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INTRODUCAO

A rejeigdo aguda do rim transplantado ocorre
em 40% a 70% dos pacientes, envolvendo morbi-
dade significativa pela exposi¢cdo a maior imunos-
supressdo. Esta complica¢do imunolégica poés-
transplante compromete a sobrevida do enxerto a
curto e longo prazo, sendo maior este risco quanto
mais severa, tardia e repetida for a rejeicdo!®. Cole
et al.® observaram que um ou mais episddios de
rejeicdo nos primeiros seis meses do transplante
reduz em 13% a sobrevida do enxerto em cinco
anos, sendo um dos fatores prognoésticos indepen-
dentemente associados a sobrevida tardia.

A biépsia do rim transplantado, quando realiza-
da de rotina para monitorizacao de rejeicdo aguda
(RA) em pacientes com fung¢éo estavel, usualmente
tem mostrado um infiltrado de leucocitos. Diver-
sos estudos, através de andlise histoldgica seriada,
tém demonstrado a presenca de células mono-
nucleares, principalmente linfécitos T, mondécitos
e macrdéfagos, de distribuigdo focal no intersticio
em fase precoce e mesmo tardia pds transplante’?2,

O significado clinico deste infiltrado leucoci-
tario nos enxertos funcionalmente estaveis ainda
€ controverso, e até 0 momento nao foi definitiva-
mente demonstrado que comprometa a sobrevida
do enxerto a longo prazo ou que seja tratavel com
aumento da imunossupressdo.Entretanto, é possi-
vel gque represente uma forma leve de rejeicéo
celular, caracterizando um processo patolégico, ou
que constitua um mecanismo de adaptagédo do
hospedeiro ao enxerto paraaquisicao de tolerancia
imunolégica®®4,

Nesta revisdo objetivamos analisar o valor da
bidépsia seriada como método de monitorizacao
imunolégica do rim transplantado estavel, para
diagnostico precoce de rejeicdo aguda e para esta-
belecer qual o papel do infiltrado leucocitario
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intersticial no que se refere ao desenvolvimento de
rejeicao crbnica a longo prazo.

A bidpsia percutadnea para diagnéstico da
disfuncdo do rim transplantado

A bibpsia percutadneado rim transplantado é um
método seguro e de baixa morbidade, podendo ser
realizado em nivel ambulatorial, com ou sem ori-
entacdo ecogréafica. Obtém-se tecido renal repre-
sentativo na grande maioria dos casos com uma
baixa incidéncia de complicacdes, na maior parte
relacionada a hematuria macroscopica geralmen-
te autolimitada'®!®. Utilizando a pistola automa-
tizada com agulha tipo TruCut, Kolb et al.*’ rela-
tam complica¢cdes como hematuria em 2,5% dos
pacientes, sem nenhum caso de perda do enxerto
ou morte relacionada ao procedimento.

O diagnéstico de rejeicdo do rim transplantado
baseia-se em dados clinicos e laboratoriais como
febre, aumento do enxerto, diminuicdo da diurese
e elevacdo ou estabilizagédo da creatinina. A cito-
logia aspirativa demonstraimunoativacdo em 70%
dos casos!® e na bidspia renal é caracteristico um
infiltrado mononuclear intersticial na presenca de
tubulite.O conjunto destes dados, associados a
resposta ao tratamento imussopressor, constitui o
diagnostico padrdo ouro de rejei¢cdo aguda do
aloenxerto?®®.

A bidpsia renal é um método diagnostico mais
sensivel e especifico do que a ecografia, a cintilo-
grafia e a puncédo aspirativa com agulha fina para
0 diagnostico de rejeicdo aguda do enxerto®.No
estudo de Gray et al.??, a histologia convencional e
a imunohistologia apresentaram maior sensibili-
dade do que a puncéo aspirativa com agulha fina
em relacdo ao diagnéstico de rejeicdo aguda.

A informacao proveniente da biéspia pode modi-
ficar a impresséo clinica e o tratamento em cerca
de 40% dos pacientes, evitando os riscos de imu-
nossupressdo desnecessaria??. No nosso meio,
Manfro et al.?3, estudando 95 bidpsias de 67 pacien-
tes transplantados, observaram que 29,5% das
impressdes diagnoésticas pré-biopsia foram modifi-
cadas pela analise histoldgica, e que 37,9% das
bidpsias produziram uma mudanga de conduta,
sendo a suspensao da pulsoterapia com corticoes-
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teroides a situacdo mais frequente.

