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Resumo

A toxicidade de terapias imunossupressoras associada a imunocompeténcia advinda
dessa terapéutica e a possibilidade de ocorréncia da Doenca do Enxerto Contra o
Hospedeiro (DECH), compde o principal impacto negativo na qualidade de vida de
pacientes receptores de Transplante de Orgdos Sélidos (TOS). Na busca por alterar esse
prognostico pesquisadores buscam de forma inovadora induzir a tolerancia imunolégica
atraveés do quimerismo obtido com o Transplante de Células Tronco Hematopoiéticas
(TCTH). Esta pesquisa visou elucidar o mecanismo de quimerizacdo para tolerancia
imunoldgica através de uma reviséo bibliografica narrativa-descritiva. O quimerismo para
inducdo da tolerancia doador-especifico consiste em permitir a coexisténcia de duas
populacdes celulares, do doador e receptor, sem que haja uma resposta de rejeicao pelo
receptor. Nesta analise observou-se que o TCTH com condicionamento
semiablativo e realizado simultaneamente ao TOS conduziria ao quimerismo estavel
diminuido a morbimortalidade a longo prazo dos pacientes pos-tranplantados por
reduzir ou eliminar a necessidade de imunossupressao.

Palavras-chave: Doenca do Enxerto Contra o Hospedeiro. Tolerancia alogénica.
Aloimunizacao.

INDUCTION OF DONOR-SPECIFIC TOLERANCE IN SOLID ORGANS
TRANSPLANTATION THROUGH HEMATOPOIETICS STEM CELL
CHIMERISM

Abstract

The toxicity of immunosuppressive therapies associated with immunocompetence that
comes with this approach and the possibility of occurrence of Graft-versus-Host Disease
(GVHD), are the main negative impact on the quality of life of patients receiving Solid
Organ Transplantation (TOS). In the search for altering this prognosis, researchers seek
in an innovative way to induce immunological tolerance through chimerism obtained with
Hematopoietic Stem Cell Transplantation (HSCT). This research aimed to elucidate
the mechanism of chimerism for immunological tolerance through a narrative- descriptive
bibliographic review. The chimerism for tolerance-specific induction consists in
allowing the coexistence of two cellular populations, one from the donor and the other
from the recipient, without a rejection response by the recipient. In this analysis, it
was recognized that the TCTH with semi-ablative conditioning and performed
simultaneously to the TOS would lead to a state of stable chimerism reducing
long-term morbidity and mortality of transplanted patients by reducing or eliminating
the need for immunosuppression.
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1. Introducao

No contexto de Transplantes de Orgéos Solidos (TOS), a terapia imunossupressora
de manutencdo administrada para prevenir rejeicdo do enxerto é uma das principais
adversidades, causando toxicidades conhecidas que podem ocorrer em um periodo de
curto, médio ou longo prazo apds o TOS. Agentes imunossupressores sdo administrados
empiricamente em doses que resultam em efeitos adversos, 0 que comumente leva a
imunossupressdo exagerada e requer subsequente ajuste de dose. Tem sido
demonstrado que o nimero de medicacGes por dia e a ocorréncia desses efeitos
colaterais tem impacto significativo na qualidade de vida do paciente e adesdo ao
tratamento (ORLANDO et al., 2010).

Contudo, apesar de ocasionar diversas consequéncias, a exemplo de infecgoes,
cardiopatias, neoplasias e distirbios metabolicos, sem a terapia imunossupressora
efetiva a maioria dos enxertos estd fadada ao insucesso devido, principalmente, a
rejeicdo cronica (HADI et al., 2014).

Tendo em vista a toxicidade de agentes imunossupressores nao-especificos e a
impossibilidade destes de evitar rejeicdo cronica como principais causas de morbidade e
subsequente perda do enxerto em recipientes transplantados, investigadores foram
motivados a desenvolver estudos de tolerancia imunoldgica induzida através do
processo denominado quimerismo (LEVENTHAL et al., 2012).

Conceitua-se quimerismo hematopoiético como sendo a coexisténcia estavel de
células hematopoiéticas tanto do receptor quanto do doador. Sendo que a inducdo da
tolerancia em TOS teve como hipétese a infusdo de Células Tronco Hematopoiéticas
(CTH) anterior ao TOS, garantindo que o receptor tolere imunologicamente o
aloenxerto sem a necessidade de se manter terapias imunossupressoras (FUCHS et al.,
2014).

O quimerismo hematopoiético alogénico foi inicialmente associado a tolerancia
quando Freemartin Catlle (gémeos fraternos que compartilham uma circulacédo
placentaria) demonstraram ser quiméricos e tolerantes um ao outro. Contudo, a
reproducdo deste estado em receptores adultos com sistema imunoldgico ja completo
ainda é um desafio, em grande parte devido a barreira imunologica imposta por receptor
de células T (SYKES et al., 2009).

Em 2013, Leventhal et al., testaram em estudos clinicos a hipotese de que o enxerto

de uma Célula Facilitadora (FC) baseada em CTH poderia induzir um



quimerismo duravel/estdvel e consequente tolerancia em recipientes com Antigeno
Leucocitario Humano (HLA) incompativel ao aloenxerto de um doador vivo. Dessa
forma, o Transplante de Células Tronco Hematopoiéticas (TCTH) para inducdo de
quimerismo vem sendo reconhecido na indugdo de tolerancia doador-especifica, no
entanto, ainda ha algumas preocupacdes a respeito de toxicidades advindas deste
(PILAT etal., 2012).

O desenvolvimento pratico desta terapia demonstrou ser uma abordagem segura
para tolerancia enxerto/recipiente induzida com doadores incompativeis, mostrando-se
relevante na prevencao da Doenca do Enxerto Contra o Hospedeiro (DECH ou GVHD -
graft-versus-host disease), uma complicacdo comum e grave do TCHT, e também na
reducdo ou eliminacdo gradual da dependéncia de medicamentos antirrejeicao
(LEVENTHAL et al., 2012).

O objetivo do presente trabalho é apresentar o uso de quimerizacdo por meio de
células tronco hematopoiéticas como solucdo para evitar-se a rejeicdo de 6rgdos solidos
em transplantados e reduzir a dependéncia do uso de imunossupressores pelo processo
de inducdo de tolerancia doador-especifico.

2. Metodologia

O presente trabalho consiste em uma revisdo bibliografica narrativa com
levantamento das informacdes consultadas atraves das bases de dados PubMed, BIREME,
Scielo. Como descritores para a pesquisa utilizou-se as palavras-chave: medula dssea,
quimerismo, tolerancia doador-especifico, esplendcito, tolerancia, imunossupressao,
celulas tronco hematopoiéticas, células facilitadoras, transplantes.

Foram utilizados artigos que datam desde 2006 a novembro de 2016, assim
como aqueles publicados anteriormente que representam importancia no tema abordado,

tanto nos idiomas inglés como no portugués.

3. Desenvolvimento

3.1 - Transplante
Transplante é uma técnica que veio para corrigir o déficit de 6rgdos e sistemas e
melhorar a vida de inUmeros individuos. Atualmente, essa ferramenta tem sido usada

como terapia curativa para inumeras doencas (ORLANDO et al., 2010).



3.1.1 - Transplante de Org&o Sélido (TOS)

O primeiro TOS realizado com sucesso data em 1954, sendo uma alternativa
para tratamento de patologias cronicas de carater irreversivel e em estagio final, como
doencas do rim, pancreas, figado, coracdo, pulméo e intestino. Desde entdo, através dos
TOS, vérias doengas tidas como incuraveis estdo avancando em tratamento e bom
prognostico (ITNS, 2011).

O numero de transplantes realizados mundialmente continua crescente. No
Brasil, desde 1964, quando foi efetuado o primeiro transplante de rim, ja ocorreram
mais de 80.000 TOS (ABTO, 2012). Apesar dos avangos nessa area, a falta de notificacao
de morte encefalica e as falhas na manutencdo dos 6rgdos para a captacdo ainda
representam fatores impeditivos a efetivacdo da doacdo (KNIHS, SCHIRMER, ROZA,
2011).

Assim, o TOS é o tratamento de escolha para a maioria dos pacientes com
doenca renal terminal, e, em muitos casos, é a Unica opcdo para pacientes com outras
faléncias organicas terminais, principalmente para doencas cardiaca ou hepatica.
Atualmente, esse procedimento € considerado um sucesso, com taxas de sobrevida no
primeiro ano em torno de 95% para receptores e 90% para enxertos nos principais centros
de referéncia, contudo esses dados satisfatorios ndo ocorrem sem que haja uma
imunossupressao (ABTO, 2012).

Drogas imunossupressoras devem ser empregadas de forma continuada para que
ndo se desenvolva o processo de rejei¢do ao enxerto. Efeitos toxicos diretos das drogas
sobre diferentes 6rgdos-alvo ou aqueles secundarios a imunossupressdo inespecifica
(como aparecimento de infec¢Bes oportunistas e/ou neoplasias) ocorrem frequentemente
nesta populacdo de pacientes. Apesar do excesso de imunossupressdo, a terapia atual
antirrejeicdo nao é suficientemente capaz de impedir o aparecimento de rejei¢do crénica
ao enxerto, cujos mecanismos de formacdo envolvem principalmente anticorpos
antienxerto pouco afetados por estas drogas. Consequentemente, o grande desafio da era
moderna dos TOS € o da inducdo e manutencédo, no receptor, de tolerancia imunoldgica
(HADI et al., 2014).

Assim, com o intuito de se evitar estas consequéncias deletérias advindas do

TOS estdo sendo estudados os beneficios de se realizar um TOS paralelamente ao



Transplante de Células Tronco Hematopoiéticas (TCTH), a fim de se obter éxito na

inducdo de tolerancia doador-especifico em HLA incompativeis.

3.1.2 —Transplante de Células Tronco Hematopoiética (TCTH) ou Transplante de
Medula Ossea (TMO)

Apdbs séries extensivas de pesquisa animal sendo realizadas por indmeras
equipes desde a década de 1950, o TCTH tornou-se uma modalidade de tratamento clinico
no fim da década de 1960. O primeiro transplante alogénico bem sucedido para um estado
de imunodeficiéncia foi realizado por Bach e colaboradores e Gatti e colaboradores em
1968, para leucemia em 1969 por Thomas e colaboradores e para anemia aplastica em
1970 por Thomas e colaboradores. A principio, 0s varios resultados insatisfatorios
nessa modalidade de tratamento estimularam um aumento lento no nimero desses
transplantes durante a década de 1970. Mas logo no inicio da década de 1980 ouso do
TMO aumentou rapidamente (ABTO, 2012).

O TCTH consiste na infusdo intravenosa de células progenitoras
hematopoiéticas, uma das alternativas terapéuticas de maior eficiéncia para diversas
doencas na qual a atividade medular encontra-se comprometida ou danificada. Essa
terapia tem como finalidade a recuperacdo da funcdo da medula déssea (MO) de
pacientes acometidos com patologias de origem neoplasica, hematolégica, imunolégica
ou metabdlica (FILIPOVICH et al., 2005).

Por muito tempo a fonte exclusiva para obtencdo de células tronco
hematopoiéticas (CTH) provinha da MO, por isso esse transplante ficou popularmente
conhecido como Transplante de Medula Ossea, e apesar desta alternativa ser ainda a
mais utilizada, outras fontes ja sdo bem descritas, como o sangue de corddo umbilical e
0 sangue periférico. O sangue de corddo umbilical possui células transplantaveis,
porém, em numero limitado. De forma semelhante, o sangue periférico apresenta essas
células em pequena quantidade, contudo, pode ser utilizado desde que haja a mobilizagéo,
com quimioterapia e/ ou fatores de crescimento hematopoiético, de tais células do
compartimento medular para a periferia (VIGORITO e SOUZA, 2009; MACHADO,
2009).

3.2 — Tolerancia doador-especifico e quimerismo



Uma abordagem para atingir a tolerancia doador-especifico € atraves de terapias
celulares que resultem em quimerismo, termo empregado na biologia para descrever
uma situacdo incomum de um ser vivo que contenha duas ou mais populacbes de
células geneticamente distintas. Primeiramente descrito em ratos, o quimerismo tem
demonstrado resultado em varias espeécies, incluindo humanos (LEVENTHAL et al.,
2012).

Assim, apds um transplante € importante definir se 0 novo sistema hematopoiético
é de origem do receptor ou do doador. A investigacgdo da origem genotipica da
hematopoese pdés-transplante é denominada analise de quimerismo que avaliard no
receptor o nivel de populac6es de células geneticamente distintas, caracterizando a parcela
do préprio receptor e outra proveniente do doador (BADER et al., 2011).

Niveis baixos de quimerismo do doador sdo conhecidos como microquimerismo
resultantes da migracdo de células hematopoiéticas do aloenxerto para a circulacdo
periférica e os tecidos do receptor, enquanto niveis altos sdo denominados
macroquimerismo. Segundo os grupos de pesquisa de Owen, Medawar, e colegas, e Sykes
e Sachs caracteriza-se microquimerismo quando as células quiméricas constituem menos
que 0,1% da células totais e macroquimerismo quando constituem acima de
25%. Este microquimerismo do doador no receptor hematopoiético € frequentemente
observada ap6s o TOS em contraste com 0 macroguimerismo que pode ser observado
quando ha o TOS paralelo ao TCTH (EIKMANS et al., 2014).

Existem duas formas de quimerismo: o quimerismo completo e o quimerismo
misto. O primeiro envolve a destruicdo completa do sistema hematopoiético do receptor
através do condicionamento ablativo com substituicdo total pela nova medula do
doador. Ja o quimerismo misto consiste em submeter o receptor a um condicionamento
ndo-mieloablativo gerando uma destruicdo parcial da medula dssea do receptor, com o
intuito da coexisténcia de CTH do doador e receptor para induzir a tolerancia doador-
especifica (JACQUET et al., 2003).

Neste contexto, o condicionamento ablativo é o processo pelo qual o receptor ira
receber altas doses de quimioterapia, podendo esta ser aliada ou ndo a sessOes de
radioterapia. A toxicidade desse condicionamento, normalmente, com grandes doses de
ciclofosfamida associada ou ndo a globulina antilinfocitaria, resulta no principal
impasse do TCTH convencional por limitar a inducdo de tolerancia imunologica
(VOLTARELLI et al., 2010). Outra toxicidade que o receptor fica sujeito neste



condicionamento provém das drogas referente a terapia imunossupressora continua apds
o transplante (JACQUET et al., 2003).

Por outro lado, o condicionamento semiablativo consiste na redugdo das doses
de quimioterapia, evitando a dupla toxicidade citada anteriormente. Essa semiablacéo leva
a possibilidade de se induzir um quimerismo mais lentamente e tem sido recentemente
investigado como ponto-chave para a tolerancia doador-especifica (ORLANDO et al.,
2010).

Reproduzir essa tolerancia em individuos adultos consiste em uma grande
dificuldade devido a barreira imunoldgica composta pelo receptor de células T. Essa
barreira pode ser superada pelo condicionamento mieloablativo do receptor, eliminando
as células hospedeiras maduras do sistema imune, ou pelo condicionamento semiablativo,
que permite que células T pré-existentes sejam induzidas a tolerar as células
hematopoiéticas provenientes do doador. Desde que as células T e B em desenvolvimento
do doador sejam toleradas durante a sua maturacdo por antigenos apresentados pelas
Células Apresentadoras de Antigenos (APC’s —antigen-presenting cells), o quimerismo
misto pode educar as células T e B a reconhecer antigenos do doador e hospedeiro como
‘auto’, resultando em tolerancia especifica entre doador/receptor sistémica (SYKES et al.,
2009).

Corroborando e aprimorando a técnica de quimerismo, Hadi et al. observaram
em 2014 que a principal estratégia para a obtencdo de um quimerismo duravel/estavel,
definido como um declinio menor que 50% na porcentagem de células do doador entre a
populacdo de células leucocitarias do receptor (SCANDLING et al., 2012), esta
relacionada a infusdo de CTH do doador no receptor previamente condicionado,
anteriormente ao transplante do 6rgao proveniente do mesmo doador.

Vale ressaltar a importancia do quimerismo misto obtido pelo condicionamento
semiablativo na reducdo da morbidade relacionada & mieloablacéo total do quimerismo
completo, resultando também em uma diminuicéo significativa dos riscos de rejeicao
por induzir uma tolerancia doador-especifica (JACQUET et al., 2003), além de
melhorar a qualidade de vida dos pds-transplantados devido a redugdo e possivel
suspens&o no uso de imunossupressores de manutengéo.

Tecnicamente, a tolerancia doador-especifica indica que o paciente de TOS
alcangara o processo chamado de tolerancia operacional clinica (COT - Clinical
Operational Tolerance), condicdo em que 0 enxerto apresenta bom funcionamento sem

sinais histologicos de rejeicdo apds a retirada completa da terapia imunossupressora por



pelo menos 1 ano. Desta forma, o paciente em questdo € um hospedeiro
imunocompetente capaz de responder a desafios imunologicos, incluindo infeccdes
(ORLANDO et al., 2010).

Assim, a inducdo doador-especifica de tolerdncia imunologica € tida como o
“santo Graal” dos transplantes, uma vez que evita a toxicidade da terapia
imunossupressora enquanto previne tanto a rejeicdo aguda quanto a crénica. Ou seja,
tolerancia imune denota um estado em que o sistema imune do recipiente aceita o tecido
ou orgao do doador sendo, ainda, capaz de responder a antigenos externos, devido a
acdo cooperativa do sistema imune do recipiente e do doador (SYKES et al., 2009).

O equilibrio entre imunidade e mecanismos de regulagdo imunologica determinara
0 grau de respostas alo imunitérias induzidas em receptores de transplante, podendo,
assim, ter implicacbes clinicas significativas em relacdo a sobrevivéncia global. No
entanto, a regulacdo imunologica, e consequentemente a tolerancia doador- especifica,
ndo ocorre sem imunidade, como no caso de pds-transplantados imunossuprimidos. A
tolerancia a antigenos particulares provém do fato das células imunitarias reguladoras
dominar sobre os mecanismos das células efetoras deimunidade. Para entender
0s mecanismos biolégicos do microquimerismo, € til primeiro avaliar os mecanismos
imunomodulatérios subjacentes do quimerismo misto (macroquimerismo) e seu impacto
no desfecho clinico (EIKMANS et al., 2014).

3.3 — Doenca do Enxerto Contra o Hospedeiro (DECH)

O TCTH paralelo a0 TOS tem mostrado resultados positivos em experimentos
animais (Leventhal et al., 2013), contudo, ainda existem complicagdes relacionadas ao
TCTH. Dentre elas, destaca-se pela sua gravidade e complexidade a Doenca do Enxerto
contra o Hospedeiro (DECH), uma resposta de células T provenientes do doador aos
antigenos expressos pelo recipiente, apresentando-se como uma reacdo muito severa e
de dificil controle devido a aplicacdo intensiva de tratamentos imunossupressores
(SZYSKA et al., 2016).

De forma inovadora, visando minimizar os efeitos da DECH, Leventhal et al.
(2012) desenvolveram uma abordagem usando produto celular enriquecido com CTH e
células chamadas de facilitadoras (FC’s) de enxerto tolerogénico que, combinadas ao
condicionamento semiablativo, resulta em quimerismo duravel e tolerancia induzida em

recipientes com doadores com altos ou baixos indices de compatibilidade. As FC’s sdo



células CD8+ derivadas da MO, mas ndo expressam receptores de células T (TCR) e
potencialmente ampliam o enxertamento de células hematopoiéticas alogénicas. Essas
células induzem a formacdo de células T antigeno especificas in vitro, in vivo e
previnem a DECH em roedores. Desta forma, as FC’s podem representar relevancia
clinica na terapia para inducdo de tolerancia (LEVENTHAL et al., 2012).

Um possivel mecanismo envolvido na inibicdo mediada por TCTH da DECH seria
a migragéo e enxertamento de CTH infundidas para os tecidos danificados e a supressao
da producédo de mediadores pro-inflamatdrias que podem desencadear o aparecimento da
doenca. Esta especulagdo é ainda apoiada por outros estudos recentes com roedores que
mostram que as células tronco mesenquimais (MSC - Mesenchymal Stem Cells) migram
preferencialmente aos tecidos lesionados apds infusdo sistémica. Assim, o forte efeito
supressor das MSC’s sobre as células T podem estar associados a prevencao da DECH
através da supressdo da ativacdo da célula T doadora que seria responsavel pelo
aparecimento da doenca (ITAKURA et al., 2007).

Em outra pesquisa, Highfill et al. (2016) demonstraram que células T
reguladoras (Treg’s) expressando altos niveis de CD62L foram bem sucedidas em
migrar para 6rgdos linféides secundarios, inibindo, assim, a rejeicdo de enxerto (DECH)
e da MO.

Dentro desse contexto da quimerizacdo, Yamazaki et al. (2013) também
relataram que se pode substituir as células quiméricas da medula dssea por esplendcitos,
rica fonte de linfocitos e células hematopoiéticas. Assim, a quimerizacdo pode ser feita
pelo TCTH ou esplendcitos no recipiente, que passa a produzir uma populacdo mista de
células hematopoiéticas, tanto do doador como proprias, levando a uma toleréncia
imunoldgica do enxerto transplantado sem o uso de imunossupressores (YU et al.,
2009).

Artigos recentes relatam também sucesso na inducao de quimerismo temporario
ou permanente que se desenvolve a partir da infusdo de células do sangue periférico ou
medula 6ssea do doador contendo céelulas progenitoras hematopoiéticas (SCANDLING et
al., 2015).

A ideia do transplante simultaneo de medula 0ssea e 6rgédo sélido com o objetivo
de levar quimerizacgdo in vivo (PILAT et al., 2012) ladrilha o caminho para a toleréncia
doador-especifica gerando um melhor prognéstico aos pacientes de TOS e TCTH ao
reduzir ou eliminar o uso de imunossupressao e diminuir a gravidade ou extinguir a
DECH.



4. Considerac0es Finais

Os estudos relacionados ao potencial do TCTH na inducdo da tolerancia a
transplantacdo de 6rgdos solidos para reduzir a morbidade e mortalidade a longo prazo
relacionadas aos efeitos adversos deste processo ainda estdo apenas comecando a elucidar
0s mecanismos envolvidos, assim como 0s possiveis riscos desta técnica.

Os avancos até entdo alcancados demonstram a possibilidade de se ampliar a
aplicabilidade desta abordagem, uma vez que desenvolveram um condicionamento
capaz de enxertar as células hematopoiéticas através das barreiras de HLA excluindo-se
a necessidade de tratamento ablativo do receptor e, ainda, reduzindo-se o risco de
DECH. Contudo, por se tratar de uma técnica em inicio de estudo clinico, ainda carece
de maiores experimentos em humanos para que se possa desenvolver um protocolo

acurato para inducéo de tolerancia imunologica em casos de TOS.
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