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Resumo

Palavras-chave

O transplante de rim é a opcao terapéutica e de reabilitacdo preferencial
para a maioria dos doentes com insuficiéncia renal crénica terminal. Uma
das principais complicacbes da transplantacao renal é a ocorréncia de
rejeicao e/ou disfuncao crénica do enxerto.

Se durante muitos anos o principal alvo para a indugédo de tolerancia
foram os linfécitos T, hoje em dia, reconhece-se que as células B
desempenham um importante papel no sucesso da transplantacéo.

Foi objectivo deste trabalho quantificar por citometria de fluxo as
diferentes subpopulactes de células B e de plasmoblastos no sangue
periférico de doentes transplantados renais, assim como a expressado de
imunoglobulinas de superficie nas células B memoéria e plasmoblastos.
Diferencas significativas no numero de linfécitos B totais e suas
subpopulagbes do sangue periférico foram encontradas, quer entre os
distintos grupos de transplantados renais estudados, quer
comparativamente ao grupo controlo. Tais alteragbes numéricas podem
ser caracteristicas de doentes transplantados renais, reflectindo a acgéo
da terapéutica imunossupressora realizada, e reforgam o papel importante

destas células na progressao da situacao clinica face ao enxerto.

Transplante renal, linfécitos B, plasmoblastos, imunoglobulinas



Abstract

Keywords

Organ transplantation is the main therapy for most patients with end stage
renal disease with the particularity of induces a specific tolerance in the
recipient.

For many years, the predominant focus of research was to induce
tolerance on T cells. Today we know that B cells play an important role in
transplantation.

In the present paper we evaluated by flow citometry the numbers of
peripheral blood B cells and distinct B cell subsets, as well as the
expression of surface immunoglobulins in memory B cells and
plasmablasts from renal transplant patients.

Generally, significant differences in the number of total B lymphocytes and
their subpopulations were found either between the distinct groups of
patients or the control group. These numeric alterations can be seen as a
feature of renal transplant patients, reflecting the action of
immunosuppressive therapy, and highlighting the relevant role of these

cells in the clinical progression.

Kidney transplant, B cells, plasmoblasts, immunoglobulins



INDICE GERAL

L. INTRODUGCAD ...tiiiiitiite ettt et tsetestteseteestaeesesesseeestestsssssessassesssesstaeesesaseesesesseaseaes 2
1.1 TRANSPLANTE RENAL ....cootitiiieiee ettt ettt te et ene e e 2
1.2 RESPOSTAIMUNE .....coviuiitiitecteceeeeee ettt ettt et ete e eseneere e s 4

1.2.1RESPOSTA IMUNE INATA E REJEICAO. ......ccovieieeeeeeeeeee e 4
1.2.2RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVAE REJEICAO ......ccceiveveeeeceeeeeee e 4
1.3 RESPOSTAHUMORAL ......ccuiitiiieeeeee ettt ets e ate e anens 6
1.3.1REJEICAO MEDIADA POR ANTICORPO .......ccvecueeeriteeieceecee e, 6
1.4 MECANISMOS DE LESAO MEDIADA POR ANTICORPO ......cccovcveieeircirirennn, 10
1.5 DISFUNCAO CRONICA DO ENXERTO OU NEFROPATIA CRONICA DO
NI R O X (071 ) TP 11
1.6  TOLERANCIA IMUNOLOGICA .....coeoeeeeeeeeeee ettt 12
A [N =0 o1 i @ 1] = PR 13
1.7.1DESENVOLVIMENTO DA CELULA B ....ooiviiiiceeeee e 13
1.7.2ACTIVACAO DA CELULAB ...ttt 14
1.8 LINFOCITOS B E SUAS SUBPOPULAGOES ......ccoveveeeteceeceeeee e, 15
1.8. 1CELULAS IMATURAS. .....ooueiteiteieeeeeeee ettt aanesaeste st nn e are e 15
1.8.2CELULAS NAIVE ......oiivieeeee ettt ettt e et nn e e 15
1.8.3CELULAS MEMORIA .......oceeeiteeeeeeeeeee ettt ne e 16
1.8.4PLASMOBLASTOS .......oiiiieee et eeeeeeeee et ee ettt e e ete e ne e e e 17
1.9 LINFOCITOS B E TRANSPLANTACAO RENAL .....coooveviteieeceeeeeeeeee e, 18

2. OBJIECTIVOS. ..ottt ees ettt eee e see s st eesereeessresreeesesssaresreaeeereearsareareans 19

3. MATERIAL E METODOS ....oiuiieiieieeieieieeees et ieeerseeseaeearseesessearssrsieseeeiearsareareaes 20
3.1 POPULACAO DE ESTUDO ......coviuiiiieeieeeee ettt neane s 20
3.2 CARACTERIZACAO FENOTIPICADAS CELULASB......ccoeoveveeeeeeeeeeeee 21

3.2.1 IDENTIFICACAO IMUNOFENOTIPICA  DOS LINFOCITOS B E

SUBPOPULAGOES........coooieieeeeeeee ettt ettt ettt ae e, 21

3.2.2 AQUISICAO POR CITOMETRIA DE FLUXO E ANALISE .......coooovivieecece e 21
3.3 ANALISE ESTATISTICA ...ttt 23

4, RESULTADOS ...ttt ittt e st st ete et st se st ees et s eratrasaeeeeseearatnaeeans 24
4.1 PERCENTAGEM E VALOR ABSOLUTO DAS CELULAS B E SUAS
SUBPOPULAGCOES E PLASMOBLASTOS .....ocuviieite ettt 24
4.2 EXPRESSAO DE IMUNOGLOBULINAS DE SUPERFICIE NAS CELULAS B
MEMORIA CD27* E PLASMOBLASTOS.......ccviiiieeeeiteeeeeeeeee et eaen e anes 28

D DIS U S S AD ..iiiuiiiutiietieeteeeteeeteeseesseeseeeet e et e e st eeetees e et e e et e e et et eeeeeeeeereeereerteneeatreareeareas 31




6.
A

CONCLUSAO ..o

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS




INDICE DE ILUSTRAGOES

ILUSTRACAO 1- GRAFICO DE REPRESENTACAO DA EXPRESSAO DE IMUNOGLOBULINAS DE
SUPERFICIE NAS CELULAS B MEMORIA CD27" NOS DIFERENTES GRUPOS DE ESTUDO E GRUPO
(070 ]\ 1= T TSP 29
ILUSTRACAO 2 - GRAFICO DE REPRESENTAGCAO DA EXPRESSAO DE IMUNOGLOBULINAS DE
SUPERFICIE NOS PLASMOBLASTOS DO SANGUE PERIFERICO DOS DIFERENTES GRUPOS DE

ESTUDO E GRUPQO CONTROLO. 1. uiitiiiiitiitierais st s s s s e s s ra e s s s e s s e s e s eaaaens 30



INDICE DE TABELAS

TABELA 1- TIPOS DE REJEICAO MEDIADA POR ANTICORPO ......ciiiiiieeiiiiseeeesinneeseatnnseesannnaaaens 9
TABELA 2- VALOR ABSOLUTO DAS CELULAS B E PLASMOBLASTOS, NO SANGUE PERIFERICO DOS
DIFERENTES GRUPOS DE DOENTES ESTUDADOS E GRUPO CONTROLO.......ccvvviiiininiiniiininiaans 25
TABELA 3- PERCENTAGEM DAS DIFERENTES SUBPOPULACOES DE CELULAS B E
PLASMOBLASTOS DENTRO DO CONJUNTO TOTAL DOS LINFOCITOS B DO SANGUE PERIFERICO
DOS DIFERENTES GRUPOS DE DOENTES ESTUDADOS E GRUPO CONTROLO......ccvcevviiiiinainnnnes 27



LISTA DE ABREVIATURAS

ADCC citotoxicidade celular dependente de anticorpo
AMR rejeicdo mediada por anticorpo

APC célula apresentadora de antigénio
ASST Autoridade para os Servigos de Sangue e da Transplantag&o
BCR receptor da célula B

CAN nefropatia cronica do enxerto

CD designacéao de “cluster”

CG centros germinativos

CEH célula estaminal hematopoiética

CMvV citomegalovirus

CP célula plasmatica

CSR class switch recombination

C,d componente do complemento

DC disfungéo crénica

DSA anticorpos especificos do dador

Fc fraccao cristalizavel do anticorpo

lg imunoglobulina

MAC complexo de ataque membranar
MALT tecido linfoide associado & mucosa
MHC complexo Major da Histocompatibilidade
MN células mononucleares

MO medula 6ssea

NK células citotoxicas naturais

NL nddulos linfaticos

PB plasmoblastos

PTC capilares peritubulares

Rh referéncia ao grupo sanguineo Rhesus
SHM hipermutacdo somética

SP sangue periférico

TNF-R receptor do factor de necrose tumoral
TG glomerulopatia devido a transplante

Tx transplante



1. INTRODUCAO

1.1 TRANSPLANTE RENAL

O transplante de rim é a opc¢édo terapéutica e de reabilitacdo preferencial para a maioria
dos doentes com insuficiéncia renal crénica terminal **. Segundo a ASST, numa anélise
por &rea, Portugal atingiu em 2011 uma taxa de cerca de 50 transplantes renais por
milhdo de habitante. Um transplante renal bem-sucedido proporciona ao doente uma
melhor qualidade de vida, reduzindo a taxa de mortalidade na maioria dos doentes,
quando comparada com a taxa de mortalidade de hemodialise continua .

Em Portugal existem critérios, descritos por lei, a cumprir antes da realizacdo do
transplante, sendo estes, a compatibilidade ABO e Rh entre dador e receptor e
crossmatch antilinfocitario negativo por citotoxidade, entre outros. Os doentes com
crossmatch antilinfocitario positivo sdo categorizados como grupo de alto risco para

desenvolver rejeicdo do enxerto hiperaguda ou aguda acelerada apos transplante renal
71

Para que um transplante renal seja bem-sucedido, a compatibilidade dos tecidos e a falta

de anticorpos circulantes contra as células do dador é vital ..

A sobrevivéncia, apds transplante renal, varia também com a fonte do enxerto, idade do
doente, presenca e grau de severidade de condi¢gbes co-morbidas. Outros factores
incluem o género, raca e grau de imunossupresséo ?. Sabe-se hoje que a sobrevivéncia
dos doentes que recebem rim de um “dador vivo” é superior a daqueles que recebem rim

p [0 11]

de um cadave , € que doentes de idade mais avancada submetidos a um

transplante renal ttm uma taxa de mortalidade mais elevada que doentes mais jovens .

Mais de 50% dos rins transplantados de dadores cadaveres falham num prazo de 10
anos; de dadores “vivos” em 12 anos. Isto deve-se a falta de ferramentas clinicas para
monitorizar com precisdo a funcionalidade do enxerto ™ e & falta de testes especificos

[14

para a monitorizacdo ™. Assim sendo, a percentagem de rejeicdo do enxerto é ainda

consideravel.

A principal causa de morbilidade e mortalidade de doentes transplantados renais é a
infeccdo ™. Segundo um estudo com 1218 doentes transplantados renais, a infeccéo foi
a segunda causa de morte destes (29% dos casos), sendo as doencas cardiovasculares

a primeira, responsavel por 38% dos casos "®. Assim sendo, esforcos para diminuir as



complicacdes infecciosas reduzindo a terapéutica imunossupressora encontram-se em

curso 71,



1.2 RESPOSTA IMUNE

A resposta imune pode ser de dois tipos: Inata e Adaptativa. A primeira ocorre
rapidamente, com especificidade limitada e sem memoria e engloba diversos tipos
celulares (neutrofilos, macrofagos, células dendriticas e células citotoxicas naturais- NK)
8 hem como componentes moleculares (proteinas do complemento, citocinas, entre
outros) . Por sua vez, a resposta imune adaptativa, de que fazem parte as células B
produtoras de anticorpos e as células T, desenvolve-se mais lentamente, mas € mais

especifica e resulta em memoéria celular 2.

1.2.1 RESPOSTA IMUNE INATA E REJEICAO

Um bom exemplo da participagéo da resposta inata na rejeicdo do enxerto é a activagéo
do complemento bem como de outros componentes, pela condi¢cdo isquémica que ocorre
como resultado da cirurgia de substituicdo renal !, Efeitos posteriores destes processos
contribuem para uma fungéo renal tardia e amplificam respostas imunes adaptativas com

impacto negativo sobre a sobrevivéncia do enxerto a longo prazo.

1.2.2 RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA E REJEICAO

Os primeiros alvos da resposta imune adaptativa do hospedeiro contra o enxerto sédo 0s
antigénios do sistema Major da Histocompatibilidade presentes no tecido alogénico. Este
sistema nos humanos € designado por HLA. Os antigénios HLA de classe | expressam-se
em todas as células nucleadas, enquanto os de classe Il se encontram restritos as
células apresentadoras de antigénio e células endoteliais. Deste reconhecimento resulta
uma resposta celular e humoral que leva & rejeicdo do enxerto ??. O alo-reconhecimento
pode ocorrer por duas vias ndo mutuamente exclusivas: a via directa e a indirecta de

apresentacao antigénica %3

Via directa

Esta via de apresentacdo antigénica engloba o reconhecimento de moléculas HLA do
dador, intactas e na superficie celular, geralmente de células apresentadoras de antigénio
(APCs). Tanto as células T CD8" como as T CD4" podem reconhecer directamente

moléculas HLA classe | e II, respectivamente %,



Via indirecta

Em contraste com a via directa, esta via envolve o processamento das moléculas do
dador, pelas APCs, e posterior apresentacdo as células T que, por conseguinte, sdo
activadas.

Uma via semi-directa tem vindo a ser descrita, em que as APCs adquirem as moléculas
HLA do dador por contacto célula a célula, activando posteriormente as células T do

hospedeiro 4,

Enquanto a via directa € mais importante para a rejeicdo aguda, acredita-se que a via

indirecta desempenha um papel dominante na rejeicdo crénica *°

. Para suportar esta
afirmacéo, alguns estudos demostraram que a inibicdo da rejeicdo aguda atraveés da
deplecéo de APCs atrasa significativamente o desenvolvimento da rejeigdo crénica, mas
ndo a previne %, Foi também observado que a frequéncia da resposta directa declina
com o passar do tempo apos o transplante, enquanto ha um influxo continuado de

antigénios do dador processados pelas APCs pela via indirecta .



1.3 RESPOSTA HUMORAL

Durante muitos anos, os mecanismos mediados pela célula T foram considerados como
a principal causa de rejeicdo de transplantes e doencas autoimunes 8, e as terapias
imunossupressoras desenvolvidas tinham, maioritariamente, como alvo a célula TM.
Apesar de todas as melhorias na imunossupressao directa da célula T diminuirem a

incidéncia de rejeicdo aguda *°

, as respostas imunes humorais, principalmente as
mediadas por alo-anticorpos, tém vindo a ser consideradas como causas de rejeicdo do
enxerto P%. De facto, respostas imunes humorais podem levar & rejeicéo até em doentes

cuja resposta imune celular esta bem controlada Y.

Também as técnicas para deteccdo e caracterizacdo dos alo-anticorpos especificos do
dador (DSA), tém vindo a sofrer melhorias. Apesar de todos os avangos nestas técnicas,
muito pouco é ainda conhecido sobre os mecanismos imunolégicos subjacentes aos
efeitos clinicos dos DSA. Ainda nado esta claro porque alguns individuos aparentam
tolerar os DSA, um fenémeno conhecido como acomodac&o, enquanto outros nao B2,

Este fendmeno sera abordado mais adiante.

As rejeicbes de transplante de rim sdo classificadas em dois tipos: celular ou rejeicédo
mediada por anticorpos (AMR), segundo a classificacéo de Banff de 2007 B34,

No entanto, muitos casos de rejeicdo apresentam um perfil misto com graus variaveis

quanto a participacdo dos distintos componentes celulares e humorais 2.

1.3.1 REJEICAO MEDIADA POR ANTICORPO

A AMR representa um desafio significativo para a sobrevivéncia do enxerto a longo prazo
na transplantacdo renal, sendo uma importante causa de disfuncdo do enxerto, quer
aguda quer crénica, com consequente perda do enxerto ®*%. A AMR ocorre quando ha
uma imunossupressdo aparentemente adequada, e os efeitos da exposi¢do cronica a

DSA surgem como motivo de debate de varios estudos ¥,

Existem 3 tipos predominantes de AMR, que variam em acuidade e severidade: AMR

hiperaguda, AMR aguda e AMR cronica.

Rejeicdo Hiperaguda

Esta forma de rejeicdo do enxerto ocorre quando existem titulos de DSA elevados,

particularmente DSA contra moléculas do complexo Major da Histocompatibilidade de



classe I, no momento da transplantacdo ™. Tal resulta na perda do enxerto dentro de
minutos, horas ou, por vezes, dias. A ocorréncia deste tipo de rejeicao é extremamente
rara, devido a medida universalmente adoptada de realizar um teste crossmatching preé-

transplante %,

A histopatologia é caracterizada por manifestacdes severas a nivel endotelial e arterial,
tais como arterite, edema intersticial e necrose cortical, com quase todos os casos

requerendo nefrectomia.

Rejeicdo Aguda

E caracterizada por uma disfuncédo do enxerto manifestada dias ap6s o transplante, como
resultado da accdo de DSA. Neste caso, os DSA podem ser pré-formados mas néo
detectados no momento do transplante, ou desenvolvidos apds a transplantacdo, sendo

por isso denominados de.anticorpos “de novo” Bl

Este tipo de rejeicdo ocorre em
aproximadamente 5-7% dos transplantes renais, e € responsavel por 20-48% dos
episddios de rejeicAo aguda entre 0s receptores com crossmatch positivo (pré-

sensibilizados).

Com histopatologia semelhante a rejeicdo hiperaguda, embora menos severa que esta, a
biopsia nestes casos mostra, por vezes, dilatacdo das células endoteliais, infiltracdo de
neutrofilos nos glomérulos e capilares peritubulares, trombos de fibrina, edema intersticial
e hemorragia 8. A identificacdo deste tipo de AMR ficou bastante acessivel com o
desenvolvimento de técnicas de coloragdo para C,d (produto do complemento) nas
biopsias e com as melhorias na detec¢do de anticorpos. As coloracfes especificas para
C.d indicam a activacdo do complemento dentro do enxerto e servem como evidéncia

indirecta da deposicdo de anticorpos fixadores de complemento 9.

Rejeicdo cronica
Tem sido descrito que os anticorpos podem intervir na disfungéo crénica do enxerto, a
qual é vista caracteristicamente como glomerulopatia devido a transplante (TG) nas
biopsias **. Os doentes podem ser assintométicos nos primeiros estadios, e apresentar
proteinuria, hipertensdo, e disfungdo do enxerto em estadios mais avangados. O
desenvolvimento de proteindria encontra-se associado com a diminuicdo da

sobrevivéncia do enxerto, independentemente de outros factores de risco 401

A progressao pode ser por vezes bastante rapida, especialmente se houver registo de

AMR aguda, resultando em faléncia do enxerto em meses (41,



Assim, a presenca de DSA antes ou no momento da transplantagdo é associada com o
aumento da frequéncia de AMR e, consequentemente, pior resposta 1“2,

Acomodacéo

Este fendmeno foi descrito primeiramente, nos doentes que receberam transplante renal
com incompatibilidade ABO. Nestes, apds a remocédo de anticorpo (por plasmaférese) e
transplante, os anticorpos contra o sistema sanguineo re-acumularam na circulagdo e no
enxerto, tal como o complemento, mas ndo se manifestaram qualquer acc¢do lesiva no
enxerto. Pouco se sabe ainda sobre os mecanismos biolégicos que permitem que alo-

anticorpos funcionais ndo causem dano no tecido.

Muitos destes doentes tém coloragéo positiva para C,d na biopsia renal. Esta positividade
para C,d sugere a presenca de aloanticorpo mas nem sempre se correlaciona com leséo
do enxerto em curso, como também n&o prevé com segurancga a evolugdo funcional do

enxerto 3,

Os mecanismos sugeridos para a acomodacao incluem: uma alteragdo da capacidade
funcional do anticorpo, por troca de isotipo de IgG para IgG2, resultando numa activagéo
do complemento menos eficiente; uma mudanga na capacidade funcional do antigénio ou
até uma regulacdo negativa do mesmo; e uma resisténcia do enxerto a lesdo, pela

producdo de proteinas cito-protectoras pelas células endoteliais ™*

. A acomodacéo
também esta relacionada com a afinidade do anticorpo, possibilitando as células
endoteliais a oportunidade de adaptarem-se na presenca de anticorpos de baixa
afinidade "

Os 4 tipos de AMR caracterizados por Colvin et all encontram-se resumidos na tabela 1
[46]



Tabela 1- Tipos de rejeicdo mediada por anticorpo

) o Apresentacéo ] ) ]
Diagndstico . Histologia Cd Serologia Desenlace
Clinica
N nos
glomérulos e )
Falha do enxerto + PTC; pode Anti-dador HLA Quase
AMR ) . . PTC;
. imediata (min a ) ser - ou ABO + na sempre
Hiperaguda hemorragia, o o . )
horas) primeiramente maioria irreversivel
necroses,
trombose
Rapida perda da Varidvel. N e As vezes
Rejeicao funcéo do enxerto macréfagos + PTC; Anti-dador HLA reversivel
humoral (dias) a qualquer nos variavel nos ou ABO + na como
Aguda altura apos o glomérulos e glomérulos maioria (90%) tratamento
enxerto PTC. apropriado
Células MN
Lenta, perda )
nos Anti-dador HLA
L fungéo enxerto i o ]
Rejeicao ) glomérulos e + PTC; + maioria, Sem terapia
progressiva . 5 . o
Humoral i PTC; atrofia variavel nos especialmente optima
. (meses até ) n
Cronica o tubular e glomérulos para HLA classe definida
anos),proteindria,
. . necrose Il
hipertensédo ) .
intersticial
Normal ou Comum nas ABO )
. PTC+, ) o Sem terapia
. Funcao do enxerto com ) incompativeis, o
Acomodagéao . glomérulo ] optima
normal alteracdes . ocasionalmente o
) variavel definida
minor HLA

PTC, capilares peritubulares; N, neutrofilos; MN, mononucleares



1.4 MECANISMOS DE LESAO MEDIADA POR ANTICORPO

O mecanismo mais importante deste tipo de lesdo € a activagdo da via classica do
complemento pelo complexo antigénio-anticorpo, levando a formag¢@o do complexo de
ataque a membrana (MAC), resultando em les&o celular. Os produtos do complemento
actuam como quimiocinas levando a infiltracéo de células inflamatérias e amplificacdo do

processo inflamatoério.

Os anticorpos também causam lesdo do enxerto por vias independentes do
complemento, tal como citotoxidade celular dependente de anticorpo (ADCC). Este
fendbmeno é mediado por células da imunidade inata, tais como as células NK e

macréfagos, que se activam por ligacdo & porcao cristalizavel (Fc) do anticorpo 71,

10



1.5 DISFUNCAO CRONICA DO ENXERTO OU NEFROPATIA CRONICA DO
ENXERTO (CAN)

A disfuncé@o crénica do enxerto é a principal causa de perda tardia de transplante renal,
sendo esta de etiologia multifactorial, envolvendo mecanismos imunolégicos e nao

48] O termo disfunc&o crénica do enxerto em detrimento de rejeicéo crénica

imunoldgicos
deve-se ao facto de o primeiro ser mais abrangente, englobando ndo sé a deterioracao
cronica da funcdo do enxerto provocada por factores imunolégicos, como também a
degradacédo progressiva do enxerto ocasionada pela recidiva da doenca renal e/ou por
factores ndo imunolégicos, como a idade do dador, a nefrotoxicidade medicamentosa,
infecgbes por CMV, entre outras.

O diagnéstico da CAN é histolégico e representa o estadio final do dano no enxerto renal
1“9 As caracteristicas histopatoldgicas da CAN- fibrose intersticial, atrofia tubular,
glomerulopatia e vasculopatia- sdo inespecificas. Pensa-se que é responsavel por 40%

das perdas de enxerto aos 10 anos P

. Niveis elevados de anticorpos anti-HLA pré-
transplante e DSA de-novo tém vindo a ser associados com CAN. No entanto, anticorpos
desenvolvidos de-novo e contra HLA do dador, nem sempre séo detectados na circulacdo
dos doentes em rejeicdo aguda, questionando-se assim a significancia destes na

patogénese da rejeicéo cronica =,

Assim, evitar ou retardar a progressdo de DC pela sua prevencdo ou diagndstico
precoce, assume importancia primordial no acompanhamento do paciente transplantado.
Agentes imunossupressores quimicos e biologicos utilizados de forma combinada em
protocolos de imunossupresséo sdo usados com o objectivo de minimizar o fenémeno de
rejeicAo do enxerto. Estas drogas, por meio de mecanismos moleculares complexos,

visam modificar a resposta imune de forma a “aceitar” ou “ignorar” o érgao transplantado.
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1.6 TOLERANCIA IMUNOLOGICA

O objectivo da transplantacao de 6rgaos € induzir no receptor uma tolerancia especifica,

Bl Esta tolerancia é um

face ao dador, na auséncia de imunossupressédo farmacoldgica
estado de “falta” de resposta imune, ou uma resposta imune benigna, a presenca de
antigénios especificos néo préprios B%. Uma vez atingido este estado, o transplante seria
realizado sem o risco de rejeicdo do enxerto e sem o recurso da utilizacdo de drogas
imunossupressoras. Deste modo, evitar-se-ia os efeitos colaterais do uso destas drogas,

de accdo ndo especifica e heterogénea, como as infecgdes e outras malignidades 2.

Tolerancia espontanea, geralmente verificada em situagcdes em que os doentes deixam
de tomar os seus imunossupressores, ja foi descrita ocasionalmente em alguns casos de

| B9 Actualmente desenvolvem-se estudos com o intuito de identificar

transplante renal
associacbes moleculares capazes de prever tolerancia, mas enquanto estes
biomarcadores ndo se encontram disponiveis, 0s riscos de perda do enxerto superam 0s

potenciais ganhos da remoc¢éo dos imunossupressores.

Para induzir esta tolerancia ao enxerto, uma das abordagens usadas €é eliminar o sistema
imune do receptor e depois reeducéa-lo, na presenca de um transplante, para que

reconheca o 6rgdo transplantado como proprio 2

. A remogao do sistema imune com
radiacdo ou quimioterapia, seguida de transplante de medula éssea ou de um 6rgéo, ja

induziu tolerancia imunolégica em modelos animais com sucesso .
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1.7 LINFOCITOSB

Durante muitos anos o foco principal das pesquisas sobre transplantacdo e doencas
autoimunes foram as células T. Com o crescente interesse pela rejeicdo humoral, na
dltima década as células B emergiram como um importante factor da transplantacdo

renal.

1.7.1 DESENVOLVIMENTO DA CELULA B

A maturacdo das células B ocorre em duas etapas que se localizam em diferentes
tecidos: i) a diferenciacdo dos precursores de células B a partir de uma célula estaminal
hematopoiética (CEH) até uma célula B naive madura, na medula 6ssea (MO) *®: e (ii) a
maturacdo em células B de memoria/efectoras, nos tecidos linfoides secundarios —

nddulos linfaticos (NL) e tecidos linféides associados a mucosas (MALT) — na MO e bago
[56-58]

A competicdo dos precursores de células B por factores promotores de diferenciagao
(p.e., citocinas especificas de linhagem, receptores membranares de células estromais, e
ligandos para o seu receptor) na MO, induz estas células a passarem por uma
diferenciacdo gradual desde uma CEH até uma célula B madura > %%, A célula B naive
com caracteristicas fenotipicas maduras e um receptor funcional *” deixa a MO através
dos vasos sanguineos, e pelo sangue periférico re-circula entre os tecidos linféides
secundarios, morrendo passado poucos dias. Caso esta célula entre em contacto com o
antigénio nos NL, baco, ou MALT h& a formacdo de uma reac¢do do centro germinal
(CG) em colaboracdo com células T CD4" activadas ®” °®. Depois de passarem por véarios
ciclos de proliferacdo e maturacdo por afinidade na zona escura e clara do CG, estas

B7. %8 células B

células originam células B de memoria e pré-efectoras (plasmoblastos)
de memoria quiescentes permanecem recirculando no sangue periférico ou migram para
tecidos de drenagem de antigénio ®3. Enquanto isso, os plasmablastos (PB) procuram
nichos de sobrevivéncia na MO ou nos MALT para completarem a sua diferenciacdo em
células secretoras de anticorpos — células plasmaticas (CP) 2.

Os perfis fenotipicos dos diferentes estadios de maturacdo da célula B na MO ®” e nos
NL B sdo desde ha muito conhecidos em humanos. No entanto, devido a sua
complexidade fenotipica, os subtipos de células B do sangue periférico s6 mais
recentemente foram definidos. Inclusivamente foi descrito dentro das células B pré-CG
circulantes ndo apenas uma populacéo de linfocitos B naive maduros mas também uma
subpopulacdo de células B minoritaria com reduzida capacidade funcional e

caracteristicas fenotipicas de imaturidade, denominadas de células transicionais .
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Estas células deixam a MO e necessitam de alcancar o microambiente esplénico para
completar o seu processo de maturagdo. Uma vez no bago, estas células B passam por 2
estadios transicionais, denominados de estadio 1 e 2 (T1 e T2, respectivamente). Apenas
uma minoria das células B completara com sucesso esta fase de transi¢cdo, uma vez que
esta etapa de diferenciacdo constitui um checkpoint curcial de controlo de auto-
reactividade que requer a interacc¢ao do factor soltvel activador de célula B (BAFF) com o
seu receptor, BAFFR, expresso particularmente neste estadio de maturacéo °°.

Em suma, o estudo dos diferentes subtipos de células B circulantes, entre estes diversos
tecidos através do sangue periférico, veio melhorar o conhecimento do estado
imunolégico de um individuo, assim como, de condi¢cfes patoldgicas relacionadas com a

biologia e homeostase da célula B.

1.7.2 ACTIVACAO DA CELULA B

As células naive com caracteristicas fenotipicas maturas e um BCR totalmente funcional,
deixam a medula éssea através dos vasos sanguineos, alcancam o sangue periférico e
re-circulam entre os tecidos linfoides secundarios. A activagdo das células B, a sua
proliferacdo e diferenciacdo em plasmécitos secretores de anticorpos, e em células B de
memoria pode ocorrer segundo dois tipos de resposta humoral.

As respostas B dependentes de célula T sédo caracterizadas pela formacdo do CG,
proliferagdo ampla de células B, maturacdo por afinidade, e CSR das Ig resultando na
formacdo de células B de memoria e CP com alta afinidade. No entanto, as células B
podem responder a antigénios mesmo na auséncia de células T (respostas B
independentes de célula T, Tl) que sédo activadas quer via BCR e outro receptor “inato”
(TI-1) ou via ligacé@o cruzada extensiva do BCR devido a natureza repetitiva do antigénio
(p.e. antigénios polivalentes, como polissacarideos, que pela sua natureza ndao podem

ser reconhecidos pelas células T) (TI-2) €769,
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1.8 LINFOCITOS B E SUAS SUBPOPULAGCOES

1.8.1 CELULAS IMATURAS OU TRANSICIONAIS

No sangue periférico de adultos saudaveis detecta-se de forma sistematica, embora em
reduzida frequéncia (de 2%-4% do total de células B em adultos, cerca de 1-5

7072 Estas células foram inicialmente

células/uL), células B imaturas ou transicionais
equiparadas, em termos fenotipicos, as células B “transicionais” identificadas em ratinho,
mas sabe-se actualmente que correspondem a células B imaturas que abandonam a MO
durante o processo de seleccdo negativa. Assim, estas células apresentam
caracteristicas fenotipicas de um linfécito B imaturo (CD19", CD10*, CD24", CD38"), co-
expressam SmigM e SmigD, carecem de muta¢des dos genes IGH e apresentam uma
capacidade in vitro para proliferar e se diferenciarem na célula secretora de anticorpo
claramente inferior aquela apresentada pelas células B naive maduras **®!. Desta forma
representam um compartimento celular heterogéneo, constituido por células
aparentemente em diferentes fases de maturacéo, entre os estadios de célula B imatura
e de linfécito B naive maduro. No sangue periférico, o seu nimero surge aumentado em
criancas e doentes com patologias autoimunes e outras patologias com base imunoldgica
(p.e. ldpus eritematoso sistémico, imunodeficiéncia comum variavel e doengas
linfoproliferativas ligadas ao cromossoma X) e durante o processo de regeneracdo da MO

[73, 74]

apoés transplante hematopoiético , geralmente associado a uma diminuicdo do

6363 Existe a possibilidade (embora ndo demonstrada)

namero de células B de memoria
de que em humanos algumas destas células possam concluir a sua maturacao na
periferia, actuando como células B reguladoras humanas "®, ou que possam passar por
um processo de transformacdo neoplasica. Finalmente ha ainda a salientar um maior
ratio /A neste compartimento celular comparativamente ao das outras subpopulacdes de

células B circulantes (cerca de 2,0 vs 1,5, respectivamente).

1.8.2 CELULAS NAIVE

As células naive deixam a medula 6ssea e alcangam o sangue periférico através dos
vasos sanguineos, migrando para os nodulos linfaticos. Se as células naive nado
encontrarem um antigénio, deixam os nédulos linfaticos através dos vasos linfaticos,
circulam entre o sangue periférico e os tecidos linféides e morrem dentro de alguns dias
[ Por outro lado, se estas células encontrarem o seu antigénio especifico, s&o

activadas com o auxilio da célula T, e migram para o CG. Ai sofrem uma maturacao de
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afinidade, resultando na sobrevivéncia e proliferacéo de clones de células B com um BCR
com alta afinidade pelo antigénio. Estas células que constituem cerca de 60-70% dos
linfocitos B do sangue periférico e expressam simultaneamente IgM e IgD, apresentam o
seguinte perfil imunofenotipico: CD107/CD19*/CD20*/CD277/CD38"/CD45" "],

1.8.3 CELULAS MEMORIA

Em humanos, uma fracgdo substancial das células B circulantes consiste de células que
ja entraram em contacto com antigénio e apresentam caracteristicas de células B de
memoéria ", Estas células B de memoéria (aproximadamente 20-30% de toda as células
B do sangue periférico em adultos) passaram por SHM apresentando as suas regides
IGVH mutadas, e cerca de metade também ja passou por CSR das Igs [78, 79], o que se
reflecte na expressao variavel de SmigH (23% + 10% e 21% + 9% das células B de
memdaria do sangue periférico no adulto expressam SmIgG e SmlgA, respectivamente).
Inicialmente, as células B de memodria foram identificadas com base na expresséo
de CD27 " #1 Aquelas células B de memoéria CD27* que expressam IgA ou IgG parecem
derivar de respostas consecutivas dependentes de célula T no CG e contém alto grau de
SHM nos genes das Ig ®. As restantes células B de meméria CD27" continua a co-
expressar SmigM e SmigD (52% + 15% das células B de memoria), ou apenas SmigM.
Estas células B de memdria CD27°IgM’IgD" contém menos SHM mas apresentam
caracteristicas moleculares de reaccdes primarias do CG ®3. Em contraste com as
células B de memdria CD27°IgM’IgD", as células B CD27°IgM’IgD", denominadas de
“efectoras naturais”, estdo presentes em doentes com deficiéncia de CD40 ou CD40L, o
que sugere que pelo menos parte deste subtipo celular se possa formar
independentemente da participacdo das células T e da formacéo de um CG funcional ®*
8l Apesar da sua origem permanecer controversa, estas células B efectoras naturais
assemelham-se a células B pré-diversificadas da zona marginal ®¥ e apresentam um
nimero mais limitado de replicacdes e de SHM B #! comparativamente com as células
do CG e com aquelas CD27*IgD " &l No entanto, em outros estudos foi descrita uma
populacdo como fazendo parte destas células, com as mesmas caracteristicas
fenotipicas " ®¥, e os mesmos reordenamentos VDJ das IGVH que aqueles encontrados
nas células B de memdria com troca de isotipo 4 sugerindo que esta populacéo seja
constituida por uma mistura de células B de memdria do CG e independentes do CG.
Mais recentemente foram ainda descritas no sangue periférico duas populacbes de
células B, CD271gG" e CD271gA" (21% * 10% e 9% + 6% das células B de memoria,
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respectivamente) Y, Estas apresentam um menor nimero de SHM nos genes das Igs
e expressam com maior frequéncia IgG3 que as suas homélogas CD27* 94,

Em suma, actualmente seis subtipos de células B de memoéria podem ser
identificados com base no seu fendtipo de célula B apds contacto com o antigénio,
expressao diferencial de CD27, isotipos das IgH e analise do seu nimero de replicacbes
e SHM, permitindo deste modo definir as suas origens através de trés vias distintas
dependentes e independentes do CG.

Até a data, ndo foi detectada a presenca de células B de memodria sIgE* no

sangue periférico e a sua origem e fungcao permanecem por esclarecer.

1.8.4 PLASMOBLASTOS

Células com caracteristicas morfologicas, fenotipicas e funcionais de célula plasmatica
(CP) sdo também detectadas, em reduzido namero, no sangue periférico de um adulto

em estado basal %72,

A maioria destas células pensa-se corresponderem a
plasmoblastos (PB) recém-formados (CD10/CD19*/CD20"™/CD27**/CD38"**/CD45% que
migram dos tecidos linféides secundarios para nichos na MO, MALT, ou tecidos
inflamados. Em conjunto com estas células, as CP que deixam a MO e as mucosas
podem ser detectadas no sangue periférico em condicdes de activacdo imune > 7, Este
compartimento representa cerca de 1%-3% (1-5 cells/uL) de todas as células B no

s 7 no entanto sob

sangue periférico de um adulto saudavel em condi¢Bes basai
condicdes especificas pode alcangar frequéncias mais altas que todas as restantes
células B circulantes (p.e. em infec¢cdes agudas). Em contraste com as células B de
memoria, a IgA representa a Ig mais frequentemente expressa nos PB/CP (49% + 12%
de todos os plasmoblastos/CP do sangue periférico), com cerca de 18% + 12% de células
SmigM* e 13% + 11% SmigG* " ™. Em adultos saudaveis, cerca de 14%+12% dos
PBJ/CP circulantes ndo expressam nenhuma slg "® ™ e menos de 5% destas células s&o
SmigD*SmIgM’, as quais tém sido associadas com respostas imunes do tracto
respiratério superior ** %3, Inclusive, a distribuicdo das cadeias leves das Ig também é
heterogénea dentro dos diferentes compartimentos de células B circulantes. Os PB/CP
apresentam ratios /AL mais baixos comparativamente com as restantes células B. Em
particular, aqueles que expressam apenas SmigD (SmlgM’) expressam maioritariamente

Smigk mas s&o oligoclonais por sequenciacédo de DNA 4,
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1.9 LINFOCITOS B E TRANSPLANTACAO RENAL

Apesar da rejeicdo do rim apés alo-transplantagdo ser um fendmeno considerado
principalmente mediado por linfocitos T, ha cada vez mais evidéncias de que as células B
e 0s anticorpos por estas produzidos, desempenham também um importante papel no

processo °% %1,

As contribuicbes dos linfocitos B e plasmoblastos para a rejeicdo do enxerto permanecem
pouco claras devido as varias funcdes desenvolvidas por estas células durante as
respostas imunes P’ De entre todas as funcbes de que sdo responsaveis, podemos
destacar a secrecdo de anticorpos por células plasmaéticas °”!, a apresentacédo de

