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Introdugdo -~ No transplante de figado, numerosos estudos demonstraram o
microquimerismo alogénico. As implicagbes clinicas e imunoldgicas permanecem
inconclusivas. Por outro lado, a influéncia das desigualdades HLA e a aloreatividade do
doador sdo, igualmente, conflitantes. Na base desses dados controversos, esse trabalho
analisou a presenca do microquimerismo alogénico no transplante de figado e mvestigou,
prospetivamente, a cinética dos leucécitos do doador relacionados a episodios de rejeicdo.
Estendeu-se esse estudo para determinar a influéneia dos fatores imunogenéticos nos

pacientes apés o transplante de figado.

Métodos — Foram analisadas, a presenca de microquimerismo alogénico, a influéncia dos
alelos HLA e os anticorpos anti-HLLA doador- especifico envolvendo 50 pares
doador/receptor por trés anos e dois meses. As analises foram realizadas no sangue
periférico do receptor. O DNA foi extraido das amostras ¢ a tipagem dos alelos
HLA-DRB1 ¢ -DQBI1 foi realizada pelas reacfes em cadeia da polimerase, utilizando-se
primers seqiiéncia especifica (PCR/SSP) e¢ a andlise do microquimerismo por nested
PCR/SSP. O teste de Citotoxicidade Dependente de Complemento (CDC) foi utilizado para
determinar a reatividade de Anticorpos contra um painel de células T ¢ B (PRA)

Resultados — O microquimerismo foi detectado em 72% dos pacientes ¢ o efeito do
microquimerismo nos episodios de rejeigdo foi significante (p=0,002), enquanto o efeito
das desigualdades HLA nfio se mostrou significante com uma ou duas desigualdades
(7=0.98). Receptores com HLA-DRB1*01(p=0,002), DRB1*04 (p=0,003 e DQB1*03
(7=0,002) mostraram diminuicio das fregiliéncias, quando comparadas com individuos
controles. Os receptores com o alelo HLA-DQB1*02 (p=0,04) mostraram aumentc desse
alelo em relacdo aos controles sadios. E receptores portadores do alelo HLA-DRB1*15011
mostraram um fator de risco altamente significativo {(p=0,007) no desenvolvimento do
transplante de figado. Finalmente, os efeitos dos anticorpos anti-HLA doador-especifico no

transplante de figado nfo foi evidente.

Conclustes — Esse estudo indicou que o método nested PCR/SSP foi sensivel na detecgéo
do microquimerimo alogénico, sendo esse fendmeno observado na maioria dos pacientes
estudados. O microquimerismo alogénico esteve associado, significantemente, a episodios
de rejeicfio nos pacientes apds o transplante de figado. A analise das desigualdades HLA

demonstrou dmminuigiio de episédios de rejeicBo em pacientes com maior numero de

Resumo
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desigualdades HLA-DRB1 ¢ -DQB1. O alelo HLA-DRB1*15 foi associado ao fator de
risco altamente significante no transplante de figado e o prolongamento do tempo de
sobrevida foi maior nos individuos do sexo masculino. Entretanto, serd necessdria uma
investigagdio mais especifica no microquimerismo alogénