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O transplante de células progenitoras hematopoéticas é o tratamento de escolha para
muitas doengas hematologicas e imunodeficiéncias primarias. A doenga do enxerto
contra o hospedeiro (DECH) é ainda uma grave complica¢do apos o transplante
alogénico e a principal causa de mortalidade e morbidade. O estudo da patogénese da
DECH auxilia no desenvolvimento de medidas preventivas da doenga, assim como na
escolha de terapias imunossupressoras adequadas de tratamento. Este estudo discute
os principais componentes imunologicos envolvidos na patogénese da DECH aguda e
cronica, com énfase a participacdo das citocinas e seu controle. Rev. bras. hematol.
hemoter. 2008;30(2):142-152.
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Introdugao

A doenga do enxerto contra o hospedeiro (DECH) ¢
uma das principais complicagdes apo6s o transplante alo-
génico de células progenitoras hematopoéticas. Esta doenga
comumente ocorre quando células imunocompetentes do
doador atacam tecidos do receptor geneticamente diferente,
sendo considerada causa da alta morbidade e mortalidade
ainda observada nos individuos transplantados.

A imunopatogénese da DECH foi revisada neste estu-
do com o objetivo de elucidar a participagdo de componen-
tes imunoldgicos na forma aguda e cronica da doenga, prin-
cipalmente as citocinas. Atualmente tem sido descrito que
muitas citocinas estdo envolvidas no desenvolvimento da
DECH aguda, ap6s o transplante alogénico de células pro-
genitoras hematopoéticas, como uma cascata durante a ati-
vagdo seqiiencial de monocitos e células T. Citocinas infla-
matorias liberadas durante o regime de condicionamento, por
exemplo, TNF-o. (Tumour Necrosis Factor-o), interleucina-1

(IL-1) e interleucina-6 (IL-6) possuem um papel primario em
ativar células T. Estas citocinas podem promover a ativa-
cdo de células T derivadas do doador, as quais secretam
varias outras citocinas, predominantemente IL-2 e IFN-y
(Interferon-y), que induzem respostas de linfocitos T
citoliticos, células NK (natural killer) e fagocitos mono-
nucleares a produzirem IL-1 e TNF-o.. Existe forte evidéncia
de que estas citocinas e a citotoxicidade mediada por células
levem a lesdo tecidual durante a DECH aguda.'?

Os mecanismos imunoldgicos envolvidos na patogé-
nese da DECH croénica vém sendo elucidados mais recente-
mente. Eles sdo distintos daqueles da DECH aguda e mais
complexos por envolverem processos de auto-imunidade.
Células T auto-reativas parecem ter participacdo determi-
nante nesta doenca, gerando citocinas, como IFN-ye IL-4,
as quais estdo ligadas a produgdo de auto-anticorpos. Além
disso, outras citocinas como IL-1, TNF-a e TGF-B1
(Transforming Growth Factor-B1) também tém sido descri-
tas como mediadoras de processos imunoloégicos que
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resultam em lesdes de carater cronico, como esclerose do
tecido dérmico.

A medida dos niveis de citocinas no pds-transplante,
além de desvendar a participagdo destas na DECH permite
conhecer a imunopatogénese da doenga e possibilita prever
episodios de DECH. Virios estudos de acompanhamento da
produgdo de citocinas no pos-transplante de células pro-
genitoras t€ém demonstrado um aumento de citocinas infla-
matorias ou de seus receptores no soro de pacientes com
DECH. Contudo, citocinas antiinflamatorias ou imunos-
supressoras tém sido também associadas a episodios de
DECH aguda e cronica.*!¢

Além disso, ¢ de nosso conhecimento que determina-
dos polimorfismos de genes de citocinas tém sido corre-
lacionados com a produgdo de citocinas, ou seja, com a ca-
pacidade de certo individuo produzir um nivel maior ou me-
nor de determinadas citocinas.'”*' Desta forma, seria possi-
vel determinar o perfil genético de produgdo de citocinas do
receptor ou doador de células progenitoras antes mesmo da
realizagdo do transplante, o que possibilitaria uma interven-
¢do mais rapida do clinico. Atualmente, determinados polimor-
fismos correlacionados com a produgdo de citocinas vém
sendo associados com a ocorréncia de DECH aguda e croni-
ca e/ou sua gravidade.”?

Transplante de células progenitoras
hematopoéticas

A historia do transplante de medula 6ssea comegou em
1949 com os estudos de Jacobson et al.,* utilizando mode-
los animais. Os primeiros estudos clinicos apropriados usan-
do medula 6ssea para restaurar a linfo-hematopoiese em hu-
manos comegaram em 1957, nos Estados Unidos, com os
trabalhos de Thomas et a/.’' Durante as trés ultimas déca-
das, o transplante de células progenitoras hematopoéticas
apos altas doses de quimio-radioterapia ablativa de medula
tem emergido como um tratamento de escolha para varias
doengas hematoldgicas, neoplasicas e congénitas. Entre as
doengas hematologicas, podemos citar as leucemias aguda e
cronica, a anemia aplastica grave, os linfomas de Hodgkin e
nao-Hodgkin, a sindrome mielodisplastica, o mieloma multi-
plo e outras. Mais recentemente, a lista de doencas tratadas
por este tipo de terapia tem sido expandida para incluir mui-
tas sindromes metabdlicas congénitas, anemias congénitas
¢ adquiridas e doengas ndo hematologicas.

O transplante de células progenitoras hematopoéticas
consiste na transferéncia destas células pluripotentes do do-
ador para o receptor, as quais tém a capacidade de renovagao
continua e de gerar progenitoras para as células maduras
que constituem o sangue e o sistema imune. A fonte de células
progenitoras pode ser a medula dssea, sangue periférico ou
sangue de corddo umbilical, por isso o transplante de medula
oOssea passou a ser conhecido como transplante de células
progenitoras hematopoéticas.

Os primeiros transplantes entre irmdos HLA (Human
Leukocyte Antigen) compativeis foram realizados em 1968,
para o tratamento de imunodeficiéncia congénita e, em 1969,
para o tratamento de leucemia.*>** Atualmente, mais de 10 mil
transplantes por ano sdo realizados em todo o mundo. Con-
tudo, o acesso a esta forma de terapia tem sido limitado a
disponibilidade de doadores HLA compativeis. Além da com-
patibilidade entre doador e receptor, o sucesso do transplan-
te também depende do controle da DECH.

Doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH)

Esta sindrome, geralmente, ocorre como um resultado
do reconhecimento de antigenos HLA dos tecidos do recep-
tor pelas células T implantadas do doador. A limitagdo do
numero de diferengas nos alelos do CPH (Complexo Principal
de Histocompatibilidade) entre doador e receptor minimiza a
ocorréncia de DECH. De fato, em sua maior parte, os trans-
plantes de medula 6ssea humana sao realizados entre irmaos
ou individuos da populagdo completamente idénticos nos
principais loci HLA. Em transplantes de células progenitoras
hematopoéticas, o sistema imune do receptor deve sofrer
uma ablagdo praticamente total, para ndo haver rejeicao das
células transplantadas. As células efetoras podem ser linfo-
citos T citotoxicos e células NK, e os alvos, as moléculas (em
geral as classicas) codificadas pelos genes ligados ao CPH.
Contudo, as células do enxerto podem elaborar uma resposta
de rejeigdo contra o receptor, causando a DECH, que se cons-
titui na principal limitagdo ao uso do transplante de medula
ossea.

A DECH pode ser dividida em duas formas baseadas
no tempo de ocorréncia e nas manifestagdes clinicas. A for-
ma aguda ocorre nos primeiros dois a trés meses apos o
transplante, enquanto a forma cronica manifesta-se mais tar-
de, trés a seis meses apds o transplante. A DECH aguda pode
ser classificada de acordo com as manifesta¢des clinicas em
graus I, 11, IIT e IV.** As formas clinicamente relevantes, graus
[TalV, ocorrem em aproximadamente 20% a 50% dos pacien-
tes que recebem células progenitoras de um irmao HLA-idén-
tico e em 50% a 80% daqueles que recebem estas células de
um irmdo com uma ou mais incompatibilidades HLA de doa-
dor ndo-aparentado. Dermatite, hepatite e enterite sdo mani-
festagdes clinicas que caracterizam a DECH aguda.

Um estudo de Eid ez al.* mostrou que, até 2003, 43,6%
dos pacientes transplantados na Unicamp, onde um dos gran-
des centros transplantadores de nosso pais funciona, havi-
am encontrado um doador compativel na familia. Desta for-
ma, doadores HLA compativeis ndo-aparentados podem ser
uma fonte alternativa de medula 6ssea para aqueles pacien-
tes que ndo encontram um doador na familia, o que aumenta
as chances de incompatibilidades.

O sucesso do transplante em humanos ainda ¢ impedi-
do pela DECH cronica, pela falha da “pega’” do enxerto e pela
rejei¢do, mesmo quando ¢ realizado entre irmdos geno-
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tipicamente idénticos.***7 A falha da “pega” do enxerto ¢ a
rejeicao sdo importantes complicagdes, principalmente para
pacientes com anemia aplastica,*® devido as multiplas trans-
fusdes que estes individuos recebem antes do transplante.
Eles podem se tornar altamente sensibilizados a antigenos
presentes nas células do doador. A DECH crénica pode ocor-
rer como uma extensao da DECH aguda (progressiva), apds
um intervalo livre da doenga (quiescente) ou sem preceden-
tes (de novo). Ela pode ser classificada em limitada ou exten-
sa, dependendo dos 6rgdos atingidos.”

As moléculas HLA e outros antigenos (de transplanta-
¢do) ainda ndo totalmente conhecidos, como os antigenos
de histocompatibilidade secundarios (mHag, do inglés, minor
histocompatibility antigens) também estdo envolvidos na
patogénese da DECH.** Antigenos de histocompatibilidade
secundarios s@o peptideos associados ao HLA, originais de
regioes polimorficas de proteinas presentes nas células-alvo
do receptor. Nos transplantes HLA-idénticos, as reagdes imu-
nologicas vistas na DECH e GVL (graft-versus-leukemia) sdo
mediadas por estes antigenos secundarios que incluem os
do grupo HA, antigenos mitocondriais, antigenos associa-
dos ao cromossomo Y (H-Y), ao sistema ABO e muitos ou-
tros em identifica¢do.%4

As moléculas HLA do receptor podem funcionar como
antigenos nominais ao apresentar os mHag aos linfocitos T
do doador. Apesar destes peptideos do receptor possui-
rem, normalmente, um grau limitado de polimorfismo, tam-
bém sdo capazes de serem reconhecidos pelas células T do
doador e de elaborarem uma resposta imune. Disparidades
nestes mHag, entre doadores e receptores, parecem consti-
tuir um risco potencial para a DECH e rejei¢@o, implicando
um tratamento prolongado com drogas imunossupressoras.
Estes antigenos podem evocar forte resposta citotoxica
(Tc) restrita ao CPH e resposta proliferativa de linfocitos
T auxiliadores, bem como a produgdo de anticorpos por
células B.

O antigeno especifico masculino H-Y, codificado pelo
cromossomo Y, esta envolvido na maior susceptibilidade a
DECH em transplantes HLA-idénticos entre individuos de
sexos diferentes. Um estudo recente demonstrou a contri-
buigdo da diferenca de sexos entre doador e receptor na reca-
ida da doenga ou DECH.* Nesse estudo, receptores do sexo
masculino com doadores do sexo feminino mostraram baixo
risco de recaida e alto risco de DECH, sugerindo que os mHag
codificados por genes no cromossomo Y podem ser respon-
saveis pelo desenvolvimento de DECH, mas também podem
contribuir para o efeito GVL.

Estudos recentes indicam que um fator potencial que
influencia no resultado do transplante ¢ a presenga de célu-
las NK alo-reativas derivadas do doador.” Células NK séo
reguladas por diferengas quantitativas em sinais ativadores
e inibitorios. Mediadores de sinais inibitorios incluem o re-
ceptor de célula NK (KIR — killer ig-like receptor), muitos
dos quais sdo reconhecidos por diferentes moléculas HLA

de classe I. A interagdo com células-alvo, na auséncia de
HLA ligante, pode resultar numa baixa ativa¢ao dos KIR ini-
bitorios de células NK. Os KIR inibitorios reconhecem
epitopos de HLA-Cw e -B em células alvo, regulando a ativi-
dade de células NK. A auséncia de ligante de classe I em
receptores KIR inibitorios de doadores pode ser um fator
prognostico para o resultado de transplante em HLA-idénti-
cos entre irmaos.

A associagdo da etnia com a incidéncia da DECH e
outras manifestagdes clinicas ¢ controversa. E provavel que
a diversidade genética de genes relacionados ao transplante
esteja correlacionada com a diversidade de genes da popula-
¢do humana. Populagdes que persistiram geograficamente
isoladas por significativo periodo de tempo sdo, provavel-
mente, as que tém menos diversidade genética que aquelas
populagdes que sofreram recentes e multiplas migragdes. A
comparagao da DECH em diferentes populagdes étnicas, re-
alizada por Oh et al., mostrou que ha menos DECH aguda e
menos morte precoce relacionada ao transplante em popula-
¢des japonesas ¢ escandinavas que em americanos brancos
e africanos e em irlandeses. Os dados sugerem algumas hi-
poéteses. Primeiro, a diversidade de antigenos secundarios.
Segundo, que o padrdo HLA e o polimorfismo génico de
citocinas podem explicar essas diferencas. Terceiro, que fa-
tores ndo genéticos podem ser considerados, como a dieta e
diferencas de meio ambiente, diferentes diagnosticos de
DECH e diferengas no sucesso da conduta da DECH. Uma
caracteristica do aspecto da dieta na populag@o japonesa ¢ o
alto consumo de peixe. Como conseqiiéncia, os japoneses
tém alto nivel de acido eicosapentandico, um acido graxo
com propriedades imunorregulatorias que pode reduzir a gra-
vidade da DECH. Todavia, estes achados proporcionam uma
base para estudos prospectivos para melhor entendimento
das diferencas nos resultados em, geralmente, populagdes
bem definidas.

Mecanismos imunoldgicos envolvidos na
patogénese da DECH

A patogénese da DECH aguda pode ser descrita em
trés fases, nas quais fagocitos mononucleares e outras célu-
las acessorias seriam as responsaveis pela iniciagdo de uma
reagdo do enxerto contra o hospedeiro e pela subseqiiente
les@o dos tecidos do hospedeiro apds complexa interagao
com citocinas.'? Estas fases estdo esquematizadas na Fi-
gura .

Na fase 1, o regime de condicionamento do paciente
para receber o enxerto leva a uma les@o dos seus tecidos,
incluindo a mucosa intestinal, figado e outros tecidos, ¢
induz a secrecdo de citocinas inflamatérias como TNF-a.,
IL-6 e IL-1. As conseqiiéncias da agdo destas citocinas sao
0 aumento na expressdo de antigenos CPH, moléculas de
adesao e moléculas coestimulatorias nos tecidos do hos-
pedeiro, estimulando o reconhecimento dos antigenos de
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Figura 1. Patogénese da doenga do enxerto contra o hospedeiro
aguda em transplantes de células progenitoras hematopoéticas.
APC, células apresentadoras de antigeno; TGI, trato gastrointestinal;
RCT-CPH, receptor de célula T — complexo principal de histo-
compatibilidade

histocompatibilidade principais e secundarios do receptor
por células T maduras do doador apds o transplante alogé-
nico. As citocinas liberadas também induzem apoptose
endotelial, que leva ao dano de células endoteliais no trato
grastrointestinal. Endotoxinas, como os lipopolissacarideos
(LPS), componentes celulares de bactérias Gram-negativas,
podem levar ao dano da mucosa com adicional produgao de
TNF e IL-6.

Na fase 2, a ativagao de células do doador ¢ caracteriza-
da pela proliferagdo de células T auxiliadoras do tipo 1 e
secre¢do de IL-2 e IFN-y. Estas citocinas induzem a expan-
sdo numeérica das proprias células T, além da ativagdo e ex-
pansao numérica de linfocitos T citotoxicos e de células NK.
Diferencas no CPH classe I estimulam células T CD8*, e dife-
rengas no CPH classe Il estimulam células T CD4". Durante e
imediatamente apds o transplante alogénico, receptores sao
expostos a citocinas inflamatorias, como TNF-o e IL-1, pro-
dutos patogenos derivados, como LPS e células necroticas,
que sdo prejudicadas pelo condicionamento do receptor.
Todos estes podem iniciar a maturacdo de células dendri-
ticas. A interag@o do receptor de célula T com o peptidio da
molécula CPH inicia um sinal de estimulag@o para a célula T.
Entretanto, um sinal coestimulatorio ¢ também necessario

para a completa estimulag@o da célula T, provido por um con-
junto de ligantes, dos quais os mais bem caracterizados sao
os antigenos B7, nas células apresentadoras de antigenos e
os receptores CD28 e CTLA-4 na célula T. Um crescente
nimero de sinais coestimulatorios tem sido identificado.
Quando adequadamente ativadas, as células T do doador
produzem um conjunto de citocinas do tipo Th1, principal-
mente IL-2 e IFN-vy, que iniciam a cascata de eventos infla-
matorios da DECH. Elas sao contrabalangadas por citocinas
do tipo Th2, principalmente IL-4 e IL-10, e por diversos tipos
de células T supressoras (CD4-CD8-NK1.1%, Tr1, etc). O equi-
librio entre células T reativas, incluindo as Thl, e supres-
soras, incluindo as Th2, pode controlar a freqiiéncia e inten-
sidade da DECH. A ativagao envolve multiplos caminhos,
como a ativagao da transcri¢ao de genes de citocinas, como
IL-2, IFN-vy e seus receptores.

Durante a fase 3, as fungdes efetoras de fagocitos mono-
nucleares sdo induzidas pela ag@o direta de IFN-y e via um
sinal secundario, provido de LPS, liberados da mucosa intes-
tinal durante a fase 1. Os LPS podem subseqiientemente ati-
var linfocitos e macrofagos associados a mucosa intestinal.
Napele, os LPS podem ainda estimular queratinocitos, fibro-
blastos e macrofagos a produzirem citocinas pro-inflamato-
rias, notadamente IL-1 e TNF-a e outros mediadores, como
o oxido nitrico (ON). Esses mediadores produzem dano
tecidual diretamente ou ativando outras células ou ainda
causando a liberacdo de outras citocinas. Linfocitos T
citoliticos (CTLs) CD4"usam preferencialmente a via Fas/
FasL durante a DECH aguda, enquanto CTLs CD8" primei-
ramente usam a via perfurina/granzima. Assim, o TNF-o. pode
produzir necrose ou apoptose pela via do Fas, e, juntamen-
tecomallL-1,IL-6 e IL-8, pode ser um importante mediador
da desnutrigdo, febre e outras manifestagdes inflamatorias
da DECH, e o0 ON pode contribuir para a imunossupressao
associada a doenga. Todos estes mecanismos podem resul-
tar na amplificacdo da lesdo tecidual, promovendo uma res-
posta inflamatoria, que, junto com as CTLs e NK, levam a
destruicdo de tecidos alvos no hospedeiro do transplante.

A patogénese da DECH cronica ¢ diferente da aguda. A
Figura 2 mostra um resumo da sua patofisiologia, a qual ain-
da ndo ¢ totalmente conhecida.’ Caracteristicas como a
atrofia timica, a deplegdo de linfocitos e a formagao de auto-
anticorpos tém sido descritas nesta doenga. Evidéncias su-
gerem que esta sindrome seja mediada por linfocitos T do
doador, que reconhecem diferengas alogénicas presentes nos
antigenos secundarios do receptor e/ou por linfocitos T, que
sdo primariamente auto-reativos e reconhecem antigenos
compartilhados pelas células do doador e receptor.* Estes
linfécitos T ativados sdo capazes de levar a lise da célula
alvo e a produgdo de citocinas. Interleucina-4 e IFN-y sdo
produzidos por estas células e podem ser a causa da disfungao
imunologica associada com esta sindrome, incluindo a pro-
dugdo de auto-anticorpos. De acordo com a hipdtese de alo-
reatividade, ela se assemelharia a DECH aut6loga, observa-
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Figura 2. Patofisiologia da doenga do enxerto contra o hospedeiro
cronica em transplantes de células progenitoras hematopoéticas
(adaptada de Ywasaki, 2004 )

da em transplantes singénicos ou autélogos e, em ambos,
ha participagao da disfun¢do timica, dificultando o estabe-
lecimento de tolerancia doador-receptor, e de citocinas, me-
diando lesdo tecidual. A expansdo e fungdes efetoras de
células T auto-reativas podem promover a ativagdo de
células B auto-reativas e produgdo de auto-anticorpos com
dano do 6rgdo alvo. Diferentemente da DECH aguda, ha
uma mistura de citocinas do tipo Thl e Th2 (IL-4, IFN-ye
TNF-a) que, entre outras agdes patogénicas, estimulam a
producdo de colageno por fibroblastos, produzindo lesdes
fibroticas, caracteristicas da doenga.® O aumento na depo-
si¢do de colageno na pele ja havia, anteriormente, sido as-
sociado ao estimulo da sua produgdo por uma variedade de
citocinas, como IL-1, TNF-a, IL-4 e TGF-B1.* Mudangas
esclerodérmicas na pele e imunossupressao prolongada tém
sido vistas durante a DECH crénica, e a citocina TGF-1,
produzida por células Th3, pode ser um importante media-
dor destes eventos, pois ¢ capaz de estimular a sintese de
matriz extracelular, além de possuir um papel regulatorio no
sistema imune.**

Um resumo das subpopulagdes de células T e citocinas
envolvidas na DECH pode ser encontrado na Tabela 1.

Tabela 1. Padréo de células T e citocinas envolvidas na doenga
do enxerto contra o hospedeiro (DECH)

DECH Células T Citocinas produzidas

Aguda Th1 IL-2, IFN-y , TNF-«

Crbnica Th2 IL-4, IL-6, IL-10
Th3 TGF-p 1

Modelos experimentais com animais ajudam a
esclarecer a patogénese da DECH cronica

A patofisiologia da DECH cronica ainda ¢ pouco en-
tendida talvez pela falta de modelos animais satisfatorios.
Estudos com animais podem auxiliar na compreensao dos
mecanismos envolvidos na DECH cronica. Recentemente,
Zhang et al. desenvolveram um modelo de DECH cronica em
camundongos, o qual permitiu demonstrar que o timo do
hospedeiro ndo € necessario para a indugdo da DECH croni-
ca, e que células T e B auto-reativas quiescentes podem ser
ativadas e expandidas para causar DECH cronica com mani-
festagdes auto-imunes em receptores alogénicos.*

Alguns autores demonstraram o papel de citocinas
como IL-12 e IL-18 na DECH crénica por meio de modelos
animais. Enquanto a IL-12 pode causar um aumento em célu-
las T citotoxicas CD8" levando a conversdao da DECH croni-
ca para a forma aguda,’® a IL-18 previne a DECH cronica por
diminuir o numero de células CD4" (Th2) e a ativagdo de
células B reativas ao hospedeiro, reduzindo a resposta imu-
ne a aloantigenos especificos.”’

Papel das citocinas na doencga do enxerto
contra o hospedeiro

As citocinas sdo proteinas ou glicoproteinas secretadas
que tém importante papel na comunicagao celular e sdo ele-
mentos chave no controle da resposta imune, pois regulam a
magnitude e natureza destas respostas, influenciando no cres-
cimento e diferenciaco de linfocitos. Elas exercem seus efei-
tos pela interagdo com receptores de membrana celular, ca-
racterizados como glicoproteinas transmembranicas. Estes
tém a capacidade de se ligarem as citocinas e de transferir a
informagao destas ao citoplasma da célula via componentes
intracelulares. Como os receptores de citocinas t€ém distri-
buigdo ampla em diversos tipos celulares, uma citocina pode
atuar em todos os tipos de células que possuem receptores
para a mesma, sendo, portanto, chamadas de mediadores
pleiotrépicos.

O efeito de uma dada citocina sera governado pelo
microambiente tecidual e pelo tipo de célula portadora do
respectivo receptor. Parametros como concentragdo da
citocina e de seus receptores soliveis, presenca de outras
citocinas, funcionamento de vias intracelulares de sinaliza-
¢do, acdo de fatores de transcri¢dao nuclear, inducdo da ex-
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pressao de genes e sintese e secre¢do de proteinas podem
influenciar o efeito final.’® Na realidade, a atividade de uma
citocina reflete o contexto de uma célula em relagio a diver-
sos fatores, o que pode resultar em efeitos sinérgicos ou
antagonistas.

Varios trabalhos tém demonstrado um aumento no ni-
vel de citocinas com fungdes inflamatérias e imunoesti-
muladoras (TNF-a, IL-1, IL-6, IFN-y) no soro de pacientes
com DECH ou rejeigdo.*'® Citocinas com fun¢des imunor-
reguladoras (IL-4, IL-10 ¢ TGF-B1) também tém sido associa-
das a estas complicagdes.”!""'*%%¢* Contudo, um balango en-
tre estas citocinas parece ser critico para o desenvolvimento
de DECH.*®

De forma interessante, varios estudos tém enfatizado a
alta produg@o do receptor soluvel de IL-2 em situagdes de
DECH apés o transplante.’” Segundo nossa experiéncia,
os niveis deste receptor no periodo de “pega” do enxerto
parecem prover um parametro melhor para a detecgéo preco-
ce de DECH aguda, porque eles aumentam num periodo de
tempo limitado e precedente a ocorréncia de DECH aguda.'>™
Atualmente, nosso grupo esta estudando um numero maior
de pacientes para confirmar o valor preditivo desta determi-
nagao.

Parece possivel que todas estas citocinas devam com-
binar-se para causar progressdo da DECH de diferentes ma-
neiras em cada individuo, e um balango entre estas citocinas
Thl, Th2 e Th3 pode ser importante no controle da doenga.

O fator estimulador de coldnias de granulocitos (G-CSF),
o qual ¢ utilizado ap6s o transplante de medula para encurtar
a fase neutropénica, também vem sendo relacionado com a
ocorréncia de DECH ap6s o transplante. Remberger et al.’
mostraram uma associagdo do G-CSF com um risco maior de
DECH aguda, enquanto outros observaram um aumento sig-
nificativo no risco de DECH aguda e cronica e de mortalidade
relacionada ao transplante nos pacientes tratados com G-
CSF.”” No entanto, um estudo recente mostrou que o uso de
medula como fonte de células apos estimulo com G-CSF ge-
rou um maior nimero de células CD34" e uma incidéncia me-
nor de DECH cronica.” O uso de células progenitoras perifé-
ricas (CPPs) de doadores que recebem o G-CSF também foi
relacionado com uma maior incidéncia de DECH aguda” e
cronica.® Devine et al.*'sugeriram que o uso do fator esti-
mulador de coldnias de granuldcitos e macrofagos (GM-CSF)
poderia reduzir o risco de graus mais graves de DECH aguda.

Recentemente tem sido reconhecido que a produgao
de algumas citocinas esta sob controle genético. Polimor-
fismos localizados dentro de regides codificadoras, introns
ou regides promotoras de genes de citocinas podem afetar a
transcrigdo génica, causando variagdes interindividuais na
produgao de citocinas.'* Em termos gerais, um individuo
pode ser capaz de produzir niveis altos, intermediarios e bai-
xos de citocinas, de acordo com a heranga de alelos. Polimor-
fismos de genes de citocinas tém sido associados ao desen-
volvimento de DECH ap6s o transplante de células proge-

Tabela 2. Polimorfismos de genes de citocinas associados com
doenga do enxerto contra o hospedeiro (DECH) aguda e crénica

DECH Gendtipo Referéncias
Aguda Crénica
IL-6-174G/C Cavet et al. (2001)"
IL-6-174GG Cavet et al. (2001)”
IL-6-174GG Socié et al. (2001)"
IL-6-174CC Visentainer et al.
(2005)*
TNFA-308GG/GA Takahashi et al.
(2000)”
TNFd4 Nordlander et al.
(2002)*
TNFA-238GA Viel et al™
IFNG+8T4AA Cavet et al. (2001)"
IFNG intron 2/2 Mlynarczewska et al.
(2004)"
IL-2-330GT Macmillan et al.
(2003)*

Dickinson et al.
(2001)7

Kim et al. (2005)”

IL-10-1082, -819,
582)GCC/GCC

IL-10-1082, -819, -

592ATAJATA
TGFB1+869, Leffell et al. (2001)*
+915TG/GG
TGFB1+869T Hattori et al. (2002)*

nitoras hematopoéticas.”>? Um resumo dos principais estu-
dos de polimorfismos de genes de citocinas encontra-se na
Tabela 2.

Num estudo pioneiro, de uma populagdo brasileira,
nosso grupo estudou a influéncia dos polimorfismos de 7NFA
(-308), TGFBI (+869, +915), IL10 (- 082, -819, -592), IL6
(-174) e IFNG (+874) no curso do transplante alogénico de
células progenitoras hematopoéticas. O genotipo IL6-174CC,
correspondente a baixa produgdo desta citocina, foi associa-
do com uma maior incidéncia de DECH cronica, enquanto
nenhum destes polimorfismos pdde ser associado com a ocor-
réncia de DECH aguda.®® Cavet et al.** demonstraram que
receptores com genotipo referente a produgdo intermedidria
de IL-6 apresentavam uma forte tendéncia ao desenvolvi-
mento de DECH aguda, enquanto receptores e doadores com
gendtipo de alta produgdo tinham uma maior incidéncia de
DECH cronica. Neste mesmo ano, Socié et al.? relataram que
o gendtipo, correspondente a alta produgdo de IL-6, foi as-
sociado com a incidéncia aumentada de DECH cronica, mas
nao de DECH aguda.

Todavia, ¢ importante ressaltar que, em transplantes
renais, o genotipo /L-6-174CC de doadores foi identificado
como um fator de risco para a ocorréncia de rejeigdo,* e foi
associado ao risco aumentado de perda do enxerto.*
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A interleucina-6 ¢ uma citocina pleiotrépica com um
papel central na defesa imunolégica. Embora, inicialmente,
ela tenha sido descrita como uma citocina pro-inflamatoria,
recentemente tem sido reconhecido que ela possui proprie-
dades antiinflamatodrias e imunossupressoras adicionais.** O
papel de IL-6 na diferenciagdo de linfocitos-T auxiliadores
tem sido discutido e poderia esclarecer a sua participagdo
nos mecanismos imunolégicos envolvidos na patogénese
da DECH crénica.®

Resultados conflitantes tém sido observados também
em relacdo ao polimorfismo de genes do 7NVF. Embora algu-
mas associagdes diretas entre alelos 7NF e a DECH aguda
tenham sido descritas para ambos os polimorfismos de
microssatélites** e de nucleotideos tinicos na posi¢ao -308,%
nenhuma associacdo pdde ser estabelecida por varios auto-
res?22788 ¢ por nosso grupo para TNF-308.% O uso da
ciclosporina para prevenir rejeicdo nestes pacientes pode
ser uma das razdes da falta de associacdo do genotipo de
alto produtor de TNF-o. com a ocorréncia de DECH aguda,
possivelmente pela interrupgao da transcri¢do de genes TNF
em linfocitos T e macrofagos.*” Contudo, em recente traba-
lho, nosso grupo mostrou uma associacéo da incidéncia au-
mentada de DECH cronica e sua gravidade com o genotipo
TNF-238GA.*”

No caso do gene /NG, alguns autores documentaram
associagdes entre microssatélites de /FNG e DECH aguda.?*'!
Considerando, que existe uma correlagdo entre alelos de
IFNG+874 e polimorfismos microssatélites dentro do primei-
ro intron do gene,’™*' algumas associagdes entre SNPs de
IFNG e o risco de DECH aguda seriam esperadas. Contudo,
nenhum estudo realizado pode confirmar esta associagao.
Um estudo recente apenas mostrou uma diminuig¢do da
sobrevida em pacientes que tinham seqiiéncias repetidas de
CA, as quais estao correlacionadas com a alta transcri¢ao de
IFN-y.”

A substitui¢do de timina por guanina na posi¢ao -330
do gene da /L-2 ja foi relatada estar associada com precoce e
intensa producdo de IL-2, sendo o genotipo resultante cha-
mado de alto-produtor.” A presenga de ao menos um alelo G
nesta posigdo foi associada com um risco dobrado dos indi-
viduos desenvolverem a DECH aguda de grau II-IV.* Em
recente estudo, nosso grupo ndo pdde mostrar associagao
entre este polimorfismo e DECH aguda ou cronica.”

Embora IL-10 seja uma citocina participante dos meca-
nismos de imunopatogenicidade da DECH e polimorfismos
nas regioes reguladoras do gene produtor da mesma tenham
influéncia na sua produgao, resultados de estudos de asso-
ciacao destes polimorfismos com a ocorréncia desta doenga
ainda sdo conflitantes. Alguns autores mostraram um risco
aumentado de DECH aguda” em receptores com genotipo
relativo a alta produgdo de /L-/0. N&s e outros autores nao
pudemos demonstrar nenhuma correlagao entre os genotipos
deIL-10-1082,-819,-592 ¢ DECH aguda ou cronica.->-26:28.86
Recentemente, um estudo relatou o alelo /L-107** A como um

marcador especifico de um curso favoravel pos-transplante
de medula,” enquanto Kim et al.”” mostraram que a ocorrén-
cia da DECH croénica foi dependente do haplétipo da IL-10,
ou seja, homozigotos ATA/ATA apresentaram um risco sete
vezes maior de desenvolver DECH cronica, comparado com
0 homozigoto ACC/ACC.

A TGF-B1 ¢ uma citocina multifuncional que controla a
proliferagdo e a diferenciagao de varias células. Ela esta en-
volvida na formagdo de matriz extracelular e colageno e pode
estar envolvida na fibrose de tecidos transplantados. Poli-
morfismos génicos de TGFB1 localizados nas posigdes +869
e +915 nos coddons 10 e 25, respectivamente, tém efeitos va-
riados na produgo de TGF-B1." Alguns autores tém mostra-
do uma influéncia do genoétipo de TGFBI1, que predispoe a
alta expressdo de TGF-B1 com a forma mais grave de DECH
aguda.” Outros mostraram uma associag¢do entre o poli-
morfismo do codon 10 de TGFBI e o desenvolvimento de
DECH aguda.” Nosso grupo ndo observou associagdo des-
ta citocina com a ocorréncia de DECH.*

A variagdo individual da resposta imune a transplantes
¢, pelo menos em parte, devido a variagao genética na regu-
lagdo da expressdo dos genes de citocinas. Contudo, as in-
terpretagdes destas correlagdes devem ser cuidadosas, pois
cada individuo pode ser caracterizado como alto ou baixo
produtor de uma determinada citocina, independentemente
de outra. E, dependendo de certas combinagdes de genes de
citocinas, as respostas a transplantes podem variar entre os
individuos. E provavel que um tinico polimorfismo nio afete
significativamente o curso do transplante sozinho, mas par-
ticulares combinagdes podem ser mais importantes. E a alta
produgdo de uma citocina proé-inflamatoria pode ser contra-
balangada pela alta produc@o de uma citocina antiinflamatoria.

Outros fatores intrinsecos e extrinsecos do individuo
também podem influenciar nesta resposta, como a idade e o
sexo do receptor e doador, tipo de enxerto, profilaxia da DECH,
condicionamento pré-transplante, fase da doenga ao trans-
plante, etnia e dieta, entre outros. Além disso, € preciso levar
em consideragao o tipo de tecido onde estas reagdes aconte-
cem, pois um determinado tecido pode ser mais sensivel a
resposta humoral e outro a celular, as quais estao sob influ-
éncia de diferentes citocinas. Embora a sintese de citocinas
possa estar sob controle genético, uma desregulagdo na pro-
dugdo de citocinas pode gerar conseqiiéncias patologicas
graves, como ¢ o caso dos transplantes de medula ossea.
Entdo, embora a habilidade genética de produgdo de uma
citocina possa influenciar no curso do transplante, outros
fatores capazes de alterar esta produgdo podem ser mais im-
portantes em determinar a ocorréncia de DECH e/ou rejeigao.

Assim, o seguimento da produgéo de citocinas, no pe-
riodo pos-transplante de medula 6ssea, aliado a defini¢do do
perfil genético de produgao de citocinas, poderia permitir um
melhor entendimento dos processos imunopatologicos en-
volvidos na DECH. Estes ensaios laboratoriais poderiam
fornecer ao clinico um indicativo em relagao ao risco destas
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complicagdes e auxiliar na adequacdo de uma terapia imunos-
supressora individualizada.