98, 99]

antigénios por células B aos linfécitos T ! , € o facto de que os linfécitos B serem

indispensaveis para uma expansdo optima das células T CD4", formacdo de memdria

celular e produc&o de citocinas %102,

Como o grande objectivo da imunologia do transplante é induzir tolerancia especifica ao
dador, desenvolvendo terapias imunossupressoras a curto prazo, e que resultem numa
extensa supressdo das respostas imunes especificas contra o0 enxerto, deixando o

restante sistema imune competente #%%

, podem ser vérias as abordagens e terapias de
imunossupressao. Actualmente estas estratégias incluem a deplecéo da célula B, inibicao
da activacdo dos linfocitos B, deplecdo dos plasmoblastos, remo¢do dos anticorpos

circulantes ou inibicdo da fungéo efectora do préprio anticorpo %4,

Dito isto, varios estudos tém tentado esclarecer os mecanismos que controlam as
respostas das células B, para que assim se possam alcancar e desenvolver novas formas
de induzir e manter a tolerancia ao enxerto, aumentando a taxa de sobrevivéncia pos-

transplante.
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2. OBJECTIVOS

v" Quantificar as diferentes subpopulacées de células B e plasmoblastos do sangue
periférico de doentes transplantados renais e do grupo controlo;

v' Avaliar a expressao de imunoglobulinas pelas diferentes subpopulacdes de células B
e plasmoblastos nos diferentes grupos de estudo;

v Comparar os dados analisados entre os grupos de doentes transplantados renais
com funcdo renal estavel superior a 10 anos, e os grupos de doentes transplantados

renais com doenga cronica do enxerto e o grupo controlo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 POPULACAO DE ESTUDO

Pacientes

Um total de 68 doentes transplantados renais (idade 56,8+11,8) foi incluido neste estudo.
Destes 42 individuos eram do sexo masculino (idade 56,3+11,3) e 26 do sexo feminino
(idade 57,7+£12,69).

Com base no valor de creatinina de cada um dos doentes, estes foram separados em 2
grupos distintos: doentes com fungcdo renal estavel superior a 10 anos (creatinina
0,96+0,18 mg/dL) e doentes com disfuncdo crénica do enxerto (creatinina 2,64+0,74
mg/dL).

Assim, sdo 46 [idade 59+11,1; sexo 25 masculinos (idade 59,1+9,9) / 21 femininos (idade
58,9+12,7)] os doentes incluidos no grupo com funcéo renal estavel a mais de 10 anos; e
22 [idade 52,2+12; sexo 17 masculinos (idade 52,1+12,3) / 5 femininos (idade 52,6+12,3)]

os doentes com disfuncédo crénica do enxerto.

Controlos

Neste estudo foi incluido um grupo controlo, constituido por 12 individuos, com idade e
sexo equiparados ao grupo de doentes (idade 52+12,5; sexo: 2 masculinos / 10

femininos), sem histéria clinica familiar de patologias renais ou outras associadas.

Amostras

Amostras de sangue periférico de cada doente e dos individuos do grupo controlo, foram
colhidas para tubos de EDTA (Vacuette, América do Norte), no dia de inclusdo e
avaliacdo clinica. As amostras foram enviadas para o laboratério, com um ndmero de

cadigo e a andlise foi feita sem conhecimento do estado clinico dos doentes.
Etica

Todos os patrticipantes foram devidamente informados acerca do estudo, tendo assinado

um consentimento informado.
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3.2 CARACTERIZACAO FENOTIPICA DAS CELULAS B

3.2.1 IDENTIFICACAO IMUNOFENOTIPICA DOS LINFOCITOS B E
SUBPOPULACOES

A quantificacdo das células B e identificacdo das suas varias subpopulacdes foi realizada
em amostras de sangue periférico colhidas em K3-EDTA, usando-se 0s seguintes
anticorpos: anti—-CD20-PB (Pacific Blue; clone 2H7; BioLegend, San Diego, California,
EUA), anti-CD27-PC5 (phycoerythrin-cyanine 5; clone 1A4LDG5; Beckman Coulter;
USA), anti-CD19-PC7 (phycoerythrin-cyanine 7; clone J3-119; Beckman Coulter, Franca),
anti-CD45-KO (Krome Orange; clone J.33; Beckman Coulter, Frangca) and anti-CD38-
APC-H7 (allophycocyanin-H7-conjugated; Custom Conjugate, BD Pharmingen, San
Diego, California, EUA).

Em cada subpopulacédo, foi também analisada a expressdo de isotipos de cadeias
pesadas de imunoglobulinas de superficie: anti-lgM-APC (Aloficocianina; clone G20-127;
BD Pharmingen, San Diego, California, EUA), anti-lgG-FITC (Isotiocianato de
Fluoresceina; clone G18-145; BD Pharmingen, San Diego, California, EUA) and anti-IgA-
PE (Ficoeritrina; clone B3506B4; Beckman Coulter, Brea, C.A., USA).

As amostras foram incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente e no escuro. Apos
esta incubacdo, um protocolo de lise celular e lavagem foi realizado: 2 mL de solucdo de
lise FACS (BDB, San José, CA, USA) diluida 1:10 (vol/vol) em agua destilada foi
adicionada e ap6s 10 minutos de incubacao, as células foram lavadas com 2 mL de PBS

e re-suspendidas em 0.5 mL de PBS antes da aquisi¢cao no citdbmetro de fluxo.

3.2.2 AQUISICAO POR CITOMETRIA DE FLUXO E ANALISE DE DADOS

A aquisicdo da amostra foi realizada no citometro de fluxo FACS-Canto Il (BDB, Séo
José, CA) com recurso a aplicagéo informatica FACSDIVA (BDB, Sao José, CA). Para
analisar as diferentes subpopulagcfes de célula B e avaliar a expresséo de isotipos de
imunoglobulinas (cadeia pesada) de superficie usou-se o programa informético Infinicyt
1.5 (Cytognos, Espanha). Os resultados sdo apresentados em percentagem de células

positivas para cada anticorpo estudado.

Os distintos compartimentos periféricos de células B foram identificados pela expresséo
diferencial de CD19, CD20, CD27 e CD38, juntamente com as suas propriedades de
dispersdo da luz (FSC, Forward Scattered Light e SSC, Side Scattered Light) que

reflectem o seu tamanho e complexidade. Uma vez identificados os distintos subtipos de
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linfocitos B (transicionais: CD19'/CD20""/CD27/CD38""; naive: CD19'/CD20'/CD27
/CD38; meméria: CD19'/CD20*/CD27/CD38":;  plasmoblastos: CD19%/CD20
*ICD27"/CD38™"), procedeu-se & andlise de expresséo de isotipos de imunoglobulinas
de superficie IgM, 1gG e IgA nas células B memaria e plasmoblastos.

Os valores absolutos foram calculados utilizando uma dupla metodologia: citometria de
fluxo e contador hematoldgico (A C Tdiff 2, Beckman Coulter, Brea, CA, EUA).
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3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram estatisticamente analisados através do uso do teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney, para amostras independentes. Todas as andlises estatisticas foram
realizadas através do programa SPSS Statistics 17.0 (IBM, Armonk, NY, USA) e as

diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor de p <0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 PERCENTAGEM E VALOR ABSOLUTO DAS CELULAS B E SUAS
SUBPOPULACOES E PLASMOBLASTOS

A partir de uma populacéo de 68 doentes transplantados renais, subdividida em 3 grupos,
sendo estes: o grupo de doentes com funcao renal estavel e transplante ha mais de 10
anos; o grupo de doentes com disfuncao crénica do enxerto e transplante renal h4 menos
de 10 anos e o grupo com disfungcdo cronica do enxerto e transplante h4 mais de 10
anos; e um grupo controlo, formado por 12 individuos saudaveis, procurou-se verificar se
existiam diferengas nos valores absolutos de células B e plasmoblastos no sangue
periférico, bem como se existiam diferencas, em termos percentuais, das diferentes
subpopulagbes de células B estudadas e sua expressdo de imunoglobulinas de

superficie.

Por citometria de fluxo e com base na expressdo de CD20, CD38, CD27 e expresséo de
imunoglobulina de superficie, identificaram-se e quantificaram-se, em termos absolutos e
relativos, as células imaturas, as células naive, e as células memoria CD27" e memoria

CD27 e plasmoblastos.

Verificdamos assim que, face a distribuicdo dos linfocitos B totais, obtivemos diferencas
estatisticamente significativas entre os diferentes grupos de doentes transplantados
renais, comparativamente ao grupo controlo, apresentando o grupo de doentes nimeros
totais mais baixos para estas células. Ainda relativamente aos valores de linfocitos B
totais, encontrou-se diferencas estatisticamente significativas entre o grupo com funcéo
renal estavel comparativamente ao grupo com DC do enxerto e Tx inferior a 10 anos e,
comparativamente com o grupo com DC do enxerto e Tx superior a 10 anos,
apresentando o grupo de doentes com funcao renal estavel, valores mais altos para estas

células, dentro do conjunto dos doentes transplantados renais.

Relativamente aos valores absolutos de plasmoblastos, obtivemos diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos com DC do enxerto, comparativamente ao
grupo controlo, apresentando o grupo de doentes transplantados renais com DC do
enxerto valores totais de plasmoblastos mais baixos. Ainda se observou um aumento
significativo no grupo de doentes com fungdo renal estavel comparativamente com o
grupo com DC do enxerto e transplante renal inferior a 10 anos. Os dois grupos de

doentes com DC do enxerto apresentam também diferengcas estatisticamente
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significativas entre si, sendo o grupo com transplante renal realizado ha mais de 10 anos

aguele que apresenta um valor mais elevado de plasmoblastos.

Tabela 2- Valor absoluto das células B e plasmoblastos, no sangue periférico dos
diferentes grupos de doentes estudados e grupo controlo (Valores expressos em
médiatdesvio padrao, e em células/pL)

Grupos de estudo

Doentes com DC do enxerto

Doentes com

funcéo renal

) . Tx<10 anos Tx>10 anos Grupo Controlo
Compartimentos estével
celulares Tx>10anos
87,252 54,47 64,39° 192
Valor absoluto dos . N " +
o , - Y ¥ 122
linfécitos B 77,76 39 49
Valor absoluto dos 169" 0,39%¢ 1,19° 2,39
lasmoblastos x : : p
P 1,55 0,55 0,88 1,58

% p<0,05 para doentes com fungao renal estavel versus grupo controlo

b p<0,05 para doentes com disfun¢do crénica do enxerto Tx<10anos versus grupo controlo

¢ p<0,05 para doentes com disfung&o cronica do enxerto Tx>10 anos versus grupo controlo

d p<0,05 para doentes com funcao renal estavel versus doentes com DC do enxerto Tx>10anos

® p<0,05 para doentes com DC do enxerto Tx<l0anos versus doentes com DC do enxerto
Tx>10anos

f p<0,05 para doentes com funcao renal estavel versus doentes com DC do enxerto Tx<10anos

Em relacdo aos valores percentuais das diferentes subpopulagBes de células B e

plasmoblastos, verificaram-se varias diferengas entre os grupos de estudo.

Todos os grupos apresentam frequéncias mais baixas de células imaturas e naive,
comparativamente ao grupo controlo, com o0 consequente aumento das células B

memoria CD27".
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Verificaram-se diferencas estatisticamente significativas na andlise das células memaria
CD27- 1gG, entre os diferentes grupos de doentes transplantados renais,
comparativamente ao grupo controlo, apresentando os grupos de doentes transplantados
renais frequéncias mais elevadas.

Avaliando os valores percentuais das células memadria CD27- IgA+ dos diferentes grupos
de estudo, diferengas estatisticamente significativas foram encontradas no grupo com
funcéo renal estavel, bem como no grupo com DC do enxerto e transplante h4 menos de
10 anos, comparativamente ao grupo com DC do enxerto e transplante ha mais de 10
anos. O grupo de doentes com DC do enxerto e transplante ha mais de 10 anos

apresenta a percentagem mais baixa de células memaria CD27- IgA+.

Em relacdo a percentagem de plasmoblastos no total das células B, esta encontrou-se
diminuida no grupo com DC do enxerto e transplante ha4 menos de 10 anos quando

comparada com o grupo controlo.

Um aumento significativo da frequéncia de plasmoblastos foi ainda observado no grupo
de doentes com fungéo renal estavel comparativamente ao grupo com DC do enxerto ha
menos de 10 anos.
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Tabela 3- Percentagem das diferentes subpopulacdes de células B e plasmoblastos

dentro do total dos linfécitos B do sangue periférico nos diferentes grupos de doentes

estudados e grupo controlo (Valores expressos em média + desvio padréo)

Grupos de estudo

Doentes com DC do enxerto

Doentes com

funcéo renal

) . Tx<10 anos Tx>10 anos Grupo Controlo
Compartimentos estavel
celulares Tx>10anos
0 2 2,78 0,62 1,69 2,99
% de Células . . 4 v
Imaturas 2,58 0,58 1,83 2,83
% de Células 49 55 50 61
Naive + + + +
24 21 21 15
% de Células a7 o a0 a1
Memoria L + + +
CD27+ 24 20 18 15,5
% de Células a b c
- 1,4
Memoria 5'31 5’35 4’? +
CD27- 1gG 458 3,84 3 1,45
% de Células d e
. 1,18 1,59
Memoria 2’32 2’i4 + +
CD27- IgA 272 1.36 0,54 0,85
% de 2,58f O,Gb 2,03 1,3
Plasmoblastos + + + +
2,33 0,6 1,79 0,7

% p<0,05 para doentes com funcao renal estavel versus grupo controlo

b p<0,05 para doentes com disfun¢do crénica do enxerto Tx<10anos versus grupo controlo

° p<0,05 para doentes com disfuncao crénica do enxerto Tx>10 anos versus grupo controlo

d p<0,05 para doentes com funcao renal estavel versus doentes com DC do enxerto Tx>10anos

¢ p<0,05 para doentes com DC do enxerto Tx<l10anos versus doentes com DC do enxerto

Tx>10anos

' p<0,05 para doentes com funcao renal estavel versus doentes com DC do enxerto Tx<10anos
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4.2 EXPRESSAO DE IMUNOGLOBULINAS DE SUPERFICIE NAS CELULAS
B MEMORIA CD27" E PLASMOBLASTOS

A avaliacdo da expressdo de imunoglobulinas pelas células memdria e pelos
plasmoblastos nos diferentes grupos de estudo foi também objectivo deste trabalho.
VerificdAmos assim que, o grupo controlo apresentou a percentagem mais elevada de
células memodria a expressar IgM+ comparativamente ao grupo de doentes com funcéo
renal estavel e ao grupo de doentes com DC e transplante ha menos de 10 anos. Por
outro lado, todos os grupos de doentes transplantados renais, apresentaram uma maior
percentagem de células memdéria CD27+ a expressar IgG face ao grupo controlo.

Por Ultimo, ainda se verificou uma maior percentagem de células memodria CD27+ a
expressar IgA no grupo de doentes transplantados renais com fungéo renal estavel e no
grupo de doentes com DC do enxerto e transplante h4 menos de 10 anos,
comparativamente ao grupo com DC do enxerto e transplante ha mais de 10 anos.
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Doentes com func¢ao renal Doentes com DC do

estavel superior a 10anos enxerto inferior a 10anos
d
20,04% 17,82%
52,37%
49,58% e =

30,37% 29,80% b
b
a
Doentes com DC do Grupo controlo
enxerto superior a 10anos migM
14,75%
11,72% o m1sG
IgA
14,71 &
28,109
60,18%

llustracdo 1- Gréafico de representacdo da frequéncia de células B memoéria CD27" a

expressar as distintas imunoglobulinas de superficie, nos diferentes grupos de estudo e

grupo controlo.

# p<0,05 para doentes com fungéo renal estavel versus grupo controlo
b p<0,05 para doentes com disfuncéo crénica do enxerto Tx<10anos versus grupo controlo
¢ p<0,05 para doentes com disfung&o cronica do enxerto Tx>10 anos versus grupo controlo

d p<0,05 para doentes com funcao renal estavel versus doentes com DC do enxerto Tx>10anos

® p<0,05 para doentes com DC do enxerto Tx<l10anos versus doentes com DC do enxerto

Tx>10anos
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A andlise comparativa da frequéncia de plasmoblastos a expressar as distintas
imunoglobulinas entre os diferentes grupos de estudo, ndo apresentou qualquer resultado
com significado estatistico. No entanto, verificou-se nos grupos de transplantados renais,
bem como no de controlo, conforme esperado, que os plasmoblastos IgA+ sdo 0s mais
representativos, seguidos daqueles a expressar IgM, e por fim IgG.

Doentes com DC do enxerto Doentes com func¢ao renal
superior a 10anos estavel superior a 10anos
33,46%
0 40,89%
45,74% 41,75% ,89%
0,
20,80% 17,36%
Doentes com DC do enxerto Grupo Controlo
inferior a 10anos
34,49%
HigM
40,86% 41,08% 45,37%
migG
IgA
10 06% 20,14%

llustragdo 2 - Gréfico de representacdo da expressédo de imunoglobulinas de superficie

nos plasmoblastos do sangue periférico dos diferentes grupos de estudo e grupo
controlo.
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5. DISCUSSAO

Apesar de haver um crescente interesse no papel desempenhado pelos linfécitos B,

104]

plasmoblastos e seus anticorpos associados na resposta imune ao enxerto % alguns

mecanismos destas respostas imunes permanecem por esclarecer P,

Neste estudo pretendeu-se quantificar as células B, suas subpopulacdes e plasmoblastos
do sangue periférico de doentes transplantados renais, bem como estudar a expressao
de imunoglobulinas de superficie nas diferentes subpopulacdes de células B memoria
(CD27+ e CD27-) e plasmoblastos.

Com base nos resultados obtidos, verificou-se que o numero de linfocitos B totais tende a
estar diminuido nos doentes transplantados renais, comparativamente ao grupo controlo,
tal como o nimero total plasmoblastos do sangue periférico.

Comparando os resultados obtidos neste estudo, com os apresentados por Newell et al
[19%] verifica-se que estes autores obtiveram valores mais elevados de células B totais. No
entanto, este estudo ndo tem a indicagéo da sobrevida do enxerto, e um dos seus grupos
de estudo sdo doentes transplantados renais operacionalmente tolerantes, que
apresentam funcdo renal estavel sem administracdo de imunossupressores por pelo
menos um ano. Podemos deduzir que a redugédo dos numeros absolutos de linfocitos B
se deve ao uso de uma terapia de deplecéo de células B ou esplenectomia **?. Também
os valores absolutos de plasmoblastos do presente estudo, foram mais baixos que o
grupo controlo, o que podera dever-se a uma terapia de deplecédo de plasmoblastos ™,
Esta diminuicdo pode também dever-se a deterioracdo natural do sistema imunoldgico

produzido pelo envelhecimento (imunossenescéncia) em individuos saudaveis ®.

Outro paradmetro analisado por citometria de fluxo no nosso estudo foram as
percentagens de cada subpopulacdo referida, dentro das células B. Observou-se uma
menor percentagem de células naive nos grupos transplantados renais
comparativamente ao grupo controlo. De forma semelhante, Newell et all, demonstrou
menores frequéncias de células B naive no grupo de doentes com funcao renal estavel,
mas submetido a imunossupressdo comparativamente ao seu grupo controlo e ao grupo
sem administracdo de imunossupressores. Isto sugere, mais uma vez, que as drogas

imunossupressoras levam a uma diminuicdo dos niveis celulares no sangue periférico®".

Comparando a distribuicdo das células B naive e memoria entre os 3 grupos de

transplantados renais incluidos no nosso estudo, ndo foram encontradas diferencas
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significativas. Estes resultados s&o apoiados por um estudo efectuado por Zarkhin et all

34 entre doentes tolerantes, estaveis e com rejeicdo crénica.

A maior representatividade de células B memdria CD27 a expressar IgG,
comparativamente com aquelas a expressar IgA, € proporcional & observada em
individuos saudaveis, sugerindo que estas células sdo pouco afectadas pelas condi¢cdes

subjacentes a um transplante renal.

Newell et all obtiveram valores mais elevados de células B memoria CD27*/IgM* nos
grupos transplantados renais comparativamente com o grupo controlo. Importa referir que
este tipo celular tem vindo a ser associado com a producado de citocina reguladora IL-10
(%] 'No nosso estudo isto ndo se verificou, 0 que pode dever-se a uma terapéutica
imunossupressora diferente ou a uma pequena amostragem relativamente ao grupo

controlo.

Por fim, nos nossos 3 grupos de doentes em estudo verificou-se uma frequéncia elevada
de plasmoblastos IgA+, tal como anteriormente referido em individuos saudaveis ["®. O
subtipo de imunoglobulina mais expresso depois da IgA, foi a imunoglobulina IgM uma
vez que nestes plasmoblastos IgM+ também se consideraram aqueles que nao

expressam qualquer imunoglobulina de superficie.

Relacionando os resultados obtidos nos nossos 3 grupos de estudo, o grupo com fungéo
renal estavel é o que apresenta maior niumero absoluto de células B e plasmoblastos.
Como os individuos tolerantes apresentam numeros elevados de células B totais, seria
de esperar que fosse este o grupo com valores mais altos de células B totais. No entanto,
também seria de esperar que este fosse o grupo com numeros mais elevados de células
naive, por estas células serem classificadas com baixa capacidade apresentadora de
antigénio "%, Antigénios apresentados pelas células B naive tém vindo a induzir
tolerancia em animais "% e recentemente mostraram estimular células T naive a

transformarem-se em células reguladoras em vez de células efectoras **?.

Importa ainda referir que o grupo com funcdo renal estavel e o grupo com disfuncdo
renal, ambos com sobrevida do enxerto superior a 10 anos, apresentaram percentagens
de plasmoblastos mais elevadas que o grupo controlo, enquanto o grupo com disfuncéo
renal e transplante h4 menos de 10 anos apresentou uma percentagem mais baixa que o
grupo controlo. Assim, podemos deduzir que com o aumento do tempo de sobrevida do
enxerto os plasmoblastos tendem a aumentar a sua percentagem relativa. No entanto, os
valores discrepantes entre os 2 grupos de doentes com disfung&o renal cronica podem

dever-se & pequena amostragem destes mesmos grupos: 46 individuos do grupo com
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funcéo renal estavel versus 13 e 9 individuos dos grupos com disfungdo croénica e

transplante de rim ha menos e ha mais de 10 anos, respectivamente.

Tendo em conta o aumento percentual de células B e suas sub-popula¢des em doentes
com funcdo renal estavel Tx >10 anos, € importante frisar a possibilidade destas
alteracdes constituirem uma consequéncia da toleréncia ao enxerto, e ndo uma causa

desta tolerancia.

Existindo muitos poucos estudos que quantifiquem os linfécitos B e suas subpopulacdes
em doentes transplantados renais, considera-se que os resultados discrepantes que se
obtiveram sdo essencialmente devido a diferentes metodologias utilizadas,
particularmente no que diz respeito aos marcadores de superficie usados, a selecgéo e
divisdo dos doentes, pré-tratamentos, tamanho da populacdo em estudo e devido a
situacbes e condicbes como a presenca de alo-anticorpos no momento da
transplantacdo, inflamacéo, episddios de rejeicdo aguda do enxerto, administracdo de

drogas imunossupressoras e tempo de sobrevida do enxerto.
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6. CONCLUSAO

Em suma, o cenario imunoldgico que aqui apresentamos sugere que as altera¢cdes nos
valores absolutos e relativos das subpopulacdes de células B e plasmoblastos no sangue
periférico possam ser caracteristicos de doentes transplantados renais, particularmente
relacionados com a terapéutica imunossupressora realizada, e reforcam o papel

importante destas células na progressao da situacao clinica face ao enxerto.

Devido a frequente individualizagdo da terapia imunossupressora nos doentes
transplantados renais, quer pela sua clinica e situacdo pré-transplante (sensibilizacao,
por exemplo), torna-se dificil de definir com rigor grupos de estudos. Tendo isto em conta,
estudos futuros abrangendo um maior nimero de doentes serdo necessarios para
completar e consolidar as conclusdes do presente trabalho, tendo em vista a descoberta
de biomarcadores Uteis no diagndstico precoce da rejeicdo do enxerto e resposta ao
tratamento, bem como a identificagdo de uma “assinatura” imunofenotipica da célula B

associada a tolerancia ao enxerto.
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