molécula classe I. A
ativagdo celular resulta do acoplamento de RcT - peptideo+
moléculas do CPH - CD4 ou CD8, mediante a ativagdo de
enzimas tirosina quinases que fosforilam residuos tirosina
presentes na cadeia zeta do complexo CD3 e outras moléculas
chaves de transducgdo. Os linfécitos cp4t exercem um papel
fundamental na ativagdo da cascata imune e sdo subdividos em
duas subpopulagdes que s&o os linfécitos T auxiliares 1
(Thl), produtores de interleucina-2 (IL-2), fator de necrose
tumoral-beta, linfotoxina e interferon-—-gama, responsaveis
pelo componente celular da reagdo e que parecem ser ativados
pela IL-12 213 ¢ o5 linfécitos T auxiliares 2 (Th2),
produtores de interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5),
interleucina 6 (IL-6) e interleucina-10 (IL-10), que sdo
responsdveis pelo componente humoral e possivelmente pela
supressdo da via regida pelos Thl, através da acgéo
supressora da IL-10, sendo, por sua vez, aparentemente

ativados pela prépria IL-4 75,81,166,168

Adicionalmente,
pelo menos 3 familias de moléculas, chamadas de moléculas de
adesdo, participam na localizagdo das células no sistema
linféide e nos sitios de inflamagcdo. A superfamilia das
Imunoglobulinas inclui ICAM-1 a ICAM-3, LFA-2, LFA-3, VCAM-
1, B7 e CD28 que ligam-se respectivamente com LFA-1, LFA-3,

LFA-2, VLA-4, CD28 e B7. Elas s&o encontradas em vAarias

células (monécitos, linfécitos, células endoteliais,
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macréfagos, polimorfonucleares) e a sua expressdo tende a
ser aumentada por citocinas pré-inflamatérias, como
interferon gama, fator de necrose tumoral alfa e
interleucina-1. A familia das Integrinas é constituida por
heterodimeros alfa/beta e dividida em 3 subfamilias conforme
a subunidade beta presente (beta-1, beta-2 ou beta-3). Fazem
parte as moléculas como VLA-1 a VLA-6, LFA-1 e MAC-1, cuja
importéncia reside na regulagdo dinadmica da adesdo e
migragdo; e a familia das Selectinas, cujos membros
caracterizam-se pela presenca de dominios lectinas N-
terminais. As lectinas sdo proteinas que ligam—-se a agucares
especificos. S8o expressas em leucdcitos e células
endoteliais e estdo envolvidas na interagdo inicial entre
leucécitos e células endoteliais 28. Estas moléculas de
adesdo participam ndo somente como elementos de localizagdo
e aproximagdo entre as células, mas também com fungdo de
sinalizag8o na resposta imune.

Denomina-se restrigdo ao CPH ao fendmeno da necessidade
de apresentagdo do antigeno em conjunto com estruturas do
CPH reconhecidas como "proéprias" pelo RcT. Assim sendo, o
antigeno & o primeiro sinal externo necessdrio a ativacéo
das células T. Uma série de complexos eventos intracelulares
ocorre a partir da interagdo do antigeno com o receptor da
célula T, invariavelmente associado ao complexo CD3. Este
exibe na porcdo intracitosplasmédtica vAarios sitios de
fosforilagdo, que sdo ativados pelas vias de proteina-

quinase C e outras proteina-quinases dependentes de célcio e



de calmodulina. O acoplamento de outros ligantes, por
exemplo LFA-1/ICAM-1 e B7/CD28, também levam a importantes
sinais co-estimulatérios de ativacgéo 149,214, coordenagéo
destes varios sinails é pouco conhecida, mas €& claramente
critica para a montagem da resposta de ativagdo celular. O
resultado final destas vias citosélicas é a ativag@o de uma
variedade de gens responsaveis pela produgdo de diversas
citocinas e seus receptores. Um segundo tipo de sinal deriva
da estimulac8o das células T auxiliares pela interleucina 1
(IL-1) e interleucina 6 (IL-6), produzidas pelas células
apresentadoras do antigeno apés o contato com O mesmo.
Possivelmente este segundo sinal ndo esteja associado
somente com IL-1 e IL-6, mas também ocorra a participacgdo de
outras moléculas e seus ligantes como ICAM-1/LFA-1, CD2/LFA-
3 e CD28/B7. Assim, o segundo sinal seria uma "conversagdo"
entre a célula T e a célula apresentadora de antigeno, via
citocinas e moléculas de adesdo em uma cascata reciproca de
sinalizacgéo, que resultaria na ativagdo de clones
especificos de linfécitos CD4+ com alta afinidade para
aloantigenos de classe 1II 98 Estes dois fenémenos tém um
papel central nos eventos da ativagd@o das células T. Apds a
estimulagdo pelo antigeno e por estas citocinas e moléculas
de adesdo, as células T auxiliares produzem IL-2, um potente
fator de <crescimento dos linfécitos T, e expressam o
receptor para a IL-2 em sua superficie. A interagdo da IL-2
com seu receptor, por mecanismos autdcrinos e parécrinos,

estimula a divisdo celular e conseqgliente expansdo clonal das



P

células auxiliares e citotéxicas. Além disso, a IL-2 é& um
estimulo adicional as células T, ativadas pelo antigeno, a
produzir algumas linfocinas que desempenham um papel
importante na rejeigéo. Também ocorre  produgdo de
interleucina 3 (IL-3). Essa linfocina estimula a
proliferagdo de células precursoras que se diferenciam em
granulécitos e macréfagos. O interferon—gama, cuja sintese
também ¢é estimulada pela IL-2, aumenta a express@o de
antigenos classe I, «classe II e ICAM-1 nas células
induziveis, aumentando a imunogenicidade dos antigenos dos
enxertos, tornando-os mais vulnerdveis aos linfécitos T
citotéxicos. Adicionalmente, a IL-2 ativa a funcgéo

citodestrutiva dos macréfagos 21,22,99,

Apbés a ativagd@o de
linfécitos T auxiliares por IL-2, ocorre a sintese de
fatores de crescimento e diferenciacdo (IL-4, IL-5 e IL-6)
que induzem a expansdo clonal das células B estimuladas pelo
antigeno, levando & producdo de anticorpos especificos com
eventual atividade citotéxica contra as células do enxerto.
Ocorridos estes eventos iniciais de ativagdo, as células T
citotéxicas proliferam sob a influéncia de IL-2 e sob a acéo
de interferon gama, IL-4 e IL-6 assumem a funcd8o citotdxica
8,55,65,140,209,213 Os linfécitos citotéxicos
diferenciados, ao entrarem em contato com as células do
enxerto, reconhecerdo via RcT os antigenos expressos na
superficie daquelas, associados aos antigenos de classe I do

CPH em um processo de reconhecimento do qual participam CDS8,

LFA-1 e CD2, semelhante ao gque ocorreu na estimulacédo



primdria 95,228  gste reconhecimento leva & ativagdo do
linfécito T citotéxico via CD3, e essa célula desfecha o seu
ataque as células alvo (no caso as células do enxerto).

O infiltrado celular na rejeicdo aguda ao aloenxerto é
composto principalmente por linfécitos T cpat, cp8t e
macréfagos. No entanto, nem todos os linfécitos citotéxicos
que infiltram os enxertos s&o dirigidos aos aloantigenos
deste enxerto, o que confirma a existéncia de um componente
inespecifico nesse infiltrado 211 gp modelos experimentais
e clinicos, de rejeigdo primdria, fica claramente
estabelecida a importancia das células CD4" na rejeigdo dos
enxertos. Essas células podem sozinhas mediar rejeigdo
aguda, o gque ndo é possivel para os linfécitos cpst. A
resposta dos linfécitos cp8” aos aloantigenos, sem o auxilio
dos linfécitos CD4+, é bastante limitada, o que sugere que a

via CD4+—dependente seja predominante 72,124,155,251

Nas
rejeigdes secundarias, ou seja, naquelas em gque Jj& houve
exposigdo prévia ao antigeno, ocorre uma produgdo muito mais
rédpida de linfécitos citotéxicos CD8Y e estes podem ser
gerados sem o auxilio dos linfécitos CD4™ 3,156,157 pstudos
recentes mostraram gque as células T fenotipicamente
caracterizadas como de memdria podem passar do sangue aos
tecidos, enquanto que as células T, que ndo apresentam este
fenétipo (células T ‘“"naive") tém que passar pelos
linfonodos. Em termos de inicio da resposta imune aos

aloenxertos 1isto significa que na rejeigdo primédria o

aloantigeno deve inicialmente chegar ao sistema linfdide,



enquanto que a rejeigdo secundédria pode, mais rapidamente,

ocorrer in situ 225

O mecanismo final de destruigdo celular &€ mediado pela
liberacdo dos granulos que contém uma proteina monomérica
formadora de poros, denominada perforina, e por uma serina
esterase, denominada granzima. Na presenga de cdlcio, ocorre
polimerizagdo enzimdtica da perforina, formando midltiplos
poros na membrana da célula alvo. Interessantemente, a via
da perforina parece formar-se apenas na presenga de elevadas
concentragdes de IL-2. De maneira alternativa, uma via
independente de cdlcio e perforina tem sido observada e
parece efetuar-se através de enzimas liberadas por células
citotéxicas. Além disso, granulos liberados por células
citotéxicas contendo fator de necrose tumoral-alfa e
interferon—-gama ativam receptores na célula alvo, modulando

-

a sua sintese proteica e causando dano citotéxico & parede

celular. Os mecanismos acima citados expoem o meio
intracelular ao conteddo extra-celular, resultando em
citdlise 14,93,94,171 Alternativamente, linfotoxinas

secretadas ativam enzimas nas células alvo que fragmentam o
DNA nuclear e o nucleo.

O papel dos anticorpos na rejeigdo aguda ndo €é bem
entendido 245, Algumas alteracgoes histopatolégicas
encontradas na rejeigdo aguda s8o, em geral, atribuidas a
acdo de anticorpos sobre o endotélio. Entre estas estdo a

trombose arteriolar, hemorragia intersticial e a necrose

fibrinside 7/95, o entanto, a presenga de anticorpos



especificos e inespecificos nd@o guarda uma correlacgdo direta
com rejeigdo aguda ou disfungdo do enxerto 229 os
anticorpos também podem causar dano tecidual, servindo de
ponte para a agdo de células citotdéxicas na chamada
citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC).
Neste modelo, o anticorpo se 1liga a célula alvo, e as
células K a ele se ligam através do receptor para a porgéo
Fc do anticorpo presente na superficie das mesmas. Esta
ligagdo resulta em ativag@o do mecanismo litico das células

K, produzindo dano tecidual 226

O bloqueio, através de
anticorpos monoclonais anti-CD4, do auxilio das células
CD4+, tém levado & diminuicdo das rejeigbes humorais,
mediadas por anticorpos, e a estado de toleré&ncia em modelos
experimentais 39,

Esta cascata de ativagdo com destruigdo celular torna-
se um ciclo vicioso, a menos que modificada por drogas
imunosupressoras potentes em tempo h&bil ou que surjam
mecanismos supressores capazes de diminuir ou impedir a

atividade citotéxica 69'95.

1.2. Imunossupressao

A imunossupressdo em transplantes de Orgdos visa
essencialmente & produgcdo de tolerdncia especifica e
indefinida do receptor ao enxerto implantado. Embora

atualmente este objetivo ainda esteja distante, uma
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variedade de maneiras de manipular o sistema imunoldégico
para a aceiltagdo prolongada de aloenxertos tem sido
utilizada, desde o inicio da transplantagdo clinica, hé& mais
de 3 décadas. Estas manipulagdes incluem: a) o uso das
chamadas drogas convencionals, como os esterdides e a 6-—
Mercaptopurina, posteriormente substituida por seu derivado
imidazé6lico a Azatioprina; b) transfusdes de sangue ou de
derivados; c) drogas alternativas como a Ciclofosfamida; d)
Ciclosporina A desde o final da década de 70; e) preparacgdes
anti-linfocitdrias policlonais como a globulina anti-
linfocitéria (GAL) e a globulina anti-timocitdria (GAT).
Mais recentemente dispde-se de anticorpos monoclonais
dirigidos a antigenos de superficie, presentes em células
envolvidas na reagdo de rejeigd@o aos 6rgdos transplantados;
f) transfusdo de células de medula o6ssea do doador em
receptores de 6rgdos vascularizados como rim e figado 11; g)
irradiagdo 1linfdéide total 172; e h) drogas atualmente
consideradas como experimentais, algumas j& em uso clinico
restrito, como o FK- 506, Rapamicina e a l1l5-Deoxipergualina
203,130 5 yso adequado destes métodos, acompanhado de uma
boa compatibilidade no sistema HLA entre doador e receptor e
um melhor entendimento da resposta imunolégica, permitindo a
sua manipulag8o de uma maneira mais racional, tem levado a
excelentes sobrevidas, a curto prazo, de pacientes e
enxertos em diversos centros de transplante 92,184

Atualmente, trés drogas ‘“convencionais" sd8o aceitas e

utilizadas em diferentes associagles como imunossupressores

11



no transplante renal: corticoesterdides, azatioprina e
ciclosporina A.

Através de diferentes mecanismos, os corticoesterdides,
a azatioprina e a ciclosporina A bloqueiam a proliferacgéo
das «células T. Os corticoesteréides utilizados s8o a
prednisona e a metilprednisolona e s&o empregados tanto na
profilaxia, como no tratamento da rejeicdo aos enxertos.
Seus mecanismos de agdo ndo estdo claramente estabelecidos;
no entanto, parecem dever-se as suas propriedades
imunossupressoras e a atividade antiinflamatéria, esta mais
evidente quando doses elevadas sdo utilizadas. As acgdes
antiinflamatérias descritas sdo a estabilizacdo da parede
vascular, com diminuigdo do estravazamento plasmético,
diminuigdo na liberagdo de enzimas dos lisossomos e na
resposta dos neutréfilos e mondcitos aos estimulos
quimiotdticos. As agdes 1munossupressoras incluem: (a)
produgdo de linfopenia, possivelmente por seqliestragdo, que
€ mais importante para os linfécitos T auxiliares do que
para os supressores; (b) produgdo de monocitopenia e
eosinopenia, também por sequestragdo; (c) interferéncia com
o reconhecimento e processamento do antigeno; (d) redugd@o na
ligagdo dos anticorpos as células alogénicas; (e) e
principalmente bloqueio da transcrigdo e da secregdo de IL-
1, IL-6 e de fator de necrose tumoral pelas células
apresentadoras do antigeno. Estas monocinas s8o essenciais
para a ativagdo da cascata imune. Sem niveis adequados de

IL-1, a ativagdo do linfdécito CD4 é ineficiente e a resposta

12



13

imune é fraca. Em nivel intracelular, os esterdides exercem
seus efeitos ao interagirem com receptores citosélicos e
interferirem com a sintese de proteinas 67,64,233
ciclosporina A, a exemplo dos esterdides, pode ser usada
tanto na profilaxia como no tratamento das rejeigdes
celulares agudas. Os mecanismos celulares responsdveis por
seu efeito imunossupressor sdo: (a) inibigdo da ativacgdo dos
linfécitos T auxiliares e citotdxicos, permitindo a ativacgéo

115,143;

dos supressores (b) inibigdo da fungdo de

apresentacdo do antigeno pelas células apresentadoras de

187,80,15. 1 114,
7 14

antigeno (c) diminuigdo na producdo de IL-

(d) inibicdo na produgdo de anticorpos por determinadas
subpopulacdes de linfécitos B 182; (e) e 1inibig8o na
produgcdo de IL-2 e outras linfocinas, como o interferon
gama, IL-4, fator de diferenciagdo das células citotéxicas e
fator de diferenciagdo das células B, entre outras 116,19
Dentre todos os mecanismos citados, a capacidade de inibir a
produgdo de IL-2 é o mecanismo mais importante pelo qual a
ciclosporina exerce o seu efeito imunossupressor. Este
efeito ocorre através da inibigdo da transcrigdo do RNA
mensageiro da IL-2 70,152,131 o5 pecanismos moleculares de
agdo da ciclosporina ainda n8o foram completamente
elucidados; no entanto, o mecanismo subcelular mais aceito
atualmente é a inibigdo produzida em uma enzima
citoplasmédtica denominada ciclofilina ou peptidil-prolil

cis—trans isomerase, responsdvel pelo ‘“dobramento" das

proteinas citoplasmdticas que funcionam como fatores de



ativac8o de transcricdo e que normalmente expde os dominios
de ligagdo do DNA . Desta maneira, a ciclosporina A
bloguearia a indug@o das proteinas necessdrias a regulagdo
positiva da transcrigdo dos genes das linfocinas 100,216
azatioprina é empregada exclusivamente na profilaxia da
rejeigdo. Produz diminuigcdo da proliferagdo de células T
citotéxicas, auxiliares e de 1linfécitos B formadores de
anticorpos citotéxicos. A Azatioprina é efetiva em estédgios
precoces da expansdo clonal de células j& ativadas. Seus
metabdlitos, 6-mercaptopurina e acido tioinosinico,
incorporam-se ao DNA celular inibindo a sintese e o
metabolismo dos nucleotidios da purina e alterando a
formagdo e a fung&o do RNA 67,241,212

Os anticorpos policlonais s8o produzidos em espécies
heterdlogas (geralmente coelho ou cavalo) contra linfécitos
ou timécitos humanos. Podem se apresentar sob a forma de
soro ou de imunoglobulinas purificadas. O exato mecanismo de
acdo é complexo e desconhecido. Linfopenia imediata e
profunda usualmente ocorre apds a administragdo endovenosa
165, provavelmente ocasionada pela interagdo do anticorpo
antilinfocitico com midltiplos epitopos na superficie da

membrana dos linfdécitos e consequente lise, mediada por

complemento ou opsonizagdo e destruigdo pelo sistema

monocitico-macrofédgico. Estudos experimentais tém
demonstrado que, apdés a administragcdo de anticorpos
antilinfociticos em camundongos 150 ¢ em macacos 222, o

nimero de linfécitos T aumenta gradualmente enquanto a
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resposta proliferativa permanece comprometida. Considerando
estas observagdes, sugeriu-se que o blogueio da imunidade
celular contra o enxerto resulta inicialmente da destruigédo
de linfécitos T pelas preparagdes policlonais e que uma
imunossupressdo mais prolongada seria mantida pela inibicéo
da resposta proliferativa através de células supressoras
inespecificas 50, outro aspecto a considerar & a composicgdo
dos anticorpos policlonais dque, provavelmente, contém
anticorpos contra todos os tipos de linfécitos e macréfagos.
Assim, estas preparagbes atuariam em vadrios elementos
celulares envolvidos na resposta imune contra o enxerto 140
Bonneville e col. 24, em estudo no gqual descrevem o
desenvolvimento de uma preparacdo policlonal contra um clone
alorreativo humano CD4+, sugerem que a modulagdo de diversas
moléculas na superficie dos linfdécitos T poderia contribuir
no efeito Iimunossupressor. Apesar disso, estes potentes
imunossupressores tém a sua aplicagdo clinica limitada por
dois fatores. O primeiro problema é a dificuldade em obter
preparagdes padronizadas e reproduziveis, gue possam
estabelecer a sua eficéacia. Isto ocorre devido a
caracteristicas de variabilidade de antigenos empregados na
imunizag8o (ex. timécitos, linfécitos obtidos por drenagem
de ducto toracico, do bago ou de culturas de células), de
classe e afinidade de anticorpos produzidos e de diferencas
entre lotes. O outro problema é a dificuldade em utilizar
doses mais elevadas devido &a presenga de anticorpos

contaminantes, especialmente contra hemdcias e plaquetas.
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As trés drogas convencionais (prednisona, azatioprina e
ciclosporina A) sdo amplamente utilizadas de forma associada
em receptores de rins cadavéricos e de doadores vivos
relacionados (esquema triplice). A estratégia empregada é
utilizd-las em doses maiores nos primeiros trés meses com
redugbes subsequentes de acordo com a evolugdo, buscando as
menores doses possivels ou a retirada de uma ou duas das
drogas a longo prazo. Os anticorpos antilinfociticos sé&o
utilizados principalmente no tratamento de rejeigdo aguda
174,210 ou em alguns esquemas profildticos em que sé&o
empregados nas duas primeiras semanas poés—transplante,
associados & prednisona e & azatioprina com posterior
introducdo da ciclosporina quando da sua retirada, com dois
dias de superposicdo (esquema quadruplo seqgiliencial) 164 poj
demonstrado in vitro que o efeito aditivo da combinacdo de
drogas em doses baixas produz maior inibicdo da resposta a
aloantigenos e mitdégenos do que doses até mesmo toéxicas
isoladamente 193, Entretanto, estas vantagens potenciais
demonstradas em laboratério n&o s8o sempre corroboradas

193,25 Além dos efeitos colaterais

pelos estudos clinicos
préprios de cada droga, a imunossupressdo adiciona riscos
aumentados de infecg¢do e neoplasias. Acima de 80% dos
pacientes transplantados tém , no minimo, um episédio de
infeccdo pés-transplante e 40% dos 6bitos estd@o relacionados
com infeccdes 231 o desenvolvimento de neoplasias p6s-

transplante ocorre em freqiliéncias que variam de 1% a 16%,

particularmente carcinomas de pele, linfomas, sarcoma de
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Kaposi, carcinomas de colo uterino e carcinomas de vulva e
perineo 192 0 uso combinado destas drogas oferece uma
estratégia terapéutica racional para a imunossupressdo na
situagdo clinica do transplante de o6rgdos. Mas, apesar do
elevado sucesso a curto prazo, a taxa exponencial de perda
de enxertos nos pacientes com méd compatibilidade no sistema
HLA ndo tem mudado nas duas Gltimas décadas 218,144,
Portanto, métodos alternativos que levem a uma
imunossupressdo mais especifica ou que induzam um estado de

toler&ncia com pouca ou nenhuma imunossupressdo permanecem

um alvo a ser atingido.