E possivel prever episédios de DECH pelo padrio
de citocinas produzidas no pés-transplante,
apesar dos processos infecciosos que geralmente
ocorrem?

Ainda ha muitas controvérsias neste assunto, pois
enquanto alguns estudos tém mostrado que a produgdo de
determinadas citocinas aumenta em decorréncia de episo-
dios de DECH e nao ¢ alterada por processos infecciosos,
outros mostram que algumas destas citocinas aumentam em
decorréncia de infecgdes.

Alguns autores conseguiram mostrar associagdes de
citocinas com DECH e infecgdes. Os niveis de IL-6 foram
maiores em pacientes com infeccdo, de sIL-2R em pacientes
com DECH cronica e de IL-10 e IL-1ra naqueles com DECH
cronica e infec¢@o.” Outros mostraram que algumas citocinas
aumentaram de forma inespecifica, como IL-1ra, apds o con-
dicionamento, reconstituicdo hematopoiética, DECH e infec-
¢do.”

Recentemente, Hirayama et al.*® observaram um aumen-
to de IFN-y no pos-transplante de medula em pacientes com
DECH aguda II-1V, os quais nao foram correlacionados com
infec¢do. Contudo, nosso grupo ja havia relatado que os
niveis médios de IFN-y aumentaram em pacientes com infec-
¢do viral e/ou doenga viral, mas ndo se correlacionaram com
DECH, e que outras citocinas, como sIL-2R, TNF-o, IL-10 ¢
TGF-B1, nfio aumentaram em processos infecciosos, somen-
te em episodios de DECH aguda.'® Posteriormente, Reddy ez
al. *mostraram que a alta produgao de TNF-o no pos-trans-
plante estava associada com o risco de desenvolver infec-
¢do por citomegalovirus.

Tratamentos alternativos da DECH aguda e
cronica relacionados aos mecanismos
imunolégicos envolvendo citocinas

Além dos medicamentos tradicionais que fazem parte
de protocolos ja bem estabelecidos de profilaxia e tratamento
da DECH, poderiamos citar alternativas que vém sendo apre-
sentadas na literatura envolvendo citocinas ou seus recep-
tores. Enquanto algumas delas apresentam resultados pro-
missores, outras sao controversas e algumas vezes geram
resultados ndo desejaveis.

As citocinas tém se mostrado fatores importantes no
inicio e propagagdo da DECH. IL-2 e TNF-o sdo exemplos de
citocinas que, além de levarem a ativagao celular, causam
lesdes em tecidos locais. Alguns antagonistas destas cito-
cinas ou de seus receptores tém surgido como alternativas
de tratamento. Drogas como daclizumab e basiliximab, cujo
alvo € o receptor de IL-2, tém sido usadas para o tratamento
da DECH aguda refrataria e, mais recentemente, DECH croni-
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ca.'”!%Da mesma forma, aquelas cujo alvo ¢ o TNF-o,, como
infliximab e etanercept, também vém sendo aplicadas no tra-
tamento da DECH.'%-1%

Parece que o desenvolvimento de uma terapia combi-
nada para o tratamento de ambas, DECH aguda e cronica,
possa resultar em melhores resultados que a monoterapia.

Consideragoées finais

Esta claro que a doenga do enxerto contra o hospedei-
ro ¢ um processo complexo mediado imunologicamente e seu
controle ndo depende de um unico agente. A patofisiologia
da DECH pode, entdo, ser considerada uma resposta desre-
gulada de um sistema imune normal (aquele do doador) aos
tecidos do hospedeiro. O conhecimento da imunopatogé-
nese ¢ fundamental para a aplicacdo de novas estratégias de
controle da doenga, como o desenvolvimento de novos farma-
cos e o emprego adequado de uma terapia imunossupressora.
Varios fatores envolvidos na DECH tém sido utilizados para
uso clinico com real progresso no controle desta doenga,
dentre eles, alguns componentes imunoldgicos, como as
citocinas. A participacdo de citocinas na cascata que se
desencadeia durante um processo de DECH aguda vem sen-
do estabelecida por varios pesquisadores, enquanto os fe-
ndmenos relacionados a DECH cronica ainda estdo sendo
desvendados. Recentemente, varios estudos tém revelado a
importancia do estudo do polimorfismo génico das citocinas
na ocorréncia da DECH aguda e cronica, o que poderia auxi-
liar o clinico na predic¢do desta doenga, permitindo uma inter-
vengdo mais precoce. Além disso, baseadas na importancia
das citocinas na patogénese da DECH, varias terapias usan-
do antagonistas de citocinas e/ou de seus receptores vém
sendo instituidas como protocolos alternativos em casos re-
fratarios da doenga.

Abstract

Stem cell transplantation is the first line treatment of many
hematological diseases and primary immunodeficiencies. Graft-
versus-host disease (GVHD) is still a severe complication after
allogeneic transplantation and the main cause of mortality and
morbidity. The study of the pathogenesis of GVHD may help to
develop ways to prevent the disease, as well as to choose adequate
immunosuppressant therapies. This study discusses the main
immunological components involved in the pathogenesis of acute
and chronic GVHD, with emphasis on the participation of
cytokines and their control. Rev. bras. hematol. hemoter. 2008,
30(2):142-152.

Key words: Hematopoietic stem cell transplantation; graft-versus-
host disease, cytokines.
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