Recentemente, foi padronizada uma classifica-
cdo internacional para o diagndstico histopato-
l6gico do enxerto renal, denominada Banff?*, com o
objetivo de estabelecer critérios de rejeicdo aguda
e crbnica, e de outras altera¢gbes associadas a
disfuncdo do enxerto, como toxicidade por ciclos-
porina e alteragGes inespecificas. A rejeicao foi
guantificada por grau de severidade histoldgica,
variando de uma forma leve que inclui apenas
tubulite - invasdo do tubulo por mononucleares -
(grau 1), tubulite associada com arterite da intima
leve a moderada (grau Il), e arterite severa e/ou
transmural, quando existe necrose fibrindide da
camada média, ocasionalmente associada a infarto
focal e hemorragia intersticial (grau IIl).

O uso clinico rotineiro da classificacdo de Banff
tem sido discutido com base em sua reprodu-
tibilidade. No estudo de Marcussen et al.?, cinco
patologistas atribuiram graduacdes e escores pelo
esquema Banff em bidpsias realizadas por suspei-
ta de rejeicdo aguda. O grau de concordancia obtido
para vasculite e tubulite foi aceitavel, alcancando
boa reprodutibilidade para o grau de severidade da
rejeicdo (kappa = 0.40), e ainda melhor para a
presenca ou auséncia de rejeicdo (kappa = 0.60).

Alguns autores tém criticado a complexidade da
classificacdo de Banff, sugerindo escores simplifi-
cados para o diagndstico de rejeicdo. Oito centros
norte-americanos participaram dos Estudos Clini-
cos Cooperativos em Transplante do National
Institute of Health?¢, definindo trés categorias de
rejei¢do celular aguda, com um grau de concordan-
cia superior a 90% entre rejeicdo e ndo-rejeicao.
Indiscutivelmente, o desenvolvimento destes sis-
temas tem proporcionado melhores definicfes e
permitido uma padronizag¢do do diagndstico histo-
patolégico do rim transplantado, embora mais es-
tudos sejam necessarios para sua validagdo e uso
rotineiro pelos patologistas renais.

Correlacéao clinica do infiltrado celular em
biépsias seriadas

O infiltrado celular é significativamente maior
nos rins com rejeigdo aguda, quando comparado
com enxertos funcionalmente estaveis, mas a pro-
porcdo de subpopulacdes de células nédo é dife-
rente?”28, Qutro fator determinante da magnitude
do infiltrado é o esquema imunossupressor, pois
nos pacientes que usam ciclosporina o infiltrado é
guantitativamente menor quando comparado a
terapia com prednisona e azatioprina® A relacéo
linfécitos T CD4/CD8 é maior na fase inicial do
transplante no grupo com ciclosporina, o que suge-
re uma menor probabilidade de rejeicdo severa?.
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Os centros que realizam biopsias de rotina em
pacientes sem sinais clinicos de rejeicdo aguda
tém descrito a presenc¢a de um infiltrado celular
inespecifico, ou de alteragbes histoldgicas compa-
tiveis com rejeigcdo”®911:1428 Burdick et al.” biopsia-
ram 1 e 4 semanas apo6s o transplante, demons-
trando uma menor area de infiltrado nos rins
estaveis do que nos rins com rejeicdo, assim como
melhor funcdo do enxerto ao final do primeiro ano.

Limchin et al.*°, estudando pacientes estaveis
com bidpsias 1 e 8 semanas pés-transplante, detec-
taram infiltrado celular inespecifico em cerca de
30% dos casos nos dois periodos. Em 28% havia
critérios histolégicos para RA na segunda bidpsia.
Os pacientes com infiltrado apresentaram mais
fibrose ao final de dois anos, mas a fung¢éo renal
tardia e o numero total de rejei¢des nao foi diferen-
te entre os dois grupos.

Rush et al.'! descreveram alteracdes histolo-
gicas em biopsias precoces. Inicialmente, foram
realizadas 29 bidpsias nos primeiros trés mesesem
pacientes ambulatoriais com creatinina sérica e
imunossupresséao triplice estiaveis. Segundo os cri-
térios de Banff, foi detectada em nove (33%)
biépsias RA, e nas demais um infiltrado de células
mononucleares. Os pacientes com rejeicdo foram
tratados e em metade houve desaparecimento do
infiltrado. Posteriormente, publicaram os resul-
tados desta coorte aos 6 meses® e 12 meses?!? pos-
transplante, correlacionando lesdes agudas e cro-
nicas com a funcéo do enxerto. Aos 6 meses, cerca
de10% dos pacientes tinham alteragdes limitrofes,
30% rejeicdo subclinica e 17% nefropatia cronica
do enxerto, e ao final de um ano, a creatinina dos
pacientes com infiltrado ou rejeicao foi significati-
vamente maior do que nos casos sem alterac@es
histolégicas. Os autores concluem que a persistén-
cia do infiltrado inflamatério nas bidpsias esta
associado a dano crdénico e disfuncdo do enxerto a
longo prazo.

Serdn et al'* biopsiaram pacientes estaveis e
com rejei¢do clinica 6 semanas apdés o transplante.
O numero de células infiltrantes e o grau de
fibrose foram preditivos da funcdo renal no mo-
mento da bidpsia, e 0os autores sugerem que a
presenca de infiltrado, particularmente com mar-
cacdo para CD45RA, pode significar rejeicdo leve,
com efeito adverso para o enxerto ao final de 6
meses. Em outro estudo®, a nefropatia crénica do
enxerto foi descrita em 42% das biépsias entre o 2°,
e 5 ° meses, associada a maior incidéncia de rejei-
¢do aguda e maior ciclosporinemia pré-biopsia e
menor sobrevida do enxerto ao final de cinco anos.
E digno de nota esta elevada incidéncia de rejeicao
crénica precoce, que pode estar relacionada a
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imunossupressdo insuficiente nesta amostra de
pacientes ou, na verdade, constituir toxicidade
crbnica por ciclosporina subdiagnosticada.

A longo prazo, o infiltrado mononuclear focal,
com ou sem sinais de imunoativacao, pode indicar
a presenca de um processo patolégico clinicamente
relevante, relacionado ao desenvolvimento de re-
jeicdo crbnica. Através de puncao aspirativa com
agulha fina, imunohistoquimica e histologia con-
vencional, Bohman et al.*®* descreveram um infil-
trado celular focal constituido por linfécitos T,
monocitos e macrofagos (CD14), expressando re-
ceptores de citocinas (CD25) e antigenos HLA
classe Il. Este infiltrado poderia constituir um dos
potenciais mecanismos pelos quais, a longo prazo,
pode haver dano crdnico do enxerto.

Identificacdo de marcadores de imunoati-
vacao no infiltrado celular

A monitorizagdo dos componentes celular e hu-
moral da resposta imune ao enxerto renal tem sido
motivo de extensa investigacdo. A melhor caracte-
rizacao desta resposta pode, potencialmente, levar
a estratégias mais eficientes para bloqueé-la, atra-
vés de agentes farmacologicos e bioldgicos3334,

Diversos estudos, utilizando marcadores solu-
veis circulantes como citocinas e moléculas de
adesdo®®, tém consistentemente demonstrado
gque a sua medida plasmatica ndo é atil para o
diagnostico de RA, por apresentar uma baixa
especificidade e uma reprodutibilidade pobre.

De outra forma, a investigacao das células que
infiltram enxertos tem sido conduzida desde a
década de 70%%. Através de técnicas de imunohis-
toquimica, identificaram-se moléculas efetoras ou
alvo da RA em células infiltrativas e parenquima-
tosas, respectivamente®2?940.4142 Entretanto, a
imunohistoquimica, se utilizada isoladamente,
ndo permite distinguir que células estéo efetiva-
mente produzindo citocinas e em quais as citocinas
estdo meramente ligadas ou foram absorvidas, isto
€, estdo presentes mas nao ativas®.

Recentemente, através da biologia molecular,
tornou-se possivel quantificar os genes que codi-
ficam para a expressdo destas moléculas, correla-
cionando-os com o nivel de proteina produzida. A
analise quantitativa do RNA mensageiro total,
através de transcricao reversa (RT) do RNAmM para
0 DNA complementar da molécula e amplificacéo
pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), é um
método reproduzivel e de rapida execugdo**. O
PCR-RT, mesmo em pequenos fragmentos de rim,
permite detectar os genes de citocinas, moléculas
de adesdo e fatores de crescimento ativamente
secretados durante a rejeicdo de enxertos. Por
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exemplo, quando existe uma expressdo genética
aumentada de moléculas de fase efetora (discuti-
das a seguir), e a andlise histoldgica é inconclu-
siva, 0o PCR-RT confirma a presenca de imunoati-
vacado e auxilia no diagnoéstico da rejeicdo aguda.

A hibridizacdo in situ é outro método pelo qual
a localizacdo especifica da célula produtora do
RNAmM é precisa, embora seja tecnicamente mais
elaborada e impraticavel para processamentos de
rotina®.

Linfocitos T citotdxicos, perforina, granzima e fas
ligante

Os linfécitos T e os macréfagos compdem a maior
parte do infiltrado leucocitério, sendo os linfécitos
B e células “natural killer” minoria®. Apesar dos
achados diferirem na literatura, alguns estudos
mostram predominancia de linfécitos T CD8+ na
rejeicdo severa ou irreversivel, e de CD4+ quando
o infiltrado é focal e a rejeicdo mais leve294647,

A identificagdo dos linfocitos T com propriedades
citotdxicas foi demonstrada por Strom et al.®8, atra-
vés da fenotipagem do infiltrado mononuclear em
rins com rejeicdo irreversivel. Posteriormente, uti-
lizando a técnica do PCR competitivo, o0s mesmos
autores quantificaram, em rins com rejei¢do, a
expressdao aumentada dos genes de perforina e
granzima B, que atuam na fase citodestrutiva da
resposta imune*. Como fatores preditivos de rejei-
¢do aguda, a perforina e a granzima B mostraram
uma sensibilidade de 90% e 80% e especificidade de
88% e 96%, respectivamente. Outros autores tam-
bém identificaram, utilizando imunohistoquimica,
a marcacgdo para granzima A e B e perforina em
células CD8+ e “natural-killer”, restritas a enxer-
tos com rejeicdo clinicamente manifestada®'“®.

Fas e seu ligante Fas-L (CD95 ou APO-1) sao
proteinas de membrana pertencentes a familia do
fator de necrose tumoral (TNF). A moélecula de
Fas-L se expressa predominantemente na superfi-
cie dos linfécitos Th-1 ativados, interagindo na
regulacdo da resposta imune. A ligacdo do Fas ao
seu ligante Fas-L induz morte celular por apoptose,
através de mecanismos ainda desconhecidos*®:5%

E controverso o papel do Fas como molécula
coestimulatéria, dependente da célula T, na fase
efetora da rejeigdo a aloenxertos. Estudos clinicos
com PCR-RT tém demonstrado a expressao do
RNA mensageiro da perforina e do Fas-L em rins
com rejeicdo irreversivel®.Entretanto, Larsen et
al.5? observaram em transplante cardiaco experi-
mental que a auséncia seletiva do sistema Fas/
Fas-L néo altera o desenvolvimento e o tempo de
rejeicdo. Provavelmente o sistema Fas/Fas-L né&o
¢ um marcador de RA, mas participa de forma mais
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ampla no controle da resposta imune, eliminando
células T autoreativas e aloreativas e assim impe-
dindo a sua expansao®*%,

Citocinas e fatores de crescimento

Diversos estudos tém demonstrado a expressao
in situ de citocinas e moléculas de adesdo em rins
estiveis e com rejei¢do aguda.Utilizando a técnica
da fosfatase alcalina, Noronha et al.’® detectaram
maior expressdo de TNF-a, interferon-y (IFN-y) e
IL-2R na vigéncia de RA do que em rins sem
rejei¢cdo ou com rejeicdo cronica.Em estudo poste-
rior envolvendo rins com rejeicdo, descreveram a
predominanciade IL-1, IL-2, IL-2R, TNF-a e IFN-
y na RA, e de fator de crescimento transformador
beta (TGF-B) e fator de crescimento derivado de
plaqueta (PDGF) em rins com fibrose e prolifera-
cdo vascular®’. Mais recentemente, outros auto-
res®8, empregando PCR-RT em bidpsias de rins
com disfun¢éo, também correlacionaram fibrose
intersticial e nefropatia cronica do enxerto com a
expressdo aumentada do RNAm de TGF-,.

A interleucina 2 isocladamente parece néo ser
um bom marcador de RA durante sua evolucao
clinica. Em estudo preliminar com biépsia aspira-
tiva por agulha fina e PCR-RT, Dallman et al.*®
encontraram aumento precoce mas fugaz da ex-
pressdo dos gens de IL-2 e IFN-y, precedendo o
aparecimento da rejeicao clinica. Este achado ja
havia sido demonstrado no modelo experimental
de ilhotas pancreaticas em camundongos®, em
relacdo ao aumento transitério e precoce de IL-2,
IFN-y e granzima B, com pico e declinio antes da
rejeicdo clinica.Krams et al.®* analisando rins com
RA relatam aumento de IL-6 e TNF-a, e ndode IL-
2 e IFN-y. Outro estudo®, utilizando a hibridizagao
in situ ndo-radioativa em rins com rejeicdo, des-
creve uma baixa frequéncia de células positivas
para IL-2, IL-4 e IFN-y, sugerindo que o estimulo
para a transcrigdo destas citocinas é menor ou néo
sustentado na rejeicdo em curso.