1.3. Anticorpos Monoclonais

O anticorpo monoclonal (AM) €é uma imunoglobulina
produzida por uma célula individual secretora de anticorpos
especificos para um determinante antigénico. Sua produgéo
foi wviabilizada a partir do trabalho de Kohler e Milstein
136, que desenvolveram um método de fundir células de
mieloma com linfécitos de camundongos imunizados para um
antigeno especifico. Os hibridomas resultantes mantém as
caracteristicas de secretar anticorpos do linfécito e a
imortalidade das células de mieloma, podendo ser mantidos em
cultura. Sua primeira aplicagdo prética foi na &rea de

imunopatologia, com as técnicas de imunofluorescéncia e

imunoperoxidase, que permitiram classificar e descrever
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espécimes fenotipicamente e ndo simplesmente sob aspectos
citoestruturais, com repercussdes importantes no diagndstico
e caracterizagdo de doengas neoplésicas e infeccilosas 10
utilizagdo de AM em transplantes de Orgdos segue o mesmo
raciocinio do uso de anticorpos antilinfociticos

policlonais. Porém, diferentes destes, os AM apresentam as

seguintes vantagens: reatividade <especifica contra a
molécula ou célula alvo, menor variabilidade entre
diferentes lotes do mesmo produto, suprimento ilimitado e,

menor dose de proteina estranha administrada. Apesar dos
diversos AM experimentados nos Ultimos 10 anos como agentes
imunossupressores em transplantes de 6rgdos, o Unico que é
disponivel comercialmente e aprovado para uso clinico é o

anticorpo anti-CD3, OKT3R,

1.3.1. Anticorpo Monoclomnal Anti-CD3

Em 1979 Kung e col 141 gescreveram os primeiros
anticorpos monoclonais desenvolvidos contra antigenos de
superficie das células T. Uma série destes anticorpos foi
desenvolvida, permitindo a definicdo de subpopulacdes
linfocitdrias e a elucidagdo da estrutura e fungdo do
receptor de células T. O AM anti-CD3 OKT3 é uma
imunoglobulina IgG2a, composta por uma cadeia pesada de 50kD
e outra leve de 25kD, direcionada contra o complexo CD3 da

superficie dos 1linfécitos T. Sua purificagdo através de
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métodos rigidos e testes rigorosos com técnicas sensiveis,
como o sulfato dodecil sédico/gel de poliacrilamida,
focalizagdo isoelétrica, imunoeletroforese, imunodifuséo e
imunofluorescéncia, resulta em um produto homogéneo, cuijo
grau de pureza (>95%) aproxima-se daquele encontrado nas
drogas convencionais, sendo livre de pirégenos e materiais
estranhos 83. o complexo CD3 contém pelo menos 5 cadeias
peptidicas e estd ligado nédo-covalentemente ao receptor de
células T (RcT). Quando ocorre o acoplamento do antigeno ao
RcT, os sinais de ativagdo provavelmente sdo mediados pelo

complexo CD3 136

O OKT3 reconhece e liga-se a cadeia
epsilon de 20kD do complexo CD3, bloqueando a sua fungdo e
atuando indiretamente como um anti-RcT, interferindo com a
funcao imunolégica  dos linfécitos T. Inicialmente,
acreditava-se que o uso experimental do OKT3 nos
transplantes resultaria em mais informacgdes sobre os
anticorpos monoclonais e que seus efeitos terapéuticos
adicionariam conhecimentos sobre a fungdo das células T.
Porém, os resultados preliminares excederam todas as

expectativas, levando rapidamente & sua aprovagdo para uso

clinico.

1.3.1.1. Mecanismo de Agido

Estudos in vitro demonstraram que o OKT3 blogueia as

fases de indugdo e efetora da linfélise mediada por células,
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inibe as respostas proliferativas dos linfécitos T contra
antigenos de classe I e II e pode ser mitogénico para as

o 230

células . Minutos apés a administragdo de OKT3 em

receptores de aloenxertos ocorre uma profunda deplecdo de

linfécitos CD3+ do sangue periférico 52

Evidéncias de que
estas células s&o realmente removidas da circulacdo sé&o
encontradas pelas seguintes observagbes: a) diminuigdo do
nimero total de 1linfécitos no sangue ; b) perda de
reatividade dos linfécitos remanescentes com  outros
marcadores de células T como CD4, CD8 e CDll; c) e auséncia
de células ligadas ao  OKT3. Ap6s alguns dias de
administracdo, observa-se o reaparecimento de significativas
proporgdes de linfécitos CD4+ e CDB+ na circulacgdo sem,
contudo, expressarem CD3 ou RcT em sua superficie 44 gpstas
observagfes sugerem que o OKT3 exerce suas acdes
imunossupressivas mediante dois mecanismos principais: 1)
destruicdo inicial de linfdécitos, que pode ocorrer via
linfocitoxicidade humoral, com auxilio de complemento ou
citotoxicidade celular anticorpo-dependente (células K) ou
por opsonizacgéo com destruigdo pelo sistema monocitico-
macrofagico; 2) inativagdo subseqliente das células T por
bloqueio do complexo CD3 pelo OKT3 ou por modulacdo
antigénica, isto €&, redistribuigdo e desaparecimento
reversivel da molécula antigénica alvo da superficie da
membrana celular, atraveés de internalizacgéo ou

4z

desprendimento Como o RcT estd ligado na superficie

celular ao complexo CD3, ele sofre comodulagdo quando ocorre
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o acoplamento do OKT3 com o complexo CD3. Assim, o
desaparecimento do receptor de células T da superficie
celular explica por que os linfécitos T modulados sé&o
imunoincompetentes 196

Pouco € conhecido sobre os efeitos do OKT3 nas células
que infiltram o enxerto, e os raros estudos, até o momento,
revelam resultados controversos. Kerr e Atkins 132
estudaram o infiltrado intra-enxerto realizando bidpsias
renals antes e no quinto dia de tratamento com OKT3 para
rejeigcdo aguda e, embora tenham observado diminuig&o
significativa do infiltrado celular, n&o encontraram
modulagdo dos linfécitos intra-—-enxerto, sugerindo que o OKT3
simplesmente bloqueia a capacidade dos 1linfécitos T
periféricos de responder aos antigenos estranhos impedindo-
os de atacarem o 6rgdo transplantado. Entretanto, em outro
estudo, observou-se modulagdo antigénica do complexo CD3 da
superficie de todos os linfdécitos que infiltravam o enxerto

ap6és 7 a 14 dias de uso do anticorpo 28 Nossos resultados

preliminares 86, estudando o infiltrado intra-renal de
pacientes submetidos a terapéutica profildtica com OKT3
mediante bidpsia aspirativa com agulha fina, concordam com
aqueles observados por Caillat-Zucman e col.28, mostrando
importante redugdo do infiltrado mononuclear intra-enxerto e
modulagdo antigénica do complexo CD3 que persistiu até 2
semanas apos a descontinuacdo do OKT3. Portanto, torna-se

dificil estabelecer, até o momento, os precisos mecanismos

de agéo responsaveis pela eficdcia imunossupressora do OKT3,
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pois grande parte dos estudos sdo realizados com fenotipagem
de <células circulantes. Estes resultados ndo refletem
necessariamente aquilo dque estd ocorrendo nos Orgaos
linféides ou, mais importantemente, dentro do enxerto.
Adicionalmente, outros fendémenos, como a ativagdo de
linfécitos T induzida pelo OKT3, que serad comentada na segdo
1.3.1.3, pode ter implicagbdes na sua agdo imunossupressora.

O melhor entendimento destes mecanismos de agdo €& importante

para a monitorizacdo e otimizagdo de sua aplicagdo clinica.

1.3.1.2. Uso Clinico

Em 1981, apenas dois anos apés a caracterizac8o dos
primeiros AM anti-células T, iniciaram-se os estudos
preliminares do uso clinico do OKT3 no tratamento de

53 Os excelentes

rejeigcdo aguda em transplantados renais
resultados observados, com reversdo de todos os episédios de
rejeicdo aguda, levaram a realizagdo de um estudo
multicéntrico randomizado para a sua avaliagdo no
tratamento de rejeigdo aguda 185 0s resultados deste estudo
foram submetidos ao "Food and Drug Administration" em 1984,
e o OKT3 foil aprovado para uso comercial nos Estados Unidos
da América em 1986. O AM OKT3 tem sido testado em trés
situagbes clinicas: tratamento inicial de rejeigdo aguda,

tratamento de rejeicdes resistentes aos corticoesterdides ou

globulinas antilinfociticas (terapia de resgate) e, no
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periodo pdés-transplante imediato, até duas semanas apds, na
prevencdo da rejeigdo (tratamento profilédtico).

A maioria dos estudos iniciais de avaliacdo do OKT3
compara a sua eficdcia no tratamento da rejeigdo aguda com o

uso de corticoesterdides (Tabela 1) 59,121,181,185 ensaio

5 185 selecionou dois

clinico randomizado publicado em 198
grupos de pacientes que receberam tratamento anti-rejeicéo
aguda com OKT3 (63 pacientes) ou corticoesterdides (60
pacientes). O grupo OKT3 teve 94% de reversdo das rejeigdes
contra 75% no outro grupo (p=0,009). A sobrevida do enxerto
em um ano também foi significativamente maior no grupo OKT3
(62% X 45%, p=0,029). N&o observou-se diferenca

estatisticamente significativa na sobrevida dos pacientes e

na prevaléncia de infecgdes entre os doils grupos.

Tabela 1. OKT3 no Tratamento Inicial de Rejeicao Aguda

Autor (referéncia) N° Pacientes Reversdo da Rejeicéo
Deierhoi (39) 34 82%
Hirsch (121) 163 88%
Norman (181) 31 100%
ortho (185) 63 94%

Um efeito interessante observado foi um aumento inicial
da creatinina sérica nos primeiros dias de tratamento.

Atualmente, este efeito €é considerado «como de bom



prognéstico e, mails provavelmente, representa um efeito
direto do OKT3 nas células gque infiltram o enxerto 162
Apesar dos o6timos resultados obtidos, o OKT3 n&o pode ser
considerado a droga de primeira escolha para o tratamento
inicial da rejeigd@o aguda em face dos bons resultados também
conseguidos com os corticoesterdides e os menores efeitos
colaterais e custos destes. Portanto, seu uso como primeira
droga no tratamento da rejeic¢do aguda seria mais indicado em
subgrupos de pacientes com maior risco, como retransplantes,
hipersensibilizados contra painel e rejeicdes severas. Outra
indicag8o possivel seria no tratamento de rejeigdo em
pacientes que tém contra-indicagdo ao aumento nas doses de
corticoesterdides, como portadores de doenga péptica ou
diabéticos. O OKT3 também tem sido utilizado com sucesso no
tratamento de rejeic¢bes predominantemente vasculares, com um
componente celular mediando o dano vascular 60,200
Atualmente, a principal situagé@o clinica em que o AM OKT3 é
utilizado €é no tratamento de rejeigbes resistentes aos
corticoesterdéides ou globulinas antilinfociticas (terapia de
resgate). Apesar das discrepancias entre alguns estudos a
respeito da definig8o de rejeicdo cértico-resistente, a sua
andlise evidencia claramente que o OKT3 representa uma opg&o
eficaz e segura para reverter rejeicgles € preservar a

fungdo renal gquando n&o houve resposta a outras terapias

(Tabela 2)54,87,129 ,178,183,194,220,234
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Tabela 2. OKT3 como Terapia de Resgate.

D’Alessandro (54) 41 C, P, Aza, GAL 83%
Gordon (87) 36 c, P 64%
Kahana (129) 16 c, P, Aza, GAT 81%
Norman (178) 31 C, P, Aza T74%
on (183) 23 C, P, Aza, GAL 83%
ponticelli (194) 15 c, P 80%
Thistlethwaite (220) 40 C, P, Aza 95%
Tvedegaard (234) 21 C, P, Aza 85%

C=Ciclosporina A, P=Prednisona, Aza=Azatioprina
GAL=Globulina antilinfocitica, GAT=Globulina Antitimocitica
O uso de AM OKT3 na profilaxia da rejeigdo consiste,
basicamente, em sua inclusdo em esquemas quadruplos
seglienciais. Nesta situagdo, ele é utilizado nas primeiras
duas semanas pés—transplante em associagdo com prednisona e
azatioprina, com posterior introdugdo de ciclosporina gquando
da retirada do OKT3 com superposicdo de ambos por dois
dias. As razOes para a adogdo deste esquema imunossupressor
sdo as seguintes: a)retardar o uso de ciclosporina, evitando
a nefrotoxicidade a ela associada; b) bloquear a funcdo das
células T desde o 1inicio do transplante; c) prevenir ou
retardar a rejeigdo ; d) e melhorar a fungdo e a sobrevida

do enxerto. Os estudos realizados comparam este esquema com



terapia triplice ou com terapia quadrupla seqgiiencial com GAL
(Tabela 3) 1r139,146,163,176,

Tabela 3. Estudos de Avaliacdo de OKT3 Profilatico

Autor(ref.) Grupo n° pacientes Rejeicdo Sobrevida do
Rim em um ano

Ackerman (1)  OKRT3 33 15% 100%
C,A,P 33 61% 100%
Kreis (139) OKT3 28 89%
P,A 27 67%
Light (146) OKT3 43 26% 91%
GAL 67 57% 92%
Monaco (163)  orr3 57 44% 93%
C,A,P 55 62% 91%
Norman (178)  orT3 105 51% 90%
C,A,P 102 66% 82%

C=Ciclosporina A, A=Azatioprina, P=Prednisona,
GAL=Globulina antilinfocitica.

Apesar das diferengas entre estes estudos em relacgdo a
diversos aspectos metodolégicos -~ como delineamento,
randomizacdo, métodos de andlise de dados clinicos e de
rejeicdo, poder estatistico e descrigdo de complicagdes - os
resultados demonstram gque o OKT3 profildtico retarda o
aparecimento e diminui a incidéncia de rejeigdo. Mas, mesmo
nos estudos randomizados multicéntricos, como o de Norman e
col. 176, ndo observa-se diferenga estatisticamente

significativa na sobrevida do enxerto entre os pacientes que

utilizaram OKT3 e o grupo controle. Outra grande dificuldade



na avaliagdo da eficdcia do OKT3 nesta situagdo €& o
inevitavel cruzamento gque ocorre entre os dgrupos , pois
consideréavel parcela dos pacientes do grupo controle recebem
OKT3 para o tratamento de rejeigbes agudas. O estudo de
Norman e col 176 comprova a maior eficdcia do OKT3 em trés
subgrupos de pacientes: pacientes com funcdo renal imediata
pdés—transplante, com pior compatibilidade HLA e com tempo de
isquemia fria maior do que 24 horas. Estudo recente de meta-
andlise da literatura publicada em lingua inglesa ou
francesa, entre 1985 e 1991, sobre os efeitos do OKT3 no
tratamento e profilaxia da rejeigdo também ndo foil capaz de
detectar melhora significativa na sobrevida dos enxertos ou
de pacientes submetidos a OKT3 profildtico 36, Portanto,
estudos adicionais s8o necessdrios para determinar o papel
do OKT3 na prevengdo da rejeigdo e em que dgrupos de
pacientes ele seria mais benéfico. Uma  estratégia
alternativa, com os objetivos de redugdo de custos e de
efeitos colaterais, é a utilizacdo de OKT3 profildtico em

doses menores do que as habitualmente empregadas 177,

1.3.1.3. Monitorizagdo e Complicacgdes

A necessidade de monitorizagdo e as complicacgdes
relacionadas com o uso do AM OKT3 decorrem de trés tipos de
efeitos por eles ocasionados: a) sensibilizacdo; b) efeitos

diretos sobre as células alvos ; c¢) e imunossupressédo

27



28

excessiva. Como o OKT3 ¢é um anticorpo produzido em
camundongos, a sua administragdo em humanos induz ao
desenvolvimento de anticorpos gque podem neutralizar o seu
efeito terapéutico. Esta sensibilizagdo €& reduzida pelo uso
concomitante de outros imunossupressores, como os
corticoesterdides, a azatioprina e a ciclosporina 43 Mesmo
assim, uma significativa proporgdo de pacientes (40-50%)
desenvolve anticorpos, principalmente de classe 1IgG e
direcionados contra idiotipos do OKT3 73, por isso,
recomenda-se a monitorizagdo clinica através da realizacgédo
de contagens de linfécitos CD3+ no sangue periférico por
imunofluorescéncia ou através de citometria de fluxo. O
objetivo é manter as contagens de linfécitos CD3+ inferiores
a 50/microlitro e idealmente abaixo de 10/microlitro. Outro
método recomendado, de especial utilidade na situagdo do
reuso de OKT3, é a determinagéo de anticorpos
antiidiotipicos por ELISA ou por ensaio bioldédgico. A
deteccdo de anticorpos em diluigdes do soro maiores do que
1/100 estdo associados a méd resposta terapéutica. Relatos de
boas respostas em pacientes submetidos a retratamento com
OKT3 sugerem que titulos de anticorpos anti-OKT3 inferiores
a 1/1000 sdo preditivos de eficdcia terapéutica 179,18

As principais complicagdes relatadas com o uso de OKT3
sdo provavelmente resultantes de alteragdes induzidas na
fungdo das células T, principalmente a sindrome de liberacdo

de citocinas, secunddria a ativagdo de linfécitos T. Este

gquadro aparece freqglientemente nas primeiras doses e inclui



os seguintes sintomas: febre, calafrios, mialgias, cefaléia,
nduseas, voémitos e diarréia. Complicagbes mals sérias podem

ocorrer raramente, como o edema pulmonar gque, dJeralmente,

=

estd associado a congestdo circulatéria, ou alteragSes do

126

SNC (convulsdes e meningite asséptica) Menos

frequentemente, sdo citadas outras complicacdes, como

taquicardia ventricular associada & Thiperpirexia 97,

232, 217

nefrotoxicidade e sindrome hemolitico-

66

pancitopenia
urémico . A sindrome de liberacd@o de citocinas, atribuida
inicialmente & 1lise linfocitdria, tem sido extensamente
investigada, encontrando—-se associada a niveis séricos
elevados de fator de necrose tumoral e gama interferon, que
sdo reduzidos pela administragdo prévia de corticoesterdides
41 Existem evidéncias de que a ativacd@o linfocitédria
induzida pelo OKT3 €& dependente de ligagcdo cruzada com
células portadoras de receptores Fc (como oOs mondécitos).
Fragmentos F(ab’); de OKT3, que nédo possuem porgdo Fc,
induzem minima ativagdo linfocitaria e an&dlises de
diferentes isotipos de anticorpos anti-CD3 demonstram que a
poténcia de ativagdo linfocitdria €é maior com alguns
anticorpos, como os isotipos IgG2a em relagdo aos IgGl ou
IgG2b 248,78 Entretanto, outros anticorpos monoclonais,
como o BMAO31 dirigido contra o receptor de células T,
também causam liberagdo de citocinas na circulagdo, sem
induzir os efeitos produzidos pelo OKT3. Portanto , outros

mecanismos adicionais, como a ativacgdo de polimorfonucleares

via receptores Fc, poderiam contribuir para o aparecimento
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das complicagdes induzidas pelas primeiras doses de OKT3

199 por outro lado, especula-se que o desenvolvimento de

rejeigbdes recorrentes pds—OKT3 poderia ser uma consegqgiiéncia
tardia da ativagdo linfocitéria inicial 1, Algumas

abordagens tém sido tentadas para prevenir as manifestagdes

clinicas atribuidas & sindrome de liberagcdo de citocinas e

76

incluem: agentes farmacoldédgicos, como a indometacina e a
pentoxifilina 2, ou anticorpos monoclonais anti-fator de
necrose tumoral /3740,

O uso de agentes imunossupressores potentes leva a
intensa redugdo da fungdo imune, propiciando o surgimento de
infecgbes oportunistas. Em relagdo ao OKT3, o principal
problema é o desenvolvimento de infeccg@o viral. Incidéncias

117

aumentadas de infecgdo por citomegalovirus e de doencas

linfoproliferativas induzidas por virus Epstein-Barr 62,215

tém sido relatadas. A estratéglia recomendada para prevenir
estas complicagbes é ndo administrar OKT3 por mais do que 15
dias ou em doses didrias superiores a 5 mg e reduzir a

imunossupressdo concomitante, especialmente a dose de

ciclosporina.

1.3.2. Outros Anticorpos Monoclonais

O sucesso obtido com a aplicagdo clinica do AM OKT3,
principalmente no tratamento de rejeicgcbes agudas severas,

estimulou a investigagdo de numerosos outros AM que fossem
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capazes de suprimir a resposta imune aos aloenxertos de
forma mais eficaz e especifica. Na Tabela 4 estéao
relacionados os ensaios clinicos com os outros AM, com as

suas respectivas especificidades e grau de eficécia.

Tab. 4. Experiéncias Clinicas com Outros Anticorpos

Monoclonais

am(referéncia)  pgpecificidade Isotipo Alvo Eficéacia
Huly-1 (223) CD2 IgG2b Pan-T -
BMa031 (118) RCT IgG2b  Pan-T +
T10B9.1A-31 (240) RCT IgM Pan-T +
Mra12 (159) CD4 IgG1 T4 +
Leu2a (243) CD8 IgG1 T8 -
Anti-T12 (135) CD6 IgM Pan—T -
spzcuu3go (109) CD7 IgG1 T-Blastos +
Campath-1 (79) CDW52 IgM Mononucleares -
25-3 (145) CDlla I1gG1 Leucécitos -~
33p3.1 (208) CD25 IgG2a T ativadas +
BIRr1 (104) CD54 1gG2a ICAM-1 +

Adaptado de Cosimi, A.B.49

Dentre todos estes AM testados, alguns tém
especificidades semelhantes ao OKT3, como os anti-Rct, sendo
mais promissor o T10B9.1A-3, que parece ter uma poténcia
comparadvel ao OKT3 e, como € dirigido contra um epitopo

diferente, pode representar uma alternativa ao OKT3 nas
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situagdes em que este ndo for eficaz. Os anticorpos anti-
CD25 dirigidos ao receptor de interleucina 2 seriam mais
especificos, pols atuariam somente nas células T ativadas.
Porém, os estudos clinicos até agora realizados mostram que

33 e ndo foram

é ineficaz no tratamento de rejeigdo aguda
observados resultados significativamente melhores na
profilaxia da rejeigdo quando comparado com GAT 208 g
anticorpos anti-CD7 e anti-ICAM-1 apresentam resultados
promissores, mas os estudos clinicos s&8o ainda muito
preliminares. O anticorpo anti-CD4 tem demonstrado, em
modelos experimentais, a capacidade de induzir toleréncia
especifica 191, Entretanto, os estudos clinicos também esté&o
em fases iniciais, sendo necessério verificar se tal
propriedade seré& manifesta em transplantes humanos.

A terapéutica com AM encontra-se nos estédgios iniciais.
Os resultados até agora obtidos s&8o promissores, porém
distantes de esgotar o seu potencial como
imunossupressores. Espera-se que, no futuro, com O
desenvolvimento de novos anticorpos e alteragdes na sua
estrutura molecular atraveés de tecnologia de DNA
recombinante, eles contribuam decisivamente para uma melhor
sobrevida dos enxertos e auxiliem a atingir o objetivo

maior da imunossupressdo que € a toleréncia especifica aos

antigenos do doador.
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1.4. A Puncdo Aspirativa Renal (PAR)

Hayry e Von Willebrand relatam que pungbes aspirativas
eram feitas em tiredides no ano 1000 DC em Cérdova 108, o
mesmo procedimento foi utilizado no século passado e até
meados do presente século em véarias circunsté&ncias com
vistas aos mais diferentes diagndésticos. Mais recentemente,
em 1960, critérios diagndésticos mais precisos foram
instituidos por Franzén e colaboradores 17,

A aplicagdo da PAR ao transplante renal data de 1968
quando, em Helsinque, utilizou-se esse procedimento em
aloenxertos renais humanos, descrevendo as populacdes de
células que infiltravam o enxerto no momento da rejeigéo
aguda 190 gstudos subseqglientes, procedidos em um momento em
que a resposta imune aos aloenxertos j& era melhor
entendida, serviram ©para a padronizagd8o técnica do
procedimento e do método. Nesta época, foram definidos
pardmetros de representatividade da amostra, como o nlamero
minimo de 7 células parenquimatosas por 100 leucdcitos, e
foi introduzida a metodologia de interpretacdo da amostra
conhecida como "incremento corrigido total" (ICT). Neste
método tenta-se quantificar o infiltrado inflamatdrio
intra-enxerto e mininizar os problemas de contaminacdo da
amostra com células inflamatérias provindas de sangue
aspirado do interior de vasos durante a realizacdo da
pungdo. Assim, das células contadas no infiltrado renal sé&o

deduzidas aquelas  observadas em laminas de sangue
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periférico, obtidas por pungéao de polpa digital
concomitantemente & puncgdo aspirativa do enxerto. A
diferenga resultante é denominada de "incremento", e aos

diferentes tipos celulares é atribuido um fator de correcéo

de acordo com a sua relevancia no processo imunoldégico 106,

108 » soma dos "incrementos corrigidos" resulta no ICT.

Esta técnica é répida, sequra e pode ser realizada
repetidamente sem riscos significativos, permitindo a
monitorizacgdo seriada dos eventos intra-enxerto,

especialmente a detecgdo e o seguimento dos infiltrados
inflamatérios que acompanham o processo de rejeigdo aguda.
Ao mesmo tempo, algumas das limitag¢bes do método foram
estabelecidas como aquelas que ocorrem para os diagndsticos
de rejeicgdo crénica 30, rejeigdes vasculares,
glomerulonefrites, edema e fibrose instersticiais 61, A
validagdo da acuidade diagndéstica da PAR na disfungdo renal
aguda do enxerto fol estabelecida em estudos que comparam
estes diagnésticos com os obtidos através da bidépsia renal
percutnea (BRP). Nesses estudos um grau de concordancia
satisfatério tem sido encontrado para os diagnésticos de
rejeigdo aguda, necrose tubular aguda e nefrotoxicidade

aguda da Ciclosporina 1, 74, 207, 85, 195

Adicionalmente,
a utilidade da PAR no diagnéstico das infecg¢bes bacterianas
ou fingicas intra-enxerto renal foil estabelecida por
diversos grupos 195, 113,188, 84

No Brasil, trabalhos feitos por 4 grupos de transplante

confirmam os resultados da experiéncia internacional com PAR



e essa se tornou uma rotina no atendimento dos pacientes
transplantados em alguns desses servigos 38,57,85,169,170
Estudos imunocitoquimicos, em material obtido por PAR,
tém sido relatados e tém auxiliado no entendimento da reacgéo
de rejeigdo aguda aos aloenxertos, através da analise de
subpopulacdes linfocitdrias e através do estudo da expressdo
de moléculas HLA, receptores de interleucina-2 e moléculas
de adesdo do sistema imune em células linfdéides e
parenquimatosas 5, 20, 105, 111, 247 5 caracteristicas do
infiltrado inflamatério intra-enxerto depende do processo de
rejeicdo e do tratamento imunossupressor utilizado. Em
alguns estudos, a PAR tem sido utilizada para esclarecer o
impacto de algumas drogas imunossupressoras, especialmente
os seus efeitos nos infiltrados renais ©8. Em particular, os
efeitos do anticorpo monoclonal OKT3 sobre a composigdo do
infiltrado intra-enxerto, estudados por PAR, encontram-se
entre os poucos estudos que auxiliam no entendimento do

mecanismo de acdo destas preparagdes 101,127,86

Da mesma
maneira, técnicas de imunoperoxidase foram empregadas com o
objetivo de detectar depdsitos de ciclosporina em células
parenquimatosas renais 238

Técnicas de hibridizac@o in situ de material obtido por
aspirado renal foram wutilizadas para o diagnéstico de
infecgbdes virais. Estas técnicas permitem a identificacgdo do
DNA viral nas células, aumentando a acuidade diagnéstica

6,103

para este tipo de infeccgéo Células cultivadas a

partir de aspirados renais poderdo facilitar o entendimento
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da resposta imune aos aloenxertos, tanto no que diz respeito
as células alvo, gquanto no gque importa aos mecanismos
efetores 123,151

A andlise, por citometria de fluxo, do material obtido
por PAR tem sido sugerida na literatura como alternativa a
avaliacgéo citolégica convencional 37,217,221 Esta
abordagem, apesar de promissora, pode produzir resultados
conflitantes provavelmente em fungdo do pequeno nGmero de
células para andlise no citémetro de fluxo, ndo padronizagdo
das "janelas" do mesmo e diferentes protocolos de
imunossupressado 221,161

Mais recentemente a express@o de genes das citocinas,
mais especificamente o RNA mensageiro da IL-2, foi estudado
segliencialmente pela reagd8o em cadeia da polimerase (PCR)
feita a partir de material obtido por PAR 56 aplicacdo de
técnicas de biologia molecular ao material obtido por PAR
pode vir a representar a oportunidade Gnica de se empregar
conjuntamente uma técnica altamente sensivel em um material
que pode ser obtido intra-enxerto diariamente. Isso poderéa
permitir um melhor entendimento da montagem da resposta
imune e dos eventos que mediam a rejeigdo e aceitagdo dos
6rgdos transplantados, assim como dos mecanismos de acdo das
drogas utilizadas na profilaxia e tratamento das rejeigdes
dos transplantes.

A partir da experiéncia com PAR, puncdes aspirativas de

outros O6rgdos transplantados, tais como figado 134, 252

péncreas 89'154, tém sido relatadas na literatura.
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1.5. Objetivos

1.5.1. vVerificar os efeitos do AM OKT3 sobre a magnitude do

infiltrado intra—-enxerto.

1.5.2. Verificar a ag¢do do AM OKT3 sobre a expressdo de
moléculas CD3 na superficie dos linfécitos intra-enxerto e

do sangue periférico.

1.5.3. Correlacionar os efeitos observados do AM OKT3 sobre
o infiltrado intra-enxerto com os possiveis mecanismos de

acdo do mesmo.
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2. PACIENTES, MATERIAIS E METODOS

2.1. Pacientes

Foram incluidos no estudo todos os pacientes
transplantados no periodo de janeiro de 1989 a junho de
1992 na Unidade de Transplante Renal do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre que tenham recebido AM OKT3. Os
pacientes incluidos foram alocados em trés grupos de acordo

com os seguintes critérios: a)Grupo OKT3 profildtico:

constituido por 16 pacientes receptores de transplantes
renais cadavéricos que receberam OKT3 em esquema de

imunossupressdo quadrupla seqgiliencial; b)Grupo _controle:

formado por 16 pacientes receptores de transplantes renais
cadavéricos, transplantados no mesmo periodo que o0s
pacientes do Grupo OKT3 profildtico e que foram randomizados
por ordem de entrada no estudo, ou seja, 0s pacientes
impares receberam OKT3 em esguema quédruplo seqgilencial e os
pares receberam imunossupress&o triplice convencional e

constituiram os controles em relagdo ao grupo OKT3

profilédtico; ¢)Grupo OKT3 terapéutico: constituido pelos 17
pacientes que receberam OKT3 para tratamento de rejeigédo
aguda coértico-resistente. Todos o0s pacientes apresentavam
prova cruzada negativa contra os linfécitos do doador
(linfécitos totais) e iniciaram a medicacdo imunossupressora

no pré-transplante imediato (receptores de rins de doadores
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cadavéricos) ou dois dias antes da cirurgia do transplante
(receptores de rins de doador Vivo).

A avaliagdo clinica e o acompanhamento laboratorial
pés—transplante foram feitas diariamente, ocasionalmente 2
vezes ao dia, durante a internacdo; duas vezes por semana
por 1 més apds a alta hospitalar; 1 vez por semana até o fim
do segundo més; uma vez por quinzena por 4 meses adicionais;
e 1 vez por més dai por diante até completar 1 ano. O
acompanhamento laboratorial bdéasico constou de exames
bioguimicos (glicose, uréia, creatinina e eletrdlitos) e
exames hematolégicos (hemograma e plaquetas). Exames
adicionais foram solicitados por indicag@o clinica. No pés-
operatério imediato fol obtido rotineiramente um ultrassom e
uma cintilografia de fluxo renal com 99Mpc_prpA. Dosagens de
Ciclosporina (Abbott laboratories, EUA. Valores normais: 250
a 1000 ng/ml), em sangue total wutilizando anticorpo
policlonal, foram obtidas duas vezes por semana durante a
internagdo e por indicagdo clinica posteriormente. Estes
exames (cintilografia de fluxo, ecografia e dosagem de
Ciclosporina) foram repetidos sempre gque o0s pacientes
apresentaram disfuncédo do enxerto.

Estes pacientes foram submetidos a 3 protocolos de
imunossupressdo conforme descrito no ANEXO 1.

As disfungbes agudas do enxerto - aqui conceituadas
como aumento confirmado, significativo (> 0,3 mg/dl) da
creatinina sérica, ou a auséncia de queda aos niveis

esperados no pés—operatério — acompanhadas ou ndo de febre,
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aumento do volume do enxerto, hipertensdo arterial, edema e
oligiria foram investigadas com cintilografia de fluxo,
ecografia, dosagem de ciclosporina sérica, pungdo aspirativa
renal, exame do sedimento urindrio e exame cultural da
urina. As rejeicgbes agudas foram diagnosticadas com base no
aumento da creatinina sérica, acompanhado ou nao de quadro
clinico tipico, acima descrito, e levando-se em conta os
exames cintilograficos, ecogrdficos e os demais citados na
avaliacdo de disfungdo renal aguda do enxerto. A pungdo
biépsia renal (PBR) foli feita sempre gque necessarlio para
esclarecer o diagnéstico nos episédios de disfungdo do
enxerto. O tratamento de rejeigdo aguda e o0 esguema de
utilizagdo do OKT3 para tratamento de rejeigdo cértico-
resistente encontram-se descritos no ANEXO 1. Sempre que néao
houve resposta ao tratamento inicial da rejeigdo foi
realizada a PBR e caso esta demonstrasse persisténcia da
rejeigdo aguda, com componente celular predominante, estava
caracterizada a situagdo de rejeigdo cortico-resistente,
sendo administrado o anticorpo monoclonal OKT3.

As puncgdes aspirativas renais (PAR) foram procedidas,
desde que ndo houvessem contraindicacdes, duas a tres vezes
por semana, durante a internacdo, e uma vez por semana, apoés
a alta, até o fim do primeiro més pés—transplante. Tanto as
PAR quanto as PBR foram feitas com o consentimento informado
do paciente apdés o esclarecimento do procedimento, seus

riscos e potenciais beneficios.
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Cinco pacientes pertencentes inicialmente ao Grupo
controle receberam OKT3 para tratamento de rejeigdo aguda
cértico -resistente. Os dados referentes as PAR realizadas
nestes pacientes, apdés o dia em que iniciaram o uso de OKT3,
foram excluidos na andlise dos resultados do grupo controle
para a avaliagdo do infiltrado intra-enxerto. Como estes
pacientes receberam OKT3 para tratamento de rejeigdo, eles
também foram incluidos na andlise do Grupo OKT3 terapéutico,
pois neste grupo a avaliagdo do infiltrado foi realizada
dentro do grupo, sendo as PAR analisadas nos periodos de 15

dias pré—-OKT3, durante OKT3 e 15 dias p6s—OKT3.
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2.2. Material e Métodos

2.2.1. Pungdo Aspirativa Renal (PAR)

As pungdes aspirativas renais foram realizadas conforme
descrito na Segdo 2.1, sendo utilizados os materiais e

procedimentos a seguir relacionados.

2.2.1.1. PAR - Material Utilizado

~ Pistola de Pungdo Aspirativa

- Agulha 25G 31/2

~ Seringas de 20 ml e 5 ml

~ Agulha hipodérmica 21G

— Campo fenestrado

— Alcool Iodado

~ Meio de Cultura para células (RPMI 1640 + heparina 25

U/ml + Hepes 1 ml + albumina bovina 30% 10 ml)

2.2.1.2. PAR ~ Técnica

— Paciente deitado em decGbito dorsal;
- Localizagdo do rim por palpagdo ou eventualmente por

ultrassonografia;



Antissepsia com dlcool iodado;

Colocagdo de campo fenestrado;

Na direcdo de um dos pélos renais introduzir agulha

25G 3172 (agulha de pungdo espinhal infantil) com

colo transparente até sentir a ultrapassagem da

cdpsula renal. Apdés, a agulha € avangada mais

0,5 cm. Observar a vibragédo da agulha que acompanha

o pulso sistélico.

Retirar o mandril da agulha certificando-se da

auséncia de sangue no seu colo;

Acoplar o conjunto seringa plastica de 20 ml e

pistola de pungdo a agulha;

Sob aspirag¢do, proceder um movimento répido de

rotacdo de 180° e de entra e sai de, aproximadamente

1 cm, retirando-se o conjunto agulha-seringa-pistola

ainda sob aspiracdo;

Colocar o material aspirado, aproximadamente 10 a 20

ul, em 3 ml de RPMI;

Aspirar uma gota de sangue, obtida por puncéo

digital, e colocar em 2 ml de RPMI.

Processar em citocentrifuga e corar por May-
Griinwald-Giemsa (MGG). Laminas adicionais foram

preparadas para estudo 1imunocitoquimico nas PAR

de 6 pacientes de cada um dos grupos em estudo.
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2.2.1.3. Processamento do Material

O processamento dos aspirados renais e de sangue
periférico até a «coloragdo por MGG e a técnica de
imunoperoxidase indireta em 3 camadas empregada estdo
descritas respectivamente nos ANEX0S 2 e 3.

Na técnica de imunoperoxidase foi utilizado o anticorpo
monoclonal anti-CD3, produzido em camundongo (Dakopatts,

Dinamarca).

2.2.1.4. Avaliacdo da Adequacdo, Leitura e Interpretacédo

Foram consideradas adequadas para diagndstico as
laminas em que se cumprisse o critério da presenga de pelo
menos 7 células parenquimatosas (tubulares ou endoteliais)
para cada 100 leucdécitos. Caso isso ndo ocorresse a amostra
era considerada n&o-representativa, n&o sendo incluida na
andlise dos resultados. A padronizagdo das interpretacdes
seguiu o protocolo de leitura conforme sugerido por Hayry e

Von Willebrand 106 (ANEXO 4). Além da identificacdo e

Qr

contagem, as células parenquimatosas sdo avaliadas quanto
sua integridade morfoldégica, atribuindo-se um escore de
acordo com as alteragdes encontradas: 0 = células sem
alteragdo, 1 = edema, 2 = edema e vacuolizacdo, 3 = edema,

vacuolizagdo e inclusfes, 4 = necrose
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Desta forma é possivel avaliar a presenca de alteracgdes
parenquimatosas secunddrias aos processos de rejeigdo ou a
outros eventos como NTA, necrose cortical e nefrotoxicidade
por Ciclosporina, essa em geral caracterizada pela presenga
de microvacuolizagdo isométrica peri-nuclear das células
tubulares renais 173,160,238

0 infiltrado intra-enxerto foi avaliado pela contagem
diferencial das células inflamatdérias presentes nas laminas
de pungdo aspirativa do enxerto, utilizando-se os critérios
hematolégicos cléassicos para a identificagdo das células.
Estas eram contadas em numero minimo de 100, e maximo de 300
sempre que possivel, determinando-se o seu percentual emn
cada amostra. As células presentes em laminas do sangue
periférico foram avaliadas e contadas da mesma forma. A
magnitude do infiltrado foi avaliada pelo método do
incremento corrigido total (ICT), conforme padronizado por

d 106. Este método visa reduzir o

Hayry e von Willebran
possivel componente de contaminagdo de sangue durante a
realizac8o da pungdo que pudesse interferir na avaliacdo do
infiltrado intra-enxerto. Assim, as células contadas no
sangue periférico s&@o subtraidas daquelas contadas nas
laminas do enxerto, resultando em um valor, chamade de
incremento, que representa as células do infiltrado intra-
enxerto. Cada valor de incremento obtido é multiplicado por
um fator de corregdo que atribui maior peso as células mais

importantes no processo imunolégico, e a soma destes

incrementos corrigidos resulta em um ndimero gque é o
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incremento corrigido total (ICT). Desta maneira, o valor do
ICT tende a ser mais elevado em situagdes nas gquais as
células inflamatérias que infiltram o enxerto encontram-se
em maior quantidade e/ou sdo de maior relevéncia imunoldégica
(ANEXO 4). Para o diagndstico citolégico de rejeigd@o aguda
utilizou-se o escore do ICT maior ou igual a 3,7,

acompanhado de "sinais de imunoativagdo" assim definidos:

imunoativacgéo= células imunoativadas (plasmécitos,
linfoblastos, monoblastos ou linfécitos ativados)
representando 1% ou mais do total de leucécitos
presentes na ldmina. A presenga ou auséncia de

imunoativagdo de cada PAR foil registrada, independente do
valor de ICT obtido. Na avaliagdo imunocitoquimica, buscou-
se determinar a expressdo dos antigenos CD3 na superficie
dos linfdécitos de laminas da pungdo do enxerto e do sangue
periférico. Para isto, contou-se o nimero minimo de 100
linfécitos determinando-se a porcentagem de células que
inequivocamente expressavam estas estruturas na reagdo de
imunoperoxidase, com microscopia ©O6ptica convencional e
magnificagdo de 400 vezes. Os detalhes da técnica de
imunoperoxidase se encontram no ANEXO 3 .

A leitura e interpretacgdo dos aspirados renais corados
por MGG ou submetidos a técnicas de imunoperoxidase para a
avaliacdo da express8o de antigenos CD3 nos linfécitos foram
feitas por um observador ‘“cego", no caso o autor do
trabalho, que desconhecia a identidade do paciente, o tipo

de imunossupressdo e o quadro clinico. As leituras das
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laminas em cada técnica (MGG ou imunoperoxidase) foram
feitas de maneira independente, ou seja, o observador né&o
conhecia os resultados das demais técnicas ao fazer a
leitura das l&minas de uma técnica em particular. O modelo
de ficha de leitura das imunoperoxidases usado para
determinar a expressdo de CD3 nos linfécitos encontra-se no

ANEXO 5

2.3. Analises Estatisticas
2.3.1. Banco de Dados

Os dados correpondentes aos pacientes e as pungdes
aspirativas realizadas foram colocados em um banco de dados
computadorizado, construido no programa Epi Info, Versao
5.0 98 (ANEXOS 6 e 7). Utilizou-se o programa denominado
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), verséo

4.0 de 1984, para as andlises estatisticas.

2.3.2. Testes Estatisticos

Os dados demogrédficos gerais e das caracteristicas dos
pacientes nos diferentes grupos em estudo foram comparados
pelo teste t de Student, Mann-Whitney, distribuicdo OQui-

quadrado e o teste exato de Fischer. A avaliacdo do tipo de
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distribuicdo dos dados foi realizada através do teste de
Kolgomorov—-Smirnov.

Empregou-se andlise de varidncia (ANOVA) para verificar
a presenga de diferenga significativa entre o nimero de PAR
representativas nos trés grupos de pacientes em estudo. Em
10 pacientes, 76 PAR foram interpretadas em duplicata, em
momentos diferentes, de maneira independente. Avaliou-se a
variagdo intra-observador na realizag&o das contagens das
células inflamatdérias e do cédlculo do ICT mediante a
comparacgdo entre os valores de ICT das duas leituras (teste
de Mann-Whitney) e o célculo do coeficiente de variacgdo (cv)
do ICT de cada pungdo (cv = desvio padrdo/média x 100).

A magnitude do infiltrado intra-enxerto foi avaliada
através do ICT e da fregiliéncia de imunoativacdo nas PAR. A
expressdo de antigenos CD3 na superficie dos linfécitos foi
estudada mediante a determinacdo de valores percentuais de
linfécitos CD3 positivos. Os grupos OKT3 profildtico e
controle foram comparados, alocando-se o resultado das PAR
nos periodos durante a administragdo de OKT3 e apdés o uso do
mesmo. As pungdes dos pacientes do grupo controle foram
alocadas nos periodos médios correspondentes aos periodos de
administragdo de OKT3 e p6s—-OKT3 do grupo OKT3 profildtico.
Utilizou-se o teste de Mann-Whitney ou a distribuigdo Qui-
quadrado para a verificacdo de diferenga significativa nos
valores de ICT, na freqiiéncia de PAR com imunoativacdo e
nos percentuais de linfécitos CD3 positivos entre estes

grupos. Em relagdo ao grupo OKT3 terapéutico, a andlise foi



realizada através da alocagdo dos resultados das PAR em trés
periodos: 15 dias pré—-OKT3, durante o uso de OKT3 e, 15 dias
p6s-OKT3. Assim, foram realizadas comparacgbes entre os
valores de ICT, entre as freqgliéncias de episddios de
imunoativagdo e entre os percentuais de linfécitos CD3
positivos nestes 3 periodos, empregando-se os testes de
Kruskal-Wallis, tesﬁe de comparagdes miltiplas (diferenca
minima significativa) e a distribuig@o Qui-gquadrado.
Utilizou-se o teste de Wilcoxon para a comparagdo entre dois
grupos emparelhados. O nivel de significéncia adotado foi o

de p<0,05.253
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3. RESULTADOS

3.1. Caracteristicas da Amostra.

Os pacientes incluidos no estudo foram divididos em 3
grupos. A andlise dos efeitos do AM OKT3 sobre o infiltrado
intra-enxerto foi realizada nas duas situag¢des clinicas em
que foi utilizado: a) na prevengdo da rejeigdo, mediante o
estudo de pacientes que receberam OKT3 no esquema quadruplo
seqiiencial, constituindo o grupo OKT3 profildtico (OKT3p);
b) e no tratamento de pacientes com rejeicdo aguda severa
que nao respondeu ao tratamento inicial com
metilprednisolona, constituindo o grupo OKT3 terapéutico
(OKT3t). Estudou-se também um grupo Controle, randomizado,
que ndo recebeu OKT3 inicialmente, para comparar as
caracteristicas do infiltrado neste grupo com aquelas
observadas no grupo que recebeu OKT3 profildtico. Os dados
demogrédficos e gerais dos pacientes dos grupos OKT3

profilédtico e Controle encontram—se sumarizados na Tabela 5.



Tab. 5. Dados Demograficos e Gerais dos Pacientes nos Grupos

OKT3 Profilatico e Controle

OKT3 Profilatico Controle P
N°® de pacientes 16 16
Idade (anos) § 44,3 + 13,0 40,2 + 7,1 0,27*
Sexo (M/F) 12/4 9/7 0,26&
Didlise p6s—-Tx(S/N) 10/6 9/7 0,72&
Tempo em didlise § 47,1 + 37,7 39,2 + 22,9 0,51%*
(meses)
N° de transfusées 2(0;21) 3,5(0;21) 0,85@
mediana(min;max)
Isquemia quente § 54,1 + 20,4 51,2 + 26,1 0,75%*
(minutos)
Isquemia fria $§ 20,2 + 5,7 20,1 + 6,7 0,96%*
(horas)

* teste t de Student $§ Valores expressos em média * desvio

@ Mann-Whitney padrdo da média
& Qui-Quadrado S/N=Sim/Nao M/F=Masculino/Feminino
Verifica-se que nao houveram diferencgas

estatisticamente significativas entre 0s dados que
caracterizam os grupos OKT3 profildtico e Controle (p>0,05).

Os pacientes do grupo OKT3 profildtico receberam OKT3
por periodos que variaram de 3 a 14 dias, com média de 10,4

+ 3,96 dias.
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Os dados referentes aos pacientes do grupo OKT3

terapéutico séo apresentados na Tabela 6.

Tab. 6. Dados Demogradficos e Gerais dos Pacientes no Grupo

OKT3 Terapéutico

N° de pacientes 17

Sexo (M/F) 6/11

Idade (anos) * 35,2 + 11,5
Tempo em didlise (meses) * 30,5 * 15,2
n° de transfusées * 4,8 % 1,8
isquemia quente (minutos) * 50,2 ¥ 23,5
isquemia fria (horas) * 20,0 x 4,6
n°® de rejeicbes em um ano * 1,6 £ 0,6
tempo de OKT3 (dias) * 10,8 £ 1,8

* Valores expressos em média * desvio padrdo da média

Os dados referentes aos resultados obtidos no
acompanhamento destes pacientes em um ano pds-transplante

sdo mostrados na Tabela 7.



Tab. 7. Resultados em um Ano de Acompanhamento

OKT3p Controle OKT3t

. Lo + + +
Creatinina sérica $§ 1,6 — 0,5% 1,9 — 0,5% 2,0 — 0,8
Sem rejeigd&o aguda 9 (56%)# 1 (6%)# 0 (0%)
n (%)
N° de rejeicgées $$ 0 (0;2)@ 1 (0;3)@ 2 (1;3)
Sobrevida rim 13(81%)# 12(75%)# 13(76%)
n (%)
Sobrevida paciente 15(94%)# 15(94%)# 17(100%)
n (%)
* teste t de Student $ Valores expressos em média x
# teste exato de Fischer desvio padrdo da média
@ Mann-Whitney $$ Valores expressos em mediana

(valor minimo;valor maximo)
n(%)=n® absoluto(porcentagem)

A comparagdo entre os grupos OKT3 profildtico e
Controle mostra uma redugdo estatisticamente significativa
na incidéncia de rejeicgdo aguda nos pacientes que receberam
OKT3 profildtico (p=0,004 teste de Mann-Whitney), enguanto
a porcentagem de pacientes sem rejeicdo aguda foi
significativamente maior neste grupo (p=0,007 teste exato de

Fischer).
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3.2. Namero de Puncoes Aspirativas Renais (PAR)

Representatividade e Variacgao.

Na Tabela 8 sdo relacionados o ntmero de PAR realizadas
nos trés grupos em estudo e aquelas consideradas

representativas para anédlise.

Tab. 8. Namero de PAR e Representatividade por Grupo

OKT3p Controle OKT3t
PAR (n) 123 107 136
Representativas 110(89,4%) 94(87,8%) 124(91,2%)
PAR/Paciente $§ 6,9 + 2,5% 5,8 + 2,1%* 7,3 + 2,2%
* p=0,19 ANOVA, $ Valores expressos em média * desvio

padrdo da média

N&ao encontrou-se diferencga estatisticamente
significativa no numero de PAR representativas entre os trés

grupos (p>0,05 ANOVA).

Nas 76 PAR analisadas em duplicata ndo houve diferencga
estatisticamente significativa entre os valores de ICT nas
duas leituras independentes (p>0,05 Mann-Whitney). 0
coeficiente de variagdo nestas PAR foi de 0% a 79,5%, com
média de 16,1% + 16,7%. Apenas 10 (13,2%) apresentaram

coeficiente de variagéo maior do que 30%.
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Cinco pacientes do grupo Controle receberam OKT3 para
tratamento de rejeigbes cértico-resistentes. As PAR
realizadas a partir do momento que iniciaram com OKT3, em
nimero de 17, foram desconsideradas na andlise do grupo
quando efetuadas as comparagbes com o dgrupo OKT3p. Estes
pacientes foram incluidos no grupo OKT3t e as PAR neles

realizadas foram estudadas como as demals deste grupo.

3.3. Avaliacdo do Infiltrado Inflamatério Intra—Enxerto.

A avaliacgdo fol realizada mediante a andlise das PAR
realizadas durante o periodo de estudo. Nos pacientes dos
Grupo OKT3p as PAR foram alocadas nos periodos de
administracdo do OKT3 (durante OKT3) e apds o seu uso até 35
dias pés—-transplante (p6s-OKT3), enquanto nos pacientes do
Grupo Controle as PAR foram alocadas em periodos
correspondentes aqueles dos pacientes do Grupo OKT3p, com os
quais foram comparados. Assim, neste Grupo, o periodo
durante OKT3 corresponde ao periodo médio de uso de OKT3
(10,4 dias), compreendendo os dias 1 a 10 pdés—transplante e
o periodo pdés—-OKT3 corresponde aos dias 11 a 35 pbés-—
transplante. Nos pacientes do Grupo OKT3 terapéutico as
comparagdes foram realizadas dentro do grupo, alocando-se as
PAR nos periodos de 15 dias antes do uso de OKT3 (pré-OKT3),
durante a administrag¢do de OKT3 (durante OKT3) e até 15 dias

apés o uso de OKT3 (p6s—-OKT3).
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3.3.1. PAR e Imunoativacgio.

A avaliagdo da magnitude e importéncia do infiltrado
intra-enxerto foi realizada pelo cdlculo do ICT e a contagem
das células imunoativadas.

Na Tabela 9 s8o expostos os achados relativos a
observacdo de imunoativag¢do nas PAR (1% ou mais de células

imunoativadas) dos trés grupos de pacientes.

Tab. 9. Imunocativac@ao nas PAR.

Grupo
OKT3p Controle OKT3t
+ 31 27 67
Imunoativacéo
- 79 50 57
TOTAL 110 77 124

Observa-se maior freqgiiéncia de pungoes com
imunoativacdo nos pacientes do grupo OKT3 terapéutico,
relacionado provavelmente a maior incidéncia e a maior
severidade das rejeig¢Bes agudas neste grupo.

Comparando os grupos OKT3 profildtico e Controle como
um  todo, ndo encontrou-se diferenca estatisticamente
significativa entre as freqliéncias de PAR com imunoativagdo

(Qui-quadrado= 1,0; p= 0,310). Na observacgédo das freqiiéncias
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de PAR com imunoativagdo ao longo do tempo, também néo
encontrou-se diferenga estatisticamente significativa entre

estes grupos em nenhum momento (Tabela 10).

Tab. 10. Imunoativagdo nos Grupos OKT3 Profilatico e
Controle
Dias Controle OKT3p P

N IA+(%) N IA+(%)
1-5 18 2(11,1) 19 0 0,2304#
6-10 19 11(57,9) 24 8(33,3) 0,107*
11-15 17 7(41,2) 20 3(15) 0,1364#
16-20 9 3(33,3) 16 5(31,2) 1,000#
> 20 14 4(28,6) 31 15(48,4) 0,213
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# teste exato de Fischer
* Qui-quadrado

Entretanto, quando estudou-se a presenca de
imunoativacdo alocando as PAR nos periodos durante OKT3 e
p6s—0OKT3, observou-se uma freqgiiéncia significativamente
menor de imunoativagdo no Grupo OKT3 profild&tico no periodo
durante OKT3 quando comparado ao dgrupo Controle no mesmo

periodo, p=0,009 (Tabela 11).
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Tab. 11. Imunoativacdo Durante e P6s—OKT3 Profilatico

Grupo OKT3p Grupo Controle
*Durante @ApGs *Dias 1-10 @Dias 11-35

* Qui-quadrado =
@ Qui-quadrado = 0,25 p 0,614

Das 27 PAR com sinais de imunoativagdo do Grupo
Controle, 25 ocorreram em vigéncia de episddios de rejeigdo
aguda, enquanto, no Grupo OKT3 profild&tico, 19 das 31 PAR
com imunoativacdo ndo estavam associadas a episdédios de
rejeig8o aguda (Qui-quadrado=18,1; p<0,001). Analisando-se a
evolugéo dos 13 pacientes do Grupo OKT3p com presenca de
imunoativagéo observou-se que:

- dois pacientes iniciaram a imunoativacdo no final da
administracgdo de OKT3 e desenvolveram rejeic¢do aguda alguns
dias apds;

— um paciente desenvolveu imunoativagdo poés—OKT3
relacionada & infecgdo por citomegalovirus;

- cinco pacientes apresentaram imunoativacdo pés—OKT3
associada a episddios de rejeigdo aguda neste periodo;

- cinco pacientes iniciaram com imunoativacdo no final
ou logo ap6és o uso de OKT3 e ndo desenvolveram rejeigdo

aguda posteriormente.
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A distribuigdo das freqiiéncias de PAR com imunoativacéo
nos pacientes do Grupo OKT3 terapéutico, ao longo dos

periodos analisados, pode ser observada na Tabela 12.

Tab. 12. Imunoativacdo Pré, Durante e P6s OKT3 Terapéutico.

Grupo OKT3 Terapéutico

Pré Durante Pos
+ 31 16 20

Imunoativagdo
- 15 30 12

Encontrou-se freqgiiéncia significativamente menor de
imunoativagdo durante OKT3 quando comparado ao periodo pré-
OKT3 (Qui—quadrado=9,79; p=0,002) ou ao periodo pés—OKT3
(Qui—-quadrado=5,83; p=0,016).

As 31 PAR com Iimunoativagdo no periodo pré-OKT3
estiveram associadas a episédios de rejeicdo aguda;
entretanto, 9/16 e 13/20 das imunoativagdes dos periodos
durante e p6s—-OKT3 ndo estiveram relacionadas & rejeicgdo
aguda (Qui—quadrado=28,21; p<0,001). Semelhante ao ocorrido
com O Grupo OKT3 profildtico, 7 dos 17 pacientes que
receberam OKT3 terapéutico apresentaram imunoativagdo no
final ou logo apés o uso de OKT3 e ndo desenvolveram

episédios posteriores de rejeicgd@o aguda.



3.3.2. Incremento Corrigido Total

A avaliacdo da magnitude do infiltrado intra-enxerto
foi avaliada pelo cédlculo do Incremento Corrigido Total
(ICT) nas PAR. Os valores de ICT nos 3 grupos em estudo

podem ser observados na Tabela 13.

Tab. 13. Incremento Corrigido Total. Medianas, Valores

Maximos e Minimos

Grupo
OKT3p Controle OKT3t
N° PAR 110 77 124
ICT 2,4(0;12,2) 2,4(0;8,9) 3,8(0,1;12,5)

p<0,001 Kruskal-Wallis

A comparag¢do entre os valores de ICT dos trés grupos revelou
uma diferenca estatisticamente significativa ( p<0,001
Kruskal Wallis), observando-se valores mais elevados no
grupo OKT3 terapéutico quando comparado ao grupo OKT3
profildtico e ao grupo Controle . A andlise pelo teste de
comparacgoes maltiplas mostrou uma diferenca minima
significativa entre o grupo OKT3t e o grupo OKT3p, assim

como entre OKT3t e o} grupo Controle (p<0,05).
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A comparagdo entre os grupos OKT3 profildtico e o grupo
Controle, tomando-os em conjunto, n&do mostrou diferenga
estatisticamente significativa nos valores de ICT entre
ambos (p=0,979 Mann-Whitney). A evolugdo dos valores
minimos, mé&ximos e das medianas de ICT nas PAR destes
pacientes, ao longo do tempo, pode ser observada na Tabela

14.

Tab. 14. Incremento Corrigido Total nos Grupos OKT3

Profilatico e Controle.

Dias Grupo OKT3p Grupo Controle

ICT ICT

n mediana(min;max) n mediana(min;méax) p*
1-5 19 0,5(0;3,6) 18 1,5(0;6,6) 0,109
6-10 24 2,8(0;7,2) 19 3,8(0,6;8,9) 0,182
11-15 20 2,3(0,2;12,2) 17 2,4(0,6;5,2) 0,879
16—-20 16 2,2(0,9;5,2) 9 2,5(0,8;4,1) 0,932
> 20 31 4,0(0,5;8,7) 14 2,5(0,9;7,6) 0,339

* Teste de Mann—-Whitney

Ndo houve diferenca significativa nos valores dos ICT
entre os grupos em qualquer dos intervalos de tempo. A
comparagdo entre os valores dos ICT de acordo com o periodo,
durante o uso de OKT3 ou apds, no Grupo OKT3p e nos periodos
correspondentes no Grupo Controle, pode ser observada na

Tabela 15.



Tab. 15. Incremento Corrigido Total Durante e Apdés OKT3

Profilatico.
Periodo Grupo OKT3p Grupo Controle

n® PAR ICT* n® PAR ICT*
Durante OKT3 48 2,0(0;12,2) 39 1,9(0;8,9)
P6s—0KT3 62 3,2(0,5;8,8) 38 2,4(0,6;7,6)

* valores expressos em mediana(valor minimo;valor méximo)

A anédlise estatistica mostrou que, no grupo OKT3p,
ocorreram valores de ICT significativamente menores no
periodo durante OKT3 quando comparado ao periodo pés—OKT3
(p<0,001 Mann-Whitney). Quando comparou-se 0OS Jrupos entre
si, encontrou-se valores menores de ICT no periodo durante
OKT3 no Grupo OKT3 profildtico, embora sem atingir
significéncia estatistica (p=0,064 Mann-Whitney). Neste caso
o cdlculo do poder do estudo foi de 45%; sugerindo que um
aumento no tamanho da amostra poderia vir a demonstrar
diferenga estatisticamente significativa. Ao contrério, no
periodo pdés-OKT3 observou-se uma tendéncia a valores mais
elevados de ICT no Grupo OKT3 profildtico, também sem
significéncia estatistica (p=0,119 Mann-Whitney). De
qualquer forma, estes resultados sugerem gque o OKT3
utilizado profilaticamente reduz a magnitude do infiltrado

intra—enxerto durante a sua administracéo.



Em relagcdo ao grupo OKT3 terapéutico, a comparagao
entre os valores de ICT nos 3 periodos - pré, durante ou

apo6s OKT3 - pode ser observada na Tabela 16.

Tab. 16. Incremento Corrigido Total Pré, Durante e P6s—OKT3

Terapéutico

periodo PR 1CT
mediana (min;max)

Pré-oKT3 46 4,1 (1 ; 12,5)

Durante OKT3 46 3,1 (0,2 ; 6,9)

P6s—OKT3 32 5,1 (0,1 ; 10,2)

p=0,004 Kruskal Wallis

A andlise estatistica mostra uma diferenca
significativa entre os valores de ICT nos 3 periodos
avaliados (p=0,004 Kruskal Wallis). A avaliagdo pelo teste
de comparagfes miltiplas mostrou uma diferenca minima
significativa entre os periodos durante e péds—OKT3 (p<0,05).

Semelhante ao ocorrido no grupo OKT3 profildtico,
evidenciou—se uma redugdo significativa do infiltrado intra-
enxerto em vigéncia de OKT3. Estes dados, juntamente com
aqueles referentes a presenga de imunoativacdo, sugerem que
a administragdo de OKT3, seja profildtico ou para tratamento
de rejeigdo aguda, ¢é —capaz de evitar ou reduzir,
respectivamente, a infiltracdo celular no enxerto e os danos

por ela mediados.
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3.3.3. Expressdo de Antigenos CD3 nos Linfécitos

Esta avaliagdo fol realizada mediante a contagem das
porcentagens de linfécitos CD3+ nas lé&minas de sangue
periférico e das pungbes aspirativas renais em 6 pacientes
de cada grupo, através da técnica de imunoperoxidase
indireta em trés camadas. Os resultados desta técnica estéo
sumarizados na Tabela 17, que apresenta o numero de amostras
estudadas e os valores percentuais de linfécitos CD3+ no

sangue e no enxerto dos diferentes grupos em estudo.

Tab. 17. Porcentagens de Linfécitos CD3+ no Sangue e no

Enxerto

Grupo CD3+ no emxerto CD3+ no sangue
n°® mediana(min;max) n°® mediana(min;méx)

Controle 36 75,0 (60;90,9) 36 76,2 (56,5;90)

OKT3p 47 34,2 (5,4;84,4) 46 35,9 (3,3;87,1)

OKT3t 49 53,0 (4,0;76) 47 35,6 (3,0;73)

Ndo houve diferenga significativa entre as porcentagens
de linfécitos CD3+ no sangue e no enxerto em qualquer um dos
grupos de pacientes (Controle p=0,940; OKT3p p=0,575; OKT3t
p=0,286; Wilcoxon). A comparagdo entre os grupos OKT3p e
Controle mostra valores percentuais de linfécitos CD3+

significativamente menores no grupo OKT3 profildtico, tanto
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intra-enxerto (p<0,001 Mann-Whitney) como no sangue
periférico (p<0,001 Mann—-Whitney).

A evolugdo dos valores minimos,méximos e das medianas
das porcentagens de linfécitos CD3+ intra—-enxerto nos
pacientes dos grupos OKT3 profildtico e Controle, ao longo

do tempo, pode ser observada na Tabela 18.

Tab. 18. Evolugdo das Porcentagens de Linfécitos CD3+ Intra-

enxerto nos Grupos OKT3 Profilatico e Controle

Dias Linfécitos CD3+ Intra-Enxerto

Grupo OKT3p Grupo Controle

n mediana(min;max) n mediana(min;méax) p*
1-5 11 19,4(5,4;33,3) 7 75(65;90,9) <0,001
6-10 10 35,5(6,7;59,6) 9 77,7(60;86) <0,001
11-15 8 27,1(9,9;61,3) 3 75(75/86,7) 0,014
16-20 8 55,2(34,2;75) 5 81(63;87) 0,019
>20 10 74,5(46,8;84,4) 12 70,6(60,3;83,3) 0,843

* Teste de Mann-Whitney

Verificou-se que as porcentagens de linfdcitos CD3+
intra-enxerto foram significativamente menores no grupo OKT3
profilatico até o 209 dia pés—-transplante (p<0,05 Mann-
Whitney), o mesmo sendo constatado em relagdo aos linfécitos

CD3+ no sangue periférico (Tabela 19).
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Tab. 19. Evolugdo das Porcentagens de Linfécitos CD3+ do
Sangue nos Grupos OKT3 Profilatico e Controle.
Dias Linfécitos CD3+ no Sangue

Grupo OKT3p Grupo Controle

n mediana(min;max) n mediana(min;max) pP*
1-5 11 8,3(3,3;17,1) 7 73,9(63;82) <0,001
6-10 11 27,5(11,1;61,8) 9 75,9(56,5;89,3) <0,001
11-15 6 35,5(14,8;41,1) 4 75,7(62;89) 0,01
16-20 8 52,2(35,6;75) 5 78(71;90) 0,012
>20 10 74,8(39,1;87,1) 11 76,9(57,8;84,3) 0,833

Teste de Mann-Whitney

A comparagdo entre as porcentagens de linfdécitos CD3+

no sangue e no enxerto,

de acordo com o periodo, durante ou

apos e} uso de OKT3 profilédtico e nos periodos

correspondentes para o grupo Controle, pode ser observada na

Tabela 20.

Tab. 20. Porcentagens de Linfécitos CD3+ Durante e Apés OKT3
Profilatico

Durante OKT3 P6s—0OKT3

n mediana(min;max) n mediana(min;max)

CD3+ Intra-enxerto

Grupo OKT3p 25 20,0(5,4;51,7) 22 60,7(21,1;84,4)
Grupo Controle 16 76,3(60,0;90,9) 20 73,5(60,3;87,0)
CD3+ no Sangue

GRUPO OKT3p 25 18,9(3,3;48,0) 21 63,6(14,8;87,1)
Grupo Controle 16 75,4(56,5;89,3) 20 76,7(57,8;90,0)
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A andlise estatistica demonstrou uma redugéao
significativa das porcentagens de linfécitos CD3+ no grupo
OKT3p no periodo durante OKT3 quando comparado ao periodo
p6és—OKT3 no mesmo grupo, tanto intra-enxerto (p<0,001 Mann-
Whitney) como no sangue (p<0,001 Mann-Whitney). Quando
comparado ao dgrupo Controle, no periodo correspondente,
encontrou-se percentuais significativamente menores no grupo
OKT3p de linfécitos CD3+ intra-enxerto (p<0,001 Mann-
Whitney) e no sangue periférico (p<0,001 Mann-Whitney).
Mesmo no periodo p6s—0KT3, mantém-se uma redugédo
significativa no percentual de 1linfécitos CD3+ no grupo
OKT3p em relagdo ao Controle, embora ndo td8o marcada, tanto
intra-enxerto (p=0,006 Mann-Whitney) gquanto no sangue
periférico (p=0,01 Mann-Whitney).

Na Tabela 21 encontram-se os dados referentes aos
percentuais de linfécitos CD3+ no grupo OKT3 Terapéutico, de
acordo com o periodo de administracdo de OKT3.

Tab. 21. Porcentagens de Linfécitos CD3+ no Grupo OKT3
Terapéutico

CD3+ Intra—enxerto

n 13 22 14
mediana(min;madx) 64,4(54,5;69,6) 13,4(4;29) 59,5(35,1;76)

CD3+ no Sangue

n 11 23 13
mediana(min;max) 60,0(54;67,5) 12,2(3;19) 61,8(35,6;73)
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A andlise estatistica revela uma diferencga
significativa entre as porcentagens de linfécitos CD3+ nos
diferentes periodos do grupo OKT3t tanto intra-enxerto
(p<0,001 Kruskal-Wallis) como no sangue (p<0,001 Kruskal-
Wallis). Observa-se uma diminuigdo significativa nas
porcentagens desses linfécitos no periodo durante OKT3
quando comparado aos periodos pré-OKT3 ou pés—-OKT3, tanto
intra-enxerto como no sangue periférico (p<0,05 teste de

comparacgdes miltiplas para Kruskal-Wallis).

Estes resultados demonstram que, durante a
administracdo de OKT3 ~ seja profildtico ou para tratamento
de rejeigdo aguda -~ ocorre uma redugdo na expressdo de

antigenos CD3 nos linfécitos, tanto no sangue periférico
como nos linfécitos presentes no infiltrado inflamatdério

intra-enxerto.
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4 .DISCUSSAO

O objetivo central do presente estudo foi analisar as
caracteristicas do infiltrado inflamatério intra-enxerto em
pacientes submetidos & imunossupressdo com anticorpo
monoclonal OKT3. O estudo dos efeitos do OKT3 sobre as
células que participam do processo de rejeigdo dentro do
enxerto é essencial para o entendimento do seu mecanismo de
acdo. Para este fim, empregou-se a técnica de pungéo
aspirativa renal. Esta técnica foi utilizada neste trabalho
do mesmo modo como tem sido empregada em varios centros de
transplante para a monitorizacdo dos fendmenos intra-enxerto
pés—transplante, e os achados foram relatados de forma
padronizada (ANEXO 4), conforme estabelecido no Primeiro
Workshop Internacional de Citologia Aspirativa de
Transplantes, realizado em Munique em 1982. A premissa de
gque a pungdo aspirativa é adequada para descrever o
infiltrado intra-enxerto apoia-se nas seguintes observacgdes:
ha uma clara correlacédo entre a intensidade e
caracteristicas da 1inflamagdo observada em espécimes
concomitantes de PAR e de Dbidpsia renal 107,90 ;e
concordancia entre os achados da PAR e a composigédo
citolégica do infiltrado em enxertos renais rejeitados e

submetidos a nefrectomia e digestdo enzimdtica 106
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4.1. Caracteristicas da Amostra

Os pacientes selecionados para o estudo foram aqueles
que durante o periodo de coleta de dados receberam anticorpo
monoclonal OKT3. Um grupo adicional de pacientes receptores
de transplantes cadavéricos foram incluidos como grupo
Controle dos pacientes que receberam OKT3 profildtico. A
comparagdo das caracteristicas destes dois grupos (Tabela 5)
demonstra que nao ha diferencas estatisticamente
significativas entre ambos. Portanto, estes grupos sé&o
semelhantes, apenas diferindo quanto ao uso de OKT3. Os
cinco pacientes do grupo controle que receberam OKT3 para
tratamento de rejeigdo coértico-resistente também foram
analisados dentro do grupo OKT3 terapéutico, e os dados das
PAR realizadas ap6s o inicio do OKT3 ndo foram consideradas
na anédlise do grupo Controle; nao ocorrendo, portanto,
cruzamento entre os grupos. A exclusdo destes pacientes do
grupo controle ndo foli realizada porgque entendeu—-se que tal
procedimento representaria uma selegdo dos melhores, uma vez
gue estes casos foram os que tiveram rejeigdes mais severas.
A andlise do grupo OKT3 terapéutico foi realizada dentro do
préprio grupo, cada paciente sendo o seu controle,
verificando-se a influéncia do OKT3 sobre o infiltrado
inflamatério intra—enxerto, comparando—-se o0s dados das
pungbes aspirativas renails realizadas antes, durante e apds

O mesmo.



4.2. Nimero de PAR, Representatividade e Variacao.

Empregou-se como critério de representatividade da PAR
a presenga de nuimero igual ou superior a 7 células
parenquimatosas para cada 100 células inflamatérias. Este
critério foi definido por von Willebrand e Hayry 239 , Qque
obtiveram correlagdo de 0,95 entre  pungées duplas
simultédneas que continham esta relagdo entre células
parenquimatosas e inflamatérias.

Os métodos de estudo foram os mesmos para os trés
grupos de pacientes. N&o observou-se diferenga estatistica
no numero de PAR representativas entre os trés grupos de
pacientes. A representatividade das PAR (Tabela 8) situou-se
em torno de 90% e estéd de acordo com as taxas relatadas na

literatura 1, 195, 110,

refletindo a experiéncia adquirida
pela equipe com este método. A andlise em duplicata de 76
PAR mostrou que ndo houve diferenga significativa entre os
valores de ICT nas duas leituras independentes. 0
coeficiente de variacdo médio foi de 16% e apenas em 10 PAR
a variagdo entre as leituras foi maior do que 30%. Estes
dados demonstram a pequena variagdo intra-observador na
avaliag8o do infiltrado intra-enxerto. N&o encontrou-se na

revis8o da literatura relato de avaliagdo da variagdo intra-

observador no célculo do incremento corrigido total.
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4.3. Avaliagao do Infiltrado Inflamatério Intra-Enxerto.

A bidpsia renal, através de andlise histopatoldgica e
imunopatolégica, permite avaliar a composigdo do infiltrado
inflamatério dentro do enxerto. Além disso, tem a vantagem
de possibilitar a avaliagdo dos efeitos do infiltrado sobre
os componente teciduais. A grande limitagdo desta técnica é
a dificuldade e o risco de obter tecido para estudo de forma
sistematica, a fim de poder avaliar dinamicamente a evolugdo
do infiltrado. A PAR oferece a vantagem de ser um método
praticamente isento de riscos, podendo ser realizada
freqglientemente. O componente inflamatério é analisado na
pungdo aspirativa através do célculo do ICT. Assim, o valor
do ICT, quando examinado junto com o tipo de células que
compdem o infiltrado, reflete a composigdo, a magnitude e a
relevancia imunolégica do mesmo. Portanto, o ICT é um modelo
matemdtico que busca quantificar a composig¢do e a
intensidade do infiltrado, mas pode ser influenciado pelo
grau de contaminagdo de sangue da amostra e a contagem
diferencial dos leucécitos do sangue periférico32. Algumas
tentativas foram realizadas para melhorar a andlise do
infiltrado, como férmulas que procuram reduzir os efeitos da

contaminagdo sanguinea da amostra 137, a alteracdo dos

valores do fator de corregdo dos incrementos 128, a contagem

do nuimero de células imunoativadas por lamina 110 ou a

relagdo entre o numero de células imunoativadas e o numero

12

de células tubulares Entretanto, estas tentativas néo



foram capazes de aumentar a aculdade dignéstica da PAR.
Certamente, métodos de andlise mals complexos e sofisticados
poderdo ser desenvolvidos, mas, no momento, o método simples
de cédlculo do ICT tem demonstrado relevancia na préatica e
por isto é ainda o mais utilizado,sendo entdo escolhido para
a avaliagdo do infiltrado intra-enxerto neste estudo.

O conhecimento a respeito da evolugdo do processo
inflamatério da rejeicdo decorre da andlise de rins
transplantados retirados por rejeigdo irreversivel ou pelo
seguimento com bidépsia renal e PAR de modelos experimentais
90, Inicialmente, durante os dois primeiros dias poés-—
transplante, o infiltrado é minimo ou inexistente. Apds,
observa-se um aumento na presenga de mononucleares e
especialmente de células imunoativadas, conforme o
infiltrado da rejeigdo evolui. A presenga de infiltrado com
sinais de imunoativagdo pode preceder a deterioragdo da
fungdo renal em horas ou até 2 a 3 dias. A imunoativagéo
observada nos aspirados renais, nos casos de rejeicgdo, esté
raramente presente no sangue periférico e é representada
morfolégicamente por células linfocitdrias ou monocitdrias,
com aumento de volume, desenvolvimento de citoplasma
basofilico com grande quantidade de ribossomos e hipertrofia
do aparelho de Golgi e nacleo com nucléolos proeminentes. Na
situagdo clinica do transplante renal, a composigdo e a
densidade do infiltrado dependerd de varios fatores, como a
intensidade da rejeigdo, a proeminéncia de componentes

celulares ou vasculares, o estédgio de evolugdo do processo,
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a qualidade da amostra puncionada e o tipo de tratamento
imunossupressor utilizado.

O principal fator que determina o padrdo de evolugdo do
infiltrado inflamatério intra-enxerto €& o  tipo de
imunossupressdo utilizado. Em pacientes que recebem
prednisona e azatioprina, a inflamagdo é mais precoce e
acompanhada de forte componente de células imunoativadas.
Apesar do uso isolado da ciclosporina estar associado a
infiltrados precoces e presenga de linfécitos ativados, a
sua associagdo com prednisona e azatioprina leva a reducgdo
na magnitude do infiltrado e na presenga de sinais de

imunoativagéo 68

4.3.1. PAR e Imunoativacgéo

0 aumento na intensidade do infiltrado intra-enxerto,
caracterizado pela elevagdo do valor do ICT, quando
acompanhado do aparecimento de células imunoativadas
(linfoblastos, plasmécitos, linfécitos ativados ou
monoblastos), correlaciona-se com o diagnéstico clinico ou

30, 61, 85, 110, 90 Assim, &

histolégico de rejeigdo aguda
necessdrio considerar, na avaliagdo do infiltrado pela PAR,
ndo somente os valores do ICT como a presenca de células
imunoativadas.

No presente estudo, encontrou-se mais imunoativacgao

intra-enxerto no grupo OKT3t na comparagdo com os demais
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grupos em estudo. Entretanto, quando analisamos a freqiiéncia
de PAR com imunoativagdo antes, durante ou apdés o uso de
OKT3 para o tratamento de rejeigdo aguda, verificamos
freqgiiéncias significativamente menores de PAR com
imunoativacdo durante e ap6és o uso de OKT3. Por outro lado,
56% e 65% das PAR com imunoativacdo dos periodos durante e
apés OKT3, respectivamente, n8o estavam assocladas a
rejeicdo aguda. Estes dados sugerem que a maior freqgiiéncia
de imunoativacgd@o ocorreu antes do OKT3 e que fol decorréncia
de episdédios de rejeicdo aguda mais severos. A utilizagdo de
OKT3 foi eficaz, reduzindo a imunoativagdo intra-enxerto,
embora esta fosse detectada no final e apdés o uso de OKT3,
na maioria das vezes, na auséncia de rejeigd@o aguda. Estes
episédios de imunoativagdo sem rejeigdo serdo discutidos
mais adiante.