Estudos recentes utilizando PCR-RT tém de-
monstrado a expressdo intraenxerto de potenciais
marcadores de RA, como a IL-10 e a IL-15. Xu et
al.®® encontraram coexpressao de IL-10 e IFN-yem
forte associacdo com rejeicao, observando que a IL-
10 ndo bloqueou a expressao in vivo de IL-2, IL-7
e IFN-y. Dados clinicos e experimentais suportam a
nocdo de que a IL-10 possa, em diferentes circuns-
tancias, apresentar propriedades imunomodula-
doras ou imunoestimulatérias®.

De forma semelhante a IL-2, a IL-15 estimula a
proliferacdo e expanséo clonal das células T, indu-
zindo sua funcédo citotdxica®®. Pavlakis et al.% en-
contraram um aumento significativo do RNAm da
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IL-15 em rins com rejeicdo aguda, em relacdo a
outras causas de disfuncdo do enxerto. Os autores
postulam que durante a RA, a IL-15 pode manter
a expansao clonal dos linf6citos T, ndo sendo inibi-
da por imunossupressores como a ciclosporina.
Adicionalmente, no modelo experimental de
transplante de ilhotas pancreéticas, utilizando-se
animais nos quais o gen da IL-2 foi inativado por
recombinacdo homoéloga (“knock-out” genético),
observou-se um aumento da expressdo do gen da
IL-15 durante a RA, quando comparado a trans-
plantes feitos em animais portadores de IL-2°.

Moléculas de adeséo

A expressédo constitutiva e induzivel das molé-
culas de adeséo intercelular 1 (ICAM-1) e de célu-
las endoteliais (VCAM-1) e seus ligantes foi de-
monstrada na rejeicdo aguda ao enxerto re-
nal426869.70.71  Brockmeyer et al.®® descreveram au-
mento da expressdo de ICAM-1 no intersticio,
tabulos e capilares peritubulares, e de VCAM-1
em tubulos e endotélio peritubular, em associacéo
com infiltrado linfocitario. Alguns autores® 7 su-
gerem que as moléculas de adesdo seriam marca-
dores precoces da rejeicdo aguda, mas a baixa
especificidade deste achado torna a sua aplicabili-
dade clinica questionavel*?72,

CONCLUSAO

A validade clinica da bidpsia seriada do rim
transplantado, sob o aspecto terapéutico e prog-
ndstico, ainda nado foi estabelecida. O que parece
indiscutivel é a necessidade da deteccao precoce de
uma rejeicdo celular incipiente, na tentativa de se
obter uma resposta terapéutica eficaz com uma
imunossupressdo menos agressiva, e de prevenir a
ocorréncia da nefropatia cronica do enxerto*. Di-
versos autores?®® mostraram que episodios inici-
ais de rejeicao celular aguda s&o a variavel mais
fortemente associada com rejeicao cronica, sendo
esta a causa mais importante de perda tardia do
rim transplantado.

Entretanto, o diagndstico da rejeigdo aguda nem
sempre é possivel ou acurado em bases histold-
gicas*, o que leva a potencial utilizacdo de técnicas
laboratoriais adicionais, com o Obice de seu alto
custo e dificil rotinizacdo na maioria dos centros
transplantadores. A imunohistoquimica identifica
moléculas na estrutura celular e os métodos mole-
culares, como 0 PCR-RT quantificam a expresséo
do RNAm e a ativacdo dos gens que codificam estas
proteinas, informando sobre a quantidade, localiza-
cao e caracteristicas funcionais do infiltrado leuco-
citario e das células do parénquima renal.
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Empregando estes métodos em biopsias seriadas
seria possivel identificar, antes que ocorra a dis-
funcdo do enxerto, qualquer marcador de fase preco-
ce que possa predizer especificamente dano ao en-
xerto, aexemplode IL-2 e IFN-y%¢0 |L-1083, IL-15%,
perforina e granzima“®#54%68 e Fas ligante5*. Este
achado poderia ser uma justificativa para aumen-
tar a imunossupresséao e potencialmente diminuir
ou bloquear um episédio de rejeicdo. O impacto
desta conduta a longo prazo ainda é incerto, mas
especula-se que poderia prolongar a sobrevida do
enxerto®2,

E possivel que no futuro a associagéo de histopa-
tologia, imunohistoquimica e métodos molecula-
res em bidpsias processadas rotineiramente, per-
mita um diagnéstico mais acurado da rejeicao
aguda, seu tratamento precoce e, talvez, diminua
o0 risco de rejeicdo crbnica, proporcionando maior
sobrevida do rim transplantado e submetendo o
paciente a menor morbidade.
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