Em relagdo a andlise dos grupos OKT3p e Controle,
verificou—-se que, comparados como um todo, ndo houve
diferenca significativa na freqiéncia de PAR com
imunoativacdo. No entanto, a comparagdo entre ambos nos
periodos durante e apdés OKT3 revela uma freqgiiéncia
significativamente menor de imunoativag¢do no grupo OKT3
profildtico durante a administragdo do OKT3. Semelhante ao
ocorrido no grupo OKT3 terapéutico, 61% dos episddios de
imunoativag¢8o ocorridos durante e apés o uso do OKT3
profildtico ndo estavam associados & rejeicdo aguda, assim
como 46% destes pacientes nédo desenvolveram rejeigdo aguda

apés a administracdo de OKT3 profilatico. Estes dados
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demonstram que o OKT3 evita ou retarda a imunoativagdo e a
rejeigdo aguda gquando usado profilaticamente e reduz a
imunoativagdo e controla o processo de rejeigdo quando
utilizado no tratamento de rejeigdes severas. Achados
similares s&o relatados por Jorgensen e col. em estudo no
qual acompanharam com PAR pacientes transplantados renais
cujas rejeigdes agudas foram tratadas com OKT3 127, Estes
autores verificaram uma redugdo do ICT durante a
administracdo de OKT3 com uma tendéncia & elevagdo do mesmo,
ainda durante a utilizagdo de OKT3, com uma elevagdo méxima
cerca de 10 a 15 dias apdés o OKT3. Estas altera¢bes eram
causadas, principalmente, pelo aumento do numero de células
imunoativadas. Como ndo ocorresse rejeigdo associada, estes
autores especulam que o OKT3 é capaz de destruir os clones
de células envolvidas no processo de rejeigdo dentro do
enxerto e que outros clones de células imunoativadas, néo
direcionadas contra os antigenos do enxerto, aparecem no
mesmo, talvez contribuindo para um estado de toleréncia do
receptor em relagdo ao enxerto. Estes episdédios de
infiltrado com sinais de imunoativag¢do, ocorrendo 5 a 9 dias
apés o inicio de OKT3 para tratamento de rejeicdo aguda, em
um momento em que a fungdo renal estd melhorando, também
foram observados por Hansen e col. 101 NZ0 h& uma
explicacgédo clara‘para este fenbmeno. Hansen e col. sugerem
gue possam representar um reaparecimento de linfécitos
T como conseqiiéncia de modificacgdes dinadmicas a partir

de compartimentos localizados dentro do enxerto. Belitsky e



Gupta também observaram este fenbmeno na sua série de
pacientes gque receberam OKT3 para tratamento de rejeigéo
cortico-resistente e sugerem que a persisténcia de
infiltrado com sinais de imunoativacdo p6és—OKT3 significaria
uma pobre resposta ao tratamento ou uma indicagdo de que
estes pacientes rapidamente apresentardo outro episddio de

rejeigdo aguda 13,

4.3.2. Incremento Corrigido Total

Neste estudo, a avaliagdo da intensidade do infiltrado
intra-enxerto fol realizada através do cdlculo do incremento
corrigido total mnas PAR. Demonstrou-se que o ICT foi
significativamente mais elevado no grupo OKT3t do que nos
demais grupos. Semelhante ao ocorrido em relagdo a
freqliéncia de PAR com imunoativagdo, este aumento na
magnitude do infiltrado, neste grupo, reflete a maior
incidéncia e severidade das rejeig¢bes agudas presentes no
mesmo. Quando compara-se os valores dos ICT, neste grupo,
nos periodos pré, durante e apds OKT3, observa-se uma
diferenga estatisticamente significativa entre eles, havendo
uma reducgdo significativa do ICT durante OKT3 quando
comparado ao periodo apés OKT3. Os dois estudos encontrados
na literatura, que utilizam a PAR para analisar o infiltrado
em pacientes submetidos a tratamento de rejeigdo aguda com

OKT3, apresentam resultados similares aos deste trabalho,
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mostrando uma redugdo significativa do ICT durante a
administragdo de OKT3 101, 127,

A comparagdo entre os grupos OKT3p e Controle néo
mostrou diferenga estatisticamente significativa entre os
valores dos ICT de todas as PAR representativas. Mesmo a
comparagdo entre os valores de ICT, durante OKT3 e apés
OKT3, também ndo revelou diferenga estatisticamente
significativa entre os dois grupos, embora tenha sido
verificada uma tendéncia & redugdo do ICT no grupo OKT3p
durante o uso de OKT3 (p=0,064). Possivelmente a amostra em
estudo n&o foi suficiente para evidenciar diferenca
estatisticamente significativa (poder do estudo nesse
particular foi de 45%). Entretanto, a comparacdo entre os
valores de ICT, durante e apés o uso de OKT3 dentro do grupo
OKT3p, demonstrou uma redugdo estatisticamente significativa
durante a administragdo de OKT3 (p<0,001). Estes dados
sugerem gque o OKT3, também quando usado profilaticamente,
reduz a intensidade do infiltrado intra-enxerto durante a
sua vigéncia.

A andlise dos valores do ICT, nos diferentes grupos e
periodos em estudo, concordam com aqueles observados na
andlise da freqiliéncia de PAR com imunoativagdo, sugerindo
que o OKT3 é capaz de evitar ou reduzir a infiltracdo de
células imunologicamente competentes e os danos por elas
mediados. Esta observagdo estd de acordo com aquelas
referidas na literatura. Além dos dois estudos acima

relacionados, que utilizaram PAR para estudar o infiltrado
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em pacientes usando Okr3 101, 127

, esta metodologia também
foi empregada por Birkeland e col. com resultados
semelhantes, ou seja, reducdo do ICT em vigéncia de OKT3 com
elevagdo no final do tratamento ( atribuida & infiltragdo do
enxerto por linfécitos ndo relacionados com novo processo de
rejeigédo) 17, outros estudos foram realizados para avaliar
os efeitos do OKT3 sobre o infiltrado intra-enxerto,
empregando a bidépsia renal com andlise histopatolégica e

imunopatoldégica 132, 28

. Nestes estudos a bidpsia renal foi
realizada 5 a 7 dias ap6s o inicio de OKT3 para tratamento
de rejeicdo ou profilaticamente, e também encontrou-se

redugdo significativa do infiltrado durante a administracdo

de OKT3.

4.3.3. Expressdo de Antigenos CD3 nos Linfécitos

A andlise dos linfécitos CD3+ ©pela técnica de
imunoperoxidase indireta demonstrou n&o haver diferenca
estatisticamente significativa entre os percentuais de
linfécitos CD3+ nas laminas de sangue e de aspirado do
enxerto em qualgquer um dos grupos em estudo. A comparagao
entre os grupos OKT3p e Controle mostra uma reducgéo
significativa dos 1linfécitos CD3+, intra-enxerto e no
sangue, no grupo OKT3p, até o 20° dia pés-transplante. Na
comparagdo dos periodos, durante e apds OKT3 entre os dois

grupos, observa-se uma redugéo estatisticamente
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significativa dos linfécitos CD3+ no grupo OKT3p, intra-
enxerto e no sangue, tanto durante OKT3 (p<0,001) como apds
(p=0,01). Comparando-se os linfécitos CD3+ dentro do grupo
OKT3p também observa-se uma redugdo significativa no periodo
durante OKT3 em relagdo ao periodo apdés OKT3 (p<0,001).
Assim, fica evidente que durante a administragdo de OKT3
profildtico h& uma redugdo na expressdo de antigenos CD3 nos
linfécitos, tanto intra-enxerto como no sangue periférico.
Esta imunomodulagé&o dos antigenos CD3 permanece
significativa, embora ndo tdo intensa, até alguns dias apds
a administragdo do OKT3.

No grupo OKT3 terapéutico, também encontrou-se reducgdo
significativa de linfécitos CD3+, tanto intra—-enxerto como
no sangue periférico, no periodo durante a administracgdo de
OKT3 em relagdo aos periodos pré e pdés—-OKT3. Os resultados
do presente estudo sugerem gque O OKT3, utilizado
profilaticamente ou no tratamento da rejeigdo aguda,
ocasiona uma imunomodulac&o dos antigenos CD3 nos linfdécitos
do sangue periférico e intra-enxerto.

Varios estudos tém sido realizados avaliando o
comportamento de subpopulacd@es linfocitdrias no sangue
durante a administracdo de OKT3. A maioria avalia a evolucdo
dos linfécitos CD3+, CD4+ e CD8+, ao longo do tratamento com
OKT3, observando—-se reducgdo importante de todos os
linfécitos imediatamente apés o inicio do OKT3, com
reaparecimento progressivo de linfécitos CD4+ ou CD8+ alguns

dias apés e de linfécitos CD3+ no final do tratamento 44,



17, 102, 180 aps1ises de subpopulagdes linfocitdrias no

sangue periférico com citometria de fluxo tém permitido
verificar que, durante a administragdo de OKT3, ocorre
comodulacdo de outros antigenos além de CD3, como o receptor
T 82

de células Adicionalmente verificou—-se uma redugdo na

densidade da expressd@o de antigenos CD4 e CD8 na superficie

202

dos linfécitos Outra observagdo interessante foi a

detecgdo de linfécitos expressando antigenos CD3, porém com

redugdo importante na densidade desta expresséao 112, 46,

A
presenga destes linfécitos, fracamente CD3+, poderia estar
implicada no desenvolvimento dos raros episddios de rejeigédo
aguda durante a imunossupressdo profildtica com OKT3 46

Os estudos dque avaliam os efeitos do OKT3 sobre o
infiltrado intra-enxerto sdo escassos e apresentam
resultados controversos no que se refere a agdo de modulacgéo
dos antigenos CD3 da superficie dos 1linfécitos. Kerr e
Atkins estudaram 10 pacientes que receberam OKT3 por 10 dias
para tratamento de rejeigdes agudas cOrtico-resistentes 132,
133 Estes pacientes foram submetidos & pungdo bidépsia renal
antes e no quinto dia apés o inicio do OKT3, com andlise
quantitativa do infiltrado e determinac@o da proporg¢do entre
linfécitos CD3+ e CD2+. Seus resultados n8o evidenciaram
modulacdo de antigenos CD3 nos linfécitos intra-enxerto,
pois ndo houve diferenga estatisticamente significativa
entre a relacdo de linfécitos CD3+/CD2+ intra—enxerto antes

e durante a administragcdo de OKT3. Por outro lado, Caillat-

Zucman e col. estudaram 7 pacientes que receberam OKT3 por
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10 a 30 dias, cinco para tratamento de rejeicdo aguda e dois
em esquema profilatico 28, 29 gy trés dos pacientes
tratados para rejeigdo aguda, a bidépsia renal fol realizada
antes do inicio do OKT3 e a bidépsia de acompanhamento foi
realizada em todos os cinco pacientes no 7° dia de
terapéutica com OKT3. Os dois pacientes que receberam OKT3
profildtico foram biopsiados no 14° dia de OKT3 e 40 dias
apdés a retirada do OKT3. Ao contrédrio dos resultados de Kerr
e Atkins, neste estudo todas as bidpsias realizadas em
vigéncia de OKT3 mostraram imunomodulagdo de CD3 nos
linfécitos, ou seija, os linfécitos intra—-enxerto
apresentavam os fenétipos CD3-CD4+ ou CD3-CD8+. Haak e col.
relatam um caso de rejeigdo aguda de transplante renal no 9°
dia de tratamento profildtico com OKT3, documentado por
biépsia renal 91, 0 estudo imunocitoquimico desta biépsia
mostrava que os linfécitos no intersticio do enxerto
apresentavam fraca positividade para CD3, enquanto os
antigenos CD4 ou CD8 eram francamente evidentes. N&o
encontrou-se relato na literatura de estudos
imunocitoquimicos com PAR para a avaliacdo dos efeitos do
OKT3 sobre o infiltrado intra-enxerto, mas os resultados do
presente trabalho em relagdo a este aspecto concordam com
aqueles de Cailat-Zucman e de Haak, evidenciando uma
imunomodulacdo dos antigenos CD3 nos linfécitos intra-
enxerto. Caillat-Zucman sugere que a discrepancia com os

resultados obtidos por Kerr e Atkins pudesse ser explicada

pelo tempo em que foi realizada a biépsia, pois no 5° dia de
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OKT3 a concentragdo de OKT3 intra-enxerto seria insuficiente
para induzir a total modulagdo dos antigenos CD3 28 ynm
outro aspecto que pode ter influéncia nesta discordéancia é o
método de avaliacgdo da expressdo de CD3. Como no trabalho de
Kerr e Atkins foi avaliada a relacgdo entre linfécitos CD3+ e
CD2+, esta pode ter sido afetada pela deplecgdo do infiltrado
intra-enxerto no momento da bidépsia e nd@o pela auséncia de

efeito imunomodulador sobre os linfdécitos.

4.4 Significado do Infiltrado Inflamatério Intra—Enxerto.

A rejeicd@o aguda é uma conseqgliéncia da resposta imune
ao aloenxerto e pode ser mediada através de imunidade
celular e/ou humoral 8. Usualmente predomina o componente
celular mediante a agd@o de varios tipos de células
inflamatdérias, como os macréfagos, linfécitos T auxiliares
(CD4+) e citotéxicos (CD8+) e plasmécitos, que envolvem—se
em uma cascata de eventos, cujo objetivo final é a producgédo
e expansdo de células efetoras e anticorpos destinados a
destruir o enxerto. A expressdo histopatoldgica deste
processo é o edema e a infiltracdo do intersticio renal por
estas células, particularmente em situacdo perivascular e
peritubular. Assim, o diagnéstico de rejeicdo aguda celular
€ classicamente estabelecido pela detecgdo, através da
biépsia renal, ou mais recentemente pela PAR, de

infiltrado inflamatdério intersticial. Entretanto, estudos
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experimentais4 e clinicos com bidpsias seriadas 158 tenm

demonstrado que, freqlientemente, observa-se a presenga de
infiltrado intra-enxerto sem qualquer manifestagdo clinica
de rejeigcdo aguda. As tentativas de fenotipar mais
especificamente o infiltrado tém mostrado o predominio de
linfécitos T CD4+ ou CD8+ e macréfagos na sua composigdo. Na
rejeigdo primdria, quando ndo houve exposigdo prévia ao
aloantigeno, é fundamental a participagdo dos linfdécitos
cpa+ 12, 124, 155, 251, enquanto na situagdo de rejeigédo
secunddria ocorre uma produgdo muito mais rédpida de
linfécitos CD8+, e estes podem ser gerados sem o auxilio dos
linfécitos CD4+ 3, 156, 157 | por outro lado, nem todos os
linfécitos citotéxicos que infiltram os enxertos s&o
especificamente direcionados contra estes aloantigenos,
confirmando a existéncia de um componente inespecifico no
infiltrado 211, Estes aspectos dificultam, mesmo com a
utilizagdo de estudos imunocitoquimicos, a caracterizagdo do
infiltrado intra-enxerto e a sua relagdo com a rejeicgdo
aguda. Estudos que analisam a proporgdo entre linfécitos
CD4+/CD8+ no infiltrado intra-enxerto nédo tém conseguido
estabelecer um padrdo que se correlacione com o diagndstico

26, 48 tendéncia atual é identificar a

de rejeicd@o aguda
rejeigdo pela presenga de sinais de danos teciduais
associados ao infiltrado, como tubulite ou endoteliolite
(evidéncias de invasdo tubular ou endotelial por linfécitos)
205

°
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Entre os achados deste trabalho, um dos mais
interessantes, que estd de acordo com as observagdes
relatadas na literatura 101, 127, 13, 17, foi a presencga de
infiltrado inflamatdério com sinais de imunoativacgd@o no final
e ap6és a administragdo de OKT3, sem evidéncias clinicas e
laboratoriais de rejeicdo aguda na maioria dos casos. Esta
questdo €é muito importante, pois a sua resolugdo pode
contribuir decisivamente para o entendimento do mecanismo de
acdo do OKT3 e outros anticorpos monoclonais, além de
remeter para uma controvérsia mals genérica, que € O
significado a curto e longo prazo da presenca de infiltrados
inflamatérios dissociados da rejeigdo aguda. Belitsky e
Gupta, pela andlise da sua experiéncia, sugerem dJue OsS
pacientes que persistem com infiltrado e imunoativacdo pés-
OKT3 seriam aqueles que desenvolveriam novos episédios de
rejeicdo aguda 13 0s dados do presente trabalho mostram que
a maioria dos pacientes nos quais foi detectado infiltrado
com imunoativagdo no final e apdés o uso de OKT3 néo
desenvolveram rejeigdo aguda, assim como nas séries de

Jorgensen 127, Hansen 101 a 17

e Birkelan . Entretanto, como
alguns destes pacientes tiveram rejeigbes subseqglientes, &
provavel que estes infiltrados estejam eventualmente
relacionados ao processo de rejeigdo. Permanece sem resposta
conclusiva quais seriam as caracteristicas do infiltrado que
estdo relacionadas & rejeicdo e, na auséncia de rejeicgéo,

qual seria o significado do infiltrado. A presenca de sinais

de imunoativagdo ndo é suficiente para responder tais
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questodes, pois estudos experimentais de inducéao de

toleréncia tém mostrado que a aceitagcdo do enxerto esté

associada com um infiltrado mononuclear, que inclui
linfécitos T ativados 180. Portanto, a presenca de
infiltrado com imunoativagéao nao correlaciona-se

necessariamente com o processo de rejeigdo e pode até, ao
contrario, desempenhar fungdes imunossupressoras. Apesar de
suas reccnhecidas propriedades imunossupressoras, o OKT3,
paradoxalmente, é capaz de induzir proliferacdo linfocitéria
e estimular a produgdo de linfocinas, sendo este efeito
apontado como o responsdvel pelos efeitos colaterais que
ocorrem apdés a administracdo das primeiras doses de OKT3.
Ellenhorn e col.’?! comprovaram estes efeitos in vivo quando
estudaram linfécitos de linfonodos removidos de
transplantados renais apdés a administracdo de OKT3 e
demonstraram que estes linfécitos apresentam OKT3 na sua
superficie e que s&o ativados pelo OKT3, pois expressam
receptor de interleucina 2. A partir destas informacgdes, ndo
seria absurdo especular que os infiltrados ora discutidos
representem manifestagdes tardias dos efeitos ativadores do
OKT3. A presenca de infecgdo viral pode ser acompanhada na
PAR de um intenso 1infiltrado inflamatério com sinais
proeminentes de imunoativagdo e, mais especificamente, por
linfécitos grandes granulares 103 yesta situagdo, outras
manifestagbes clinicas sugerem o diagnéstico de infeccgéo
viral. No presente trabalho, um dos pacientes que recebeu

OKT3 profilatico teve infecgdo por citomegalovirus, com a



presenga de intenso infiltrado com sinais de imunoativagé&o.
Resumindo, a presenga de infiltrado intra-enxerto no final e
apés o uso de OKT3 poderia estar associado as seguintes
situagbes: rejeigdo agquda persistente ou atenuada com
evolugdo do processo para um novo episédio de rejeigéo,
reinfiltragdo do enxerto por células n&do direcionadas contra
os aloantigenos ou por células supressoras que contribuiriam
no processo de aceitag¢do do enxerto, infiltracdo do enxerto
por células imunoativadas pelos efeitos do OKT3 sobre os
linfécitos ou imunoativacd@o secunddria & infecgdo viral.

O reconhecimento de que a presenga de infiltrado
inflamatério nem sempre indica um episédio de rejeigdo aguda
e pode até estar associado ao processo oposto de toleréncia
ao enxerto adiciona maiores dificuldades & interpretagdo dos
exames histopatolégicos e citoldégicos. Além da avaliacdo da
magnitude do infiltrado, que €é mais intenso durante a
rejeicdo aguda, procura-se determinar quais as possiveis
caracteristicas que estariam associadas a pior progndstico.
Parfrey e col. em um estudo de 132 transplantados renais
submetidos a biépsia renal para avaliagdo de disfuncéo
renal, durante os primeiros 3 meses pds—-transplante,
buscaram detectar os achados histopatoldégicos que
adicionassem informagdes sobre o progndéstico 189 geus
resultados indicam que os dados morfolégicos de pior
progndéstico na rejeigdo aguda sdo: alteracdes glomerulares,
hemorragia intersticial, proliferagdo endotelial e necrose

tubular. Nesse estudo, a presenga de infiltrado linfocitario
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ndo teve influéncia sobre o prognéstico. Com objetivos

semelhantes, Bohman e col. 23

estudaram 48 pacientes 12 a
158 meses pdés—transplante por biépsia renal com andlise
histopatolégica e imunohistoquimica e por puncgdo aspirativa
renal concomitante. Os achados foram comparados, dividindo
os pacientes em 2 grupos: fungdo renal excelente ou
reduzida. Todos os pacientes com funcdo renal excelente
tinham quadros histopatolégicos, imunohistoquimicos e
citolégicos normais, o mesmo ocorrendo na maioria dos
pacientes com fungdo renal reduzida. Entretanto, 5/36
pacientes com diminuig¢do da fung¢8o renal tinham infiltrado
celular detectado pela PAR e imunohistoquimica, indicando a
presenga de um processo patolégico clinicamente relevante.
Serén e col. realizaram um estudo com bidpsia renal em
pacientes com enxertos renais com fungdo estdvel, 6 semanas
pés—-transplante, com o objetivo de caracterizar o infiltrado
intersticial 201, seus dados confirmam a presenga de
infiltrado intersticial na maioria dos pacientes, havendo
uma correlagdo entre o numero de células infiltrantes,
particularmente células "naive" (CD45RA positivas), com a
fungdo renal 6 meses apdés o transplante. Estes achados
suportam a 1déia de que a presenga de infiltrado
inflamatério em pacientes com fungd8o estavel possa
representar uma forma de rejeicdo celular atenuada que tem
efeitos deletérios sobre o enxerto em curto prazo de tempo.

Permanecem controvérsias quanto & composicdo do infiltrado

inflamatério na rejeicdo aguda. No entanto, estudos



242 o com pungdo aspirativa renal 161

imunohistolégicos
sugerem que as células predominantes na rejeicdo aguda sdo
os linfécitos e as células do sistema monocitico-
macrofdgico. A correta interpretagdo sobre o significado do
infiltrado inflamatdério depende do conhecimento a respeito
dos mecanismos efetores da rejeigcdo. Como nem todos os
infiltrados em o6rgdos transplantados estd@o mediando dano
tecidual e alguns podem estar envolvidos na indugdo de
tolerédncia, é possivel que andlises detalhadas dos perfis de
citocinas e de moléculas efetoras, como a granzima e a

perforina, venham auxiliar na correta interpretacdo do

infiltrado.

4.5. Mecanismo de Agao do Anticorpo Monoclonal OKT3.

Os anticorpos monoclonais podem atuar neutralizando
toxinas, bloqueando a interacdo de fatores de crescimento,
horménios, moléculas de adesdo intercelular ou virus com os
seus receptores celulares, e recobrindo bactérias, virus ou
células, marcando—-os para a destruicdo mediada por
complemento, por fagocitose ou por citotoxicidade celular
dependente de anticorpos 197 A sua agdo val depender de
determinadas caracteristicas fisico—quimicas e
farmacocinéticas. Assim, o tipo de antigeno reconhecido e o

estado de ativacdo do sistema imunoldgico sob tratamento,

juntamente com as caracteristicas do anticorpo utilizado
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(isotipo, afinidade de ligagéao e a estrutura -
imunoglobulina integral ou fragmentos de locais de ligagéao
com o antigeno), €& que determinar@o a capacidade de um dado
anticorpo adequadamente opsonizar o alvo desejado e promover

bloqueio, destruigdo ou modulagdo antigénica 42

Por
exemplo, anticorpos integrais de classe IgG tém peso
molecular de aproximadamente 150 KDa e difundem-se do plasma
para os tecidos muito lentamente em relagdo aos fragmentos
de cerca de 25 KDa. Por outro lado, a fragdo Fc (fragmento
cristalizédvel) e a classe do anticorpo (isotipo) séo
importantes caso o objetivo seja eliminar a fonte do
antigeno alvejado pelo anticorpo. Anticorpos de classe IgGl
e IgG3 mediam citotoxicidade dependente de anticorpo e fixam
complemento, enquanto que IgG2 e IgG4 sdo menos eficientes

neste aspecto 148.

A seguir, de acordo com a literatura
revisada e os resultados obtidos neste trabalho, serédo
discutidos os principals mecanismos pelos quais o anticorpo

monoclonal OKT3 exerce a sua atividade terapéutica.
4.5.1. Deplecdo de Linfécitos.

O OKT3 €& um anticorpo monoclonal IgGpa que reage contra
um determinante antigénico da cadeia epsilon do complexo
CD3, presente em todos os linfécitos T maduros. O complexo
CD3 estd intimamente ligado ao receptor das células T,
embora ndo covalentemente, e desempenha importantes funcgdes

na transdugdo de sinais de ativagd@o. Minutos apés a
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administragdo intravenosa de OKT3 ocorre deplegdao no sangue
periférico dos linfécitos T 52 a deplecdo celular ocorre
principalmente por linfotoxicidade humoral, mediada por
complemento ou por células K (citotoxicidade celular
dependente de anticorpo) ou opsonizagdo e fagocitosé. As
condig¢des necessdrias para que o OKT3 funcione como uma
opsonina para promover a destruigdo dos linfdécitos T na
circulagdo dependem da sua capacidade em fixar complemento e
interagir com receptores Fc que induzem a destruicdo pelo
sistema monocitico-macrofdgico. Este nado parece ser o
principal mecanismo linfocitotéxico do OKT3, pois ele é um
anticorpo IgGp; que ndo fixa bem o complemento. Além disso,
a deplecgdo linfocitdria ndo deve ser a uUnica responsavel
pela acdo terapéutica do OKT3, porque estudo recente
demonstra que a utilizagdo de fragmentos F(ab’); n&o sé&o
depletores, mas retém atividade imunossupressora 249 |
manutencdo de acao imunossupressora, apos o rapido
reaparecimento de linfécitos T na circulacdo, alguns dias
desde o inicio do OKT3, embora sem expressarem moléculas CD3
na sua superficie, reforga esta conclusdo. De fato, a
deplecdo linfocitadria parece ser fugaz e o seu preciso
mecanismo ndo é conhecido. Mais recentemente, foi verificado
que, in vitro, o OKT3 pode induzir morte celular programada
(apoptose) em células T humanas ativadas 125 pgte tipo de
morte celular caracteriza—se morfologicamente pela redugédo
de volume celular por ruptura do citoesqueleto e colapso do

nticleo, com cromatina extremamente condensada e concentrada
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em volta do envelope nuclear 47,

A apoptose ocorre com
freqiiéncia na situagdo de renovacgdo tecidual ou reposigdo de
células senescentes. No sistema imune, parece produzir a
delegdo intra-timica de células auto-reativas contribuindo

para a auto toleréancia 206

Em estudo experimental, foi
demonstrado que a administracdo de um anticorpo monoclonal
anti-CD3, in vivo, fol <capaz de induzir morte com
caracteristicas de apoptose em timécitos de camundongo 204
Estas observagdes sugerem que o acoplamento do OKT3 com a
molécula CD3 pode, via sinais de ativagdo, induzir apoptose
de linfécitos ativados, contribuindo no efeito
imunossupressor do OKT3, mails particularmente na rdapida
deplegdo linfocitdria que segue o uso deste anticorpo
monoclonal 123,

Por outro lado, a anédlise do infiltrado intra-enxerto,
durante o uso de OKT3, revela uma importante redugdo na sua
intensidade. Esta observacdo é confirmada pelos resultados
do presente trabalho, pois observou-se significativa reducédo
do incremento corrigido total nas PAR realizadas durante a
administracdo de OKT3, tanto profildtico como terapéutico.
Outros estudos histopatolégicos 132, 28, 133, 29 ., com PAR
101, 127, 17 copfirmam este achado. Uma evidéncia adicional
da acdo intra-enxerto é o aumento da creatinina sérica no
inicio do tratamento com OKT3, gue é atribuido a um efeito
direto do mesmo sobre os linfdécitos que infiltram o enxerto
162

Embora o alto peso molecular do OKT3, que dificultaria

a sua difusdo para os tecidos, outras caracteristicas como a



classe IgG, o estado inflamatério do enxerto e conseqgiliente
aumento da permeabilidade vascular e as evidéncias de sua

agdo em linfonodos 1

sugerem que ele é capaz de penetrar
nos tecidos , reforgando a hipétese de que um dos mecanismos
de agdo seria a deplecdo linfocitéria intra-enxerto. Outro
mecanismo proposto para explicar a destruigdo dos linfécitos
T na circulagdo pelo OKT3 é a sua capacidade de estabelecer
uma ponte entre diferentes células T (citélise por ligagédo
cruzada entre células T dependente de anticorpo) 246 como o
OKT3 ¢é um anticorpo bivalente, teoricamente poderia
estabelecer uma ligac¢do cruzada com moléculas CD3 de dois
linfécitos diferentes, induzindo & lise de um linfécito pelo
outro. Esta hipétese tedérica foi claramente demonstrada, 1in
vitro, através da incubagdo de linfécitos T com anticorpos
OKT3 integrais bivalentes CD3-CD3 ou CD3-CD4 e monovalentes
CD3, bem como fragmentos Fab bivalentes ou monovalentes.
Houve lise celular nos experimentos em que incubou-se
linfécitos T com anticorpos bivalentes integrais ou
fragmentos, indicando que a lise dos linfdcitos T induzida
pelo OKT3 pode ocorrer independente da fixagdo de
complemento e de mediagd@o de receptores Fc 246 p eficacia
deste mecanismo tedérico depende de uma alta concéntragéo de
linfécitos T citoliticos e de apropriadas concentragdes de
OKT3. Estes fatores ocorrem particularmente na situacdo da
rejeicdo aguda, onde hé& infiltrado linfocitdrio denso e
maior probabilidade de difus&o e aumento da concentracgdo de

OKT3 pelas caracteristicas inflamatérias no enxerto.
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Portanto, é possivel que este mecanismo de lise linfocitédria
seja o principal responsavel pela redugdo do 1infiltrado
intra—-enxerto observado durante a administragdo de OKT3.

Em resumo, o efeito de deplecdo linfocitdria ocorre de
maneira fugaz na circulagdo, mediado por linfotoxicidade
humoral, opsonizagdo e/ou apoptose e nédo parece ser
importante na geragdo do efeito imunossupressor do OKT3.
Este efeito possivelmente seja mais relevante no controle da
rejeicdo via reducdo da populacdo de linfécitos intra-
enxerto, talvez mediado via citélise por ligagdo cruzada

entre células T dependente do anticorpo OKT3.

4.5.2. Bloqueio do Complexo CD3

Um dos possiveis mecanismos imunossupressores do OKT3,
quando liga-se ao complexo CD3, seria o bloqueio da
transdugdo dos sinais de ativacdo. A auséncia da expresséo
de moléculas CD3 na superficie dos linfécitos T, observada
durante a administracdo de OKT3, poderia estar relacionada a
ocupagdo destas moléculas pelo anticorpo OKT3, tornando as
células T incapazes de reconhecer os aloantigenos, conforme
sugerido por Carreno e col.3%, Esta hipétese, no entanto,
ndo foi confirmada, n&oc havendo outros estudos que
evidenciem a permanéncia de CD3 acoplado ao anticorpo OKT3
na superficie dos linfécitos. A explicagdo para a auséncia

deste fendmeno é que, diferente de outras moléculas como CD4
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ou ICAM-I, dque sd@o moléculas de adesdo, o complexo CD3 estéd
envolvido na ativagdo. Por isto, quando ele é alvejado pelo
OKT3 induz ativagdo e alteragdes nas fungdes dos linfécitos.
A ativacdo linfocitdria induzida pelo OKT3 esté& bem
demonstrada, e é responsavel ©pelos efeitos colaterais
associados as primeiras doses. A auséncia de linfécitos CD3+
durante o uso de OKT3 é conseqgiiéncia da imunomodulacgdo do
complexo CD3, gque consiste na sua internalizagdo ou
desprendimento da membrana celular, conforme serd discutido

a seguir.

4.5.3. Imunomodulagdao do Complexo CD3

0O fenémeno de imunomodulacdo do complexo CD3 é
reconhecido como um dos principals mecanismos de acdo do
OKT3 ?. Esta concluséo apéia-se no estudo das subpopulacdes
linfocitarias do sangue periférico durante a administracéo
de OKT3. As células com fenétipo CD3- e CD4+ ou CD8+ que
reaparecem 2 a 5 dias apdés o inicio do OKT3 ocorrem devido
ao desaparecimento especifico e reversivel da molécula CD3
da membrana linfocitédria induzido pelo OKT3. Quando acontece
o acoplamento entre o anticorpo OKT3 e a molécula CD3,
os complexos antigeno—-anticorpo (CD3-0KT3) movem—-se
lateralmente, formando malhas que agrupam-se e sdo
internalizadas pelo linfécito ou despreendidas de sua
28

membrana Como o receptor de células T (fundamental para
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o reconhecimento de antigenos) estd intimamente ligado ao
complexo CD3, ocorre comodulagdo do mesmo , tornando os
linfécitos desprovidos de CD3 e receptor de células T e, por
este motivo, incapazes de responder a outros antigenos 196
Os resultados do presente trabalho concordam com estas
observagdes, pois encontrou-se redugdo estatisticamente
significativa de 1linfécitos CD3+ na circulagcdo durante o
periodo de administracdo de OKT3, tanto profildtico como
terapéutico. Em estudo experimental, Hirsch e col. 120
avaliaram os efeitos de um anticorpo monoclonal anti-CD3,
semelhante ao OKT3, administrado a camundongos
timectomizados que receberam um aloenxerto de pele. Seus
resultados indicam que o anticorpo utilizado teve atividade
imunossupressora, pois prolongou a sobrevida do enxerto em
relacdo a animais controles ndo imunossuprimidos e que os
efeitos iniciais seriam conseqgiiéncia de modulagdo do
receptor de células T. Como o fenémeno de imunomodulagdo é
reversivel, ocorreu reexpressdo de CD3 e receptor de células
T ap6és o uso de anticorpo, porém a imunocompeténcia sé foi
recuperada cerca de dois meses apds o tratamento. Estudos
com citometria de fluxo tém sugerido que, mesmo apés O uso
de OKT3, permanecem altera¢des na densidade da expressdo de
CD3 e de outras moléculas como CD4 e D8 202, ggtes
resultados preliminares sugerem que outras alteragdes na
funcdo das células T, induzidas pelo OKT3, poderiam estar

envolvidas em seu mecanismo iMUNossupressor.
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Os estudos gque avaliam os efeitos do OKT3 sobre o
infiltrado intra-enxerto s&o importantes, Jj& que permitem
obter informagdes relacionadas as suas agbes diretamente
sobre o enxerto. Embora Kerr e Atkins 132s 133 555 tenham
observado imunomodulagdo de CD3 nos linfécitos in situ, os
resultados do presente trabalho e outros estudos clinicos
28, 29, 91 relatados na literatura sugerem gque a
imunomodulacdo também ocorre intra-enxerto, possivelmente
contribuindo para a acdo imunossupressiva do OKT3.

Chauahan e col. %9 avaliaram os efeitos in situ, apdés o
uso de OKT3 em 9 pacientes com estudo histopatolégico e
imunohistolégico, antes e depols da administragcd@o de OKT3.
Seus resultados indicam que n&o houve variagdo significativa
da expressdo de CD3 nos linfécitos intra-enxerto antes e
apés o OKT3. N&o houve avaliagdo dos efeitos durante o OKT3,
mas estes resultados concordam com os do presente trabalho,
sugerindo que a imunomodulacgdo intra-enxerto do complexo CD3
também €& transitéria. Adicionalmente, este trabalho nao foi
capaz de detectar receptores de células T e encontrou um
aumento significativo na expressdo de CD8 e CD45R nos
linfécitos intra—-enxerto, sugerindo que as alteragdes nas
subpopulagdes linfocitédrias dentro do enxerto possam
representar uma selecdo de certos clones de linfécitos T

induzidos pelo OKT3.
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Portanto, o efeito de imunomodulag&o do complexo CD3
parece ser um dos principais mecanismos de agdo do OKT3, mas
como € transitdério e reversivel, outros mecanismos, talvez

desencadeados pela imunomodulagdo, parecem estar presentes.

4.5.4. Outros Mecanismos de Acao

A ativagdo linfocitdria com liberagdo de citocinas é
responsdvel pelos efeitos colaterals  observados nas
primeiras doses de OKT3. Este fendmeno de ativagdo poderia
estar relacionado & acdo imunossupressora do OKT3, pois
parece preceder a imunomodulacédo do complexo CD3.
Adicionalmente, a ativagdo poderia induzir & proliferacdo de
clones de 1linfécitos supressores 142 pais efeitos, no
entanto, n&o parecem ser importantes, porque fragmentos
F(ab’), de OKT3, que ndo sdo capazes de induzir ativacgédo,
mantém atividade imunossupressora.

Diversos trabalhos clinicos e experimentais  tém
sugerido que um dos principais efeitos observados p6s—-OKT3 é
a indugdo de diminuigdo da responsividade de linfécitos T
através da selecao de determinadas subpopulagbes
linfocitarias, como os linfécitos CD8-CD45R 45, ou de
alteragées na densidade de moléculas da superficie dos
linfécitos, como as moléculas CD3, CD4 e CDS8 202 Assim, O
OKT3 teria propriedades imunoregulatdrias, alterando a

fungdo dos 1linfécitos. Em estudo recente, avaliou-se a
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resposta de linfécitos obtidos por bidépsias endomiocardicas
de transplantados cardiacos, submetidos & imunossupressé&o
profilatica com OKT3 ou globulina anti-linfocitica 186 os
resultados mostram que ambas as preparagdes reduziram a
resposta citolitica dos linfécitos que infiltravam o enxerto
contra antigenos HLA de classe II, expressos no coragao
transplantado, com efeitos reduzidos em relagdo a
citotoxicidade direcionada a antigenos de classe I. Estes
achados sugerem uma acg¢do imunoreguladora mails importante
sobre linfécitos CD4+, alterando a especificidade da
resposta imune. Hirsch e col., em seu modelo experimental de
camundongos timectomizados imunossuprimidos com anticorpo
monoclonal anti-CD3, avaliaram a relagdo entre a indugdo de
hiporesponsividade de 1linfécitos T e a capacidade de
produzir ativagdo linfocitaria 119 para tal fim, estudaram
os efeitos de anticorpos anti-CD3 integrais e de fragmentos
F(ab’')y e observaram que ambos os anticorpos foram capazes
de reduzir a secrecdo de IL-2 em resposta a estimulos in
vitro, mediados pelo receptor de células T independente de
efeitos ativadores iniciais. Outro achado interessante foi
que o fragmento F(ab’), induziu hiporesponsividade apenas em
células CD4+ com redugdo na expressdo, a longo prazo, do
receptor de células T apenas em linfécitos CD4+, enquanto o
anticorpo integral afetou principalmente linfécitos CD8+ e
reduziu a expressdo de receptor de células T nas duas
populagdes de linfécitos. Estes achados podem sugerir que os

anticorpos ativadores, como o  OKT3, levam a uma



hiporesponsividade de 1linfécitos CD8+, enquanto aqueles
cujos sinais ndo resultam em ativacgéo causam
hiporesponsividade de linfécitos CD4+ e que alteragdes na
estrutura e na funcdo dos receptores de células T teriam um
papel no desenvolvimento da hiporesponsividade.

Um dos problemas com a utilizagdo clinica de anticorpos
monoclonais produzidos em camundongos € a formagdo de
anticorpos contra estas proteinas estranhas e seu possivel
efeito inativador. Por outro lado, é reconhecido que alguns
destes anti-anticorpos podem ser anti-idiotipicos e poderiam
desempenhar algum papel na continuidade da imunossupressé&o
pés—OKT3. Alguns estudos tém sido realizados com o objetivo
de investigar se os efeitos regulatérios da rede idiotipo-
anti-idiotipo s@o favoraveis ou ndo a agdo imunossupressora
do okr3 34, 250 | gmpora ndo encontre-se conclusdo
definitiva , esta hipdétese é atraente e pode representar uma
abordagem diferente no desenvolvimento de novos anticorpos
monoclonais que resultem em uma producdo enddgena permanente
de anticorpos.

Em trabalho recente, Nicolls e col. 175 descrevem os
efeitos de um anticorpo monoclonal in vitro e in vivo com
caracteristicas sugestivas de um anticorpo anti-CD3. Seu
comportamento in vitro foi semelhante ao OKT3, sendo capaz
de blogquear a proliferagdo de células T 1induzida por
aloantigenos em culturas de linfécitos, bem como produzir
efeitos mitogénicos. Quando administrado em 10 ratos

receptores de aloenxertos cardiacos, em 4 doses de 7 mg/Kg
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intra-peritoneal, induziu sobrevida indefinida (> 100 dias)
e auséncia de rejeigdo em todos os animals. Os ratos gue
receberam enxertos de pele do mesmo doador, 100 dias apés o
transplante cardiaco, também tiveram sobrevida > 75 dias
destes enxertos, enquanto aqueles que receberam enxertos de
pele de outros doadores tiveram rejeicdo precoce dos mesmos.
Estas observagdes sugerem que este anticorpo foi capaz de
produzir toleréancia especifica, provavelmente por inducgdo de
anergia, uma vez gque este anticorpo IgG3 ndo liga-se a
receptores Fc de rato e, portanto, ndo é capaz de estimular
mitogénese in vivo e a possivel induc¢do da proliferacdo de
células supressoras.

Em resumo, existem evidéncias de que o OKT3 ou outros
anticorpos monoclonais anti-CD3 podem determinar efeitos
imunossupressores a longo prazo por mecanismos  como
estimulagdo da proliferagcdo de linfécitos supressores,
inducdo de alteracdes funcionais dos linfécitos T ou indugdo

de toleréncia por anergia.
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5. CONCLUSOES

5.1. Encontrou-se diminuigdo estatisticamente significativa
na magnitude do infiltrado inflamatério intra-enxerto,
avaliado pelo ICT e pela freqgliéncia de episédios de
imunoativagdo nas puncgdes aspirativas renais, durante os
periodos de administracdo de OKT3, tanto profiladtico como

terapéutico.

5.2. N&o houve diferenga estatisticamente significativa
entre os percentuais de linfécitos CD3+ nas laminas de
sangue periférico e de aspirados renals em qualquer dos

grupos de pacientes em estudo.

5.3. Encontrou-se uma diminuicg&o estatisticamente
significativa nos percentuais de linfécitos CD3+, tanto no
sangue periférico como nos aspirados renais, durante os
periodos de administragdo de OKT3, dos grupos OKT3
profildtico e OKT3 terapéutico, em relagdo aos demais

periodos.

5.4. Os efeitos do anticorpo monoclonal OKT3 observados no
presente trabalho sugerem que suas ag¢des 1munossupressoras
s8o mediadas por deplecdo linfocitdria periférica e intra-
enxerto temporarias e 1imunomodulagdo do complexo CD3 na

circulagdo e nos linfécitos intra-enxerto.



6. SUMMARY

The effects of the OKT3 monoclonal antibody in the
intra—-graft inflammatory infiltrate were evaluated in 3
groups of kidney transplant recipients: 17 patients who
received OKT3 aimed to treat steroid-resistant acute
rejection (OKT3t group), 16 patients who received OKT3
prophilatically as a sequential quadruple immunosuppression
schedule (OKT3p group) and another 16 patients who did not
receive OKT3 and were studied as a control group to the
OKT3p. The intra—-graft events were studied by fine-needle
aspiration biopsy (FNAB) employing the total corrected
increment method (TCI) and counts of immunoactivated cells.
The expression of CD3 antigens on peripheral and intra-graft
lymphocytes were analised by a three-step immunoperoxidase
technique in 6 patients of each group. The comparison
between the OKT3p and Control groups showed a decrease of
immunoactivated cells in the OKT3p group and the TCI was
significantly reduced during the period of OKT3
administration when compared to the pos-OKT3 period in the
OKT3p group. Similarly, it was observed a decrease of
immunoactivated cells and TCI during OKT3 treatment as
compared to the periods before and after OKT3 in the OKT3t
group. There was no statiscally significant difference in
the expression of CD3 antigens on peripheral and intra-graft
lymphocytes. However, it was observed a significant decrease

of CD3+ lymphocytes during OKT3 administration, both on
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peripheral blood and intra-graft, of OKT3p and OKT3t
patients, as compared to the periods without OKT3. 1In
conclusion, it was observed a decrease of the intra-graft
inflammatory infiltrate with reduction of peripheral and
intra-graft CD3+ 1lymphocytes, both in OKT3p and OKT3t
groups, during the OKT3 administration, suggesting that the
OKT3 monoclonal antibody immunosuppressive actions are
mediated by temporary lymphocyte depletion followed by
immunomodulation of CD3 antigens, both on peripheral and

intra-graft lymphocytes.
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7. RESUMO

Com o objetivo de avaliar os efeitos do OKT3 no
infiltrado intra-enxerto estudou-se 3 grupos de pacientes
transplantados renais: Grupo OKT3 Terapéutico (OKT3t), n=17;
Grupo OKT3 Profiiético (OKT3p), n=16 e um Grupo Controle
(n=16) para o Grupo OKT3 Profildtico , randomizado por ordem
de entrada no estudo. A avaliag@o do infiltrado intra-
enxerto fol realizada mediante a técnica de Pungédo
Aspirativa Renal (PAR), com calculo do ICT e contagem de
células imunoativadas. Em sels pacientes de cada grupo,
avaliou-se as porcentagens de linfécitos CD3 positivos do
sangue e do aspirado renal, com técnica de imunoperoxidase
indireta em 3 camadas. Encontrou-se uma freqgiiéncia
significativamente menor de episédios de imunoativagdo nas
PAR do Grupo OKT3p, no periodo durante OKT3, em relagdo ao
mesmo periodo no grupo Controle (p=0,009). Houve também uma
tendéncia para menores valbres de ICT durante OKT3 em
relacdo ao periodo correspondente do Grupo Controle, embora
sem atingir significéncia estatistica (p=0,064). A
comparagao dentro do Grupo OKT3p mostrou valores
significativamente menores de ICT durante OKT3 quando
comparado ao periodo p6s-OKT3 (p<0,001). No Grupo OKT3t,
observou-se uma redugdo significativa na freqiiéncia dos
episédios de imunoativagdo durante a administracdo de OKT3,
tanto em relacdo ao periodo pré-OKT3 (p=0,002) como na

comparagdo com o periodo p6s—-OKT3 (p=0,016). A comparagao
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dos valores de ICT nos 3 periodos revelou uma diferencga
estatisticamente significativa entre os mesmos (p=0,004),
observando-se redugdo significativa do ICT, no periodo
durante OKT3, quando comparado ao periodo p6s—OKT3.

A avaliacgdo da expressdo de antigenos CD3 n&o revelou
diferenga significativa entre as porcentagens de linfdécitos
CD3+ intra-enxerto e no sangue em dqualquer um dos grupos.
Houve uma redugdo significativa nas ©porcentagens de
linfécitos CD3+ no grupo OKT3p, tanto intra-enxerto como no
sangue, até o 20° dia pés-transplante, quando comparado ao
grupo Controle. No grupo OKT3t, encontrou-se uma redugdo
significativa nas porcentagens de linfécitos CD3+ intra-
enxerto e no sangue, durante OKT3, quando comparado aos
periodos pré-OKT3 ou pos—OKT3.

Os resultados do presente trabalho permitem concluir
que ocorre uma redugdo significativa na magnitude do
infiltrado inflamatério intra-enxerto durante a
administracdao de OKT3, tanto profildtico como terapéutico,
conforme demonstrado pela redugdo do ICT e dos episddios de
imunoativacgdo. Verificou-se também uma redugdo significativa
dos linfdécitos CD3+ intra-enxerto e no sangue durante o uso
de OKT3, seja de forma profildtica ou terapéutica. Os
efeitos observados sugerem que o anticorpo monoclonal OKT3
exerce as suas agbes ilmunossupressoras através de deplecgdo
linfocitdria intra-enxerto e periférica temporadrias e
imunomodulagdo dos antigenos CD3 na circulagdo e nos

linfécitos intra-enxerto.
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8. ANEXOS

8.1. ANEXO 1. Protocolos de Imunossupressao.

1. Primeiro més:
A. DOADOR VIVO HLA IDENTICO:
a. Dias -2 e -1:
Prednisona 2 mg/kg (dose méxima 120 mg)
Azatioprina 2 mg/kg
b. Dia da cirurgia:
Metilprednisolona 250 mg no trans—-operatério
Azatioprina 4 mg/kg - 6 horas antes da cirurgia
c. Pés—operatédrio:
Prednisona: Dia 1: 2 mg/kg (dose médxima 120 mg)
Dia 2: 1 mg/kg
Dia 3: 0,5 mg/kg até o 302 po.
(M&ximo: 30 mg/dia apés o 152 PO).
Azatioprina: 2 mg/kg/dia
B. DOADOR VIVO HLA NAO IDONTICO:
a. Dias -2 e -1:
Prednisona 2 mg/kg (dose maxima 120 mg)
Azatioprina 2 mg/kg
b. Dia da cirurgia:
Metilprednisolona 250 mg no trans-operatdrio
Azatioprina 4 mg/kg - 6 h. antes da cirurgia
Ciclosporina 8 mg/kg — 6 h. antes da cirurgia
c. Pés—-operatdério:
Prednisona: Iniciar com 2 mg/kg no lo PO e
diminuir 20 mg a cada 2 dias até
0,5 mg/kg/dia a serem mantidos até o 302 PO.
Azatioprina: 2 mg/kg/dia
Ciclosporina: 8 mg/kg/dia em dose fracionada, a
cada 1l2horas, até o 149po, diminuir para
émg/kg/dia (fracionados) no 152  PO. Se

necessdrio ajustar de acordo com niveis
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séricos. Atengdo para possiveis interagles
medicamentosas.

d. Pacientes sem fungdo renal:
Diminuir a dose de CyA para émg/kg/dia
(fracionado). Monitorizar niveis séricos a partir
do 52 PO. Suspender a CyA de acordo com
critérios clinicos e/ou laboratoriais.

C. DOADOR CADAVERICO:

Grupo Controle

a. Dia da Cirurgia:

Metilprednisolona 500 mg no  trans-operatério;

Azatioprina 4,0 mg/kg - 4 a 6 h. antes da cirurgia;

Ciclosporina 8,0 mg/kg — 4 a 6 h. antes da cirurgia;

b. Pés-operatdrio:

Igual ao do doador vivo HLA ndo idéntico.

Grupo OKT3 Profildtico

a. Dia da Cirurgia:

Metilprednisolona 500 mg no trans—operatério;

Azatioprina 4,0 mg/kg — 4 a 6 h. antes da cirurgia;

Orthoclone OKT3:5 mg EV em bolo no trans-operatério,

1 hora apés a administragdo da metilprednisolona.

b. Pés-operatdério:

Azatioprina 1,0 mg/kg/dia

Corticosteréide: Dia 1: 250 mg de metilprednisolona EV
1 hora antes da administragdo do OKT3. A partir
do 2° PO, inicia-se com Prednisona 0,5 mg/kg/dia
até o fim do 12 mes.

Orthoclone - OKT3: 5 mg EV em bolo, mantido por no
minimo 3 dias e no maximo por 14 dias. Quando
o paciente estiver com creatinina sérica
menor ou igual a 2,5 mg% sdo feitos 2 dias de
sobreposigdo com ciclosporina (6 mg/kg/dia em dose
fracionada) e suspende-se o OKT3. Se ao cabo
de 14 dias de administragdo de OKT3, o paciente
ndo atingir uma creatinina sérica menor ou igual

a 2,5 mg%, deve ser mantido com terapia
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convencional (prednisona + azatioprina) acrescida
ou ndo de doses baixas de CyA(3 a 4 mg/kg/dia
fracionados), com controle dos niveis séricos.

Ciclosporina: Inicia com 6,0 mg/kg/dia em doses

fracionadas quando a creatinina sérica for menor
ou 1igual a 2,5 mg%.
D. TRATAMENTO DAS CRISES DE REJEIGAO:

a. Primeira crise de rejeigéo:

Metilprednisolona 7 mg/kg por 3 dias. Apds iniciar com
prednisona 2 mg/kg/dia (maximo 120 mg) e diminuir 20 mg a
cada 2 dias até 0,5 mg/kg/dia. A segunda crise pode ser
tratada da mesma maneira desde que a primeira ndo tenha sido
coértico-resistente ou cértico—dependente.

b. Rejeigdo cdértico-resistente:

Deve ser tratada com ORTHOCLONE - OKT3, 5 mg endovenoso

em bolo por dia, de 10 a 14 dias.

Usar como medicagdo concomitante:

-Metilprednisolona 250 mg IV nos dois primeiros dias de
tratamento, precedendo por 1 hora a administragdo do OKT3

-Prednisona 0,5 mg/kg/dia durante o resto do periodo de
administracdo do OKT3;

—Acetaminofen 500 mg 30 minutos antes do OKT3;

-Difenidramida 1 cp 30 minutos antes do OKT3.

c. PrecaugZes adicionais na administragdo do OKT3: N&o
administrar o OKT3 se o paciente estiver 3% acima do peso da
semana anterior. Neste caso diuréticos e/ou didlise devem
ser empregados. O Rx de toérax pré-medicacdo ndo deve ter
sinais de congestdo circulatéria. As trés primeiras doses
do OKT3 devem ser administradas na presenga de um médico.
Material para tratamento de edema pulmonar agudo e
anafilaxia, assim como material para entubacdo traqueal deve
estar disponivel rapidamente. O médico deve permanecer junto
ao paciente por no minimo 60 minutos. Suspender ou diminuir
a dose da CyA pela metade da dose anterior, voltar a dose de

manutengcdo 2 a 3 dias antes do término da terapia com o



anticorpo monoclonal. Manter a Azatioprina em 1,0 mg/kg/dia
e a Prednisona em 0,5 mg/kg/dia.

2. Do segundo ao décimo-segundo més:

A diminuigdo da imunossupressdo deverad segulr as linhas
gerais abaixo, no entanto, eventos imunoldégicos ou
infecciosos podem alterar substancialmente a estratégia
imunossupressiva.

A. DOADOR VIVO HLA IDONTICO:

Prednisona: Dosagem inicial de 0,5 mg/kg no primeiro
més pés-transplante (maximo 30 mg/dia a partir do 152 PO),
com diminuigdo progressiva até 0,2 mg/kg/dia ao fim do 42
més. Esta dose deve ser mantida até o 92 mes quando sera
diminuida para 0,15 mg/kg/dia e mantida até o fim do
primeiro ano pés-transplante.

Azatioprina: Dosagem inicial de 2,0 mg/kg/dia. Diminuir
para 1,5 mg/kg/dia no segundo e terceiro meses pds-—
transplante e entdo para 1,0 mg/kg/dia até o término do
primeiro ano.

B. DOADOR VIVO HLA NAO IDONTICO E CADAVERICO:

Prednisona: Primeiro més 0,5 mg/kg/dia, apdés reduzir
para 0,4 mg/kg/dia no segundo més, 0,3 mg/kg/dia no 32 mes e
0,2 mg/kg/dia do 42 ao 92 més, apés a dose poderad ser
reduzida para 0,15 mg/kg/dia.

Azatioprina: Diminuir para 1,5 mg/kg/dia no 29 e 39
meses, 1,0 mg/kg/dia a partir de entdo e até o fim do 1° ano
quando a dose podera ser diminuida até 0,5 mg/kg/dia ou
aumentada novamente para 2,0 mg/kg/dia caso se decida
retirar a CyA da estratégia imunossupressiva. Os ajustes da
dose de Azatioprina deverdo levar em conta os efeitos
colaterais da droga (leucopenia, anemia megalobléstica,
trombocitopenia) e o uso eventual de medicagdo concomitante.

Ciclosporina: Diminuir a dosagem para 5 mg/kg/dia no 22
més para 4 mg/kg/dia até o fim do 62 més. Ap6s a dosagem
poderd ser diminuida para uma manutencdo de 3 a 4 mg/kg/dia

de acordo com a funcdo renal e os eventos <clinicos
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intercorrentes. OBS. Apds O 32 mes, ou decorridos 3 meses do
dltimo episédio de rejeigdo, deverd ser administrada em dose

inica diéaria.

3. Apés o primeiro ano:

Neste momento a imunossupressao deveré estar
grandemente reduzida. Na maior parte dos pacientes isto
ocorre de uma maneira individualizada levando-se em conta:
(1) os eventos imunolégicos, infecciosos e nefrotdéxicos que
tenham ocorrido no periodo precedente; (2) os diferentes
efeitos colaterais das drogas utilizadas determinando
dosagens muito baixas e até mesmo suspensdo de uma ou mails
drogas eventualmente.
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8.2. ANEXO 2. Processamento do Aspirado Renal e de Sangue
Periférico. Avaliacgao Citolégica.

1. Processamento do material aspirado e diluido em RPMI” por
citocentrifugacdo (Citoentrifuga Incibréds, Brasil), 500
rotagdes por minuto, durante 7 minutos;

2. Secagem dos citoesfregagos resultantes ao ar;

3. Fixacdo de 2 léaminas de aspirado renal e 2 de sangue
periférico em metanol por 10 minutos;

4. Coloracgdo por May-Griinwald-Giemsa;

5. Diafanizagdo com Xilol;

6. Montagem entre la&mina e laminula com meio de montagem
(Entelan).

* RPMI adicionado de 25 U de heparina/ml, Hepes 1M 1 ml e
albumina bovina 30% 10 ml.
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8.3. ANEXO 3. Processamento do Aspirado Renal e de Sangue
Periférico. Imunoperoxidase.

A. Coleta, preparo e armazenamento do material.
1. Processamento do material aspirado e diluido em RPMI por
citocentrifugagdo (Citoentrifuga Incibréds, Brasil) 500
rotagdes por minuto durante 7 minutos;
2. Secagem dos citoesfregagos resultantes ao ar;
3. Fixagdo de 6 laminas de aspirado renal e 6 de sangue
periférico com acetona a -20°c, durante 15 minutos, e
estocagem em "freezer" a -40°cC para posterior processamento.
B. Técnica de Imunoperoxidase.
1. Hidratagdo das l&minas em solugd@o de lavagem (solugdo B)
por 5 minutos;
2. Bloqueio da peroxidase enddégena com Hp0, 0,3% — NaN3 0,1%
em solugdo de lavagem por 15 minutos;
3. Anticorpo monoclonal anti-CD3 humano produzido em
camundongo: (anti-CD3):
— Diluir anticorpo (1:30) em solugdo B contendo 1% de
albumina bovina 30%;
— Colocar 50 a 100 ul sobre as léminas em cé&mara umida
por 30 minutos;
- Lavar 2 vezes, por 10 minutos, na solucgdo B;
4. Imunoglobulina anti-camundongo, desenvolvida em coelho,
conjugada & peroxidase:
— Diluir anticorpo (1:50) em solugdo B : soro humano
normal (3:1);
— Colocar 50 a 100 ul sobre as laminas em cé&mara umida
por 30 minutos;
— Lavar duas vezes, por 10 minutos, na solucgdo B;
5. Imunoglobulina anti-coelho, desenvolvida em cabra,
conjugada & peroxidase:
— Diluir anticorpo (1:50) em solugdo B : soro humano
normal (3:1);
— Colocar 50 a 100 ul sobre as laminas em cédmara umida
por 30 minutos;
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- Lavar duas vezes, por 10 minutos, na SOlugéo B;
6. AEC (4cido 3—amino, 9-etilcarbazol):

— Adicionar 7 ul de Hy0, & 30% a aliquota de 1,5 ml;

- Colocar 50 a 100 ul sobre as laminas em camara umida

por 30 minutos;

~ Lavar duas vezes por 10 minutos na solugdo B;
7. Contra-coloragdo com Hematoxilina de Harris por 5
minutos:

- Lavar em &gua corrente por 2 minutos;

- Montar entre lé&mina e laminula com Glicerol-Gelatina.

C. Reativos para a Imunoperoxidase

Solugd@o Estoque (Solucdo A) Solucdo de Lavagem (B)
Tris 6,0 g Solugdo A 1 vol.

NaCl 5,8 g NaCl 0,9% 4 vol.

H,O Destilada 1,0 1 Ajustar pH 7,4 - 7,6
AEC

Acido Acético 0,2 M 14,8 ml Completar até 100 ml

Acetato de S6dio 0,2 M 35,2 ml com H,O destilada

Ajustar o pH a 5,0

Dissolver 40 mg de AEC em 12 ml de N,N - Dimetilformamid.
Misturar as duas solugbes e aliquotar em 1,5 ou 3,0 ml e

guardar em freezer a - 20°C



8.4. ANEXO 4. Puncao Aspirativa Renal. Exemplo do Protocolo
de Interpretacdao da Analise Citolégica.

Paciente N2 Puncgdo N2
RESULTADOS (MGG) :

PAR SANGUE INCREM FC IC
1 Linfoblastos 1 1 1.0 1,0
0 Plasmablastos
0 Linfécitos Ativados 1 1 0.5 0,5
LGG (LGL)
Linfécitos (outros) 35 10 25 0.1 2,5
PMN F. Juvenis 3 4
Neutréfilos 49 77
Basofilos
Eosinéfilos 4 5
Monoblastos
Monécitos 7 4 3 0.2 0.6
Macréfagos
Qutros
ICT 4,6
Células Endoteliais 14 Escore Morfoldégico pgc g3
Teciduais Tubulares 18 TC_0-1
Outras

FC=Fator de corregdo, IC=Incremento Corrigido

COMENTARIOS: Pungao representativa com células
parenquimatosas bem preservadas. Presenga de infiltrado
linfo-monocitario moderado com sinais definidos de

imunoativagdo. Os achados s&o sujestivos de rejeigdo aguda.
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8.5. ANEXO 5. Protocolo de Leitura das Imunoperoxidases.

Paciente # Lamina #




8.6. ANEXO 6. Banco de Dados. Caracteristicas dos Pacientes

Nome :

Idade:

Sexo: M/F

Grupo: C/P/T

OKT3 Profilatico: S/N

Tempo OKT3:

Didlise P6s-transplante: S/N

Tempo em Didlise:

N® de Transfusées de Sangue Pré-Tx:

Tempo de Isquemia fria:

Tempo de Isquemia Quente:

N° de Rejeigdes Agudas em Um Ano:

Tempo Para 12 Rejeigdo:

OKT3 Terapéutico: S/N

Resposta ao OKT3 Terapéutico: S/N

Tempo de OKT3 Terapéutico:

Creatinina Sérica em Um Ano:

Obito: S/N

Retorno a Didlise: S/N

Sobrevida do Rim em Um Ano: S/N

Sobrevida do Paciente em Um Ano: S/N

Doador: CAD/Vivo Relacionado 1 Haplo/Vivo Relacionado
Idéntico/Vivo Ndo Relacionado

Imunossupressdo: Triplice/Quédrupla com OKT3/Aza+Pred
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8.7. ANEXO 7. Banco de Dados. Parametros das PAR

Nome do Paciente:

Grupo: Controle/Profildtico/Terapéutico

Dia Pés-Transplante:

ICT:

ICT2:

Coeficiente de Variagdo:

Linfécitos CD3+ Intra-enxerto:

Linfdécitos CD3+ no Sangue:

Imunoativagdo: S/N

Rejeicgdo: S/N

Infecgdo por Citomegalovirus: S/N

Periodo: OKT3p Durante/OKT3p Pés
Controle Durante/Controle Pés

OKT3t Pré/OKT3t Durante/OKT3t Pés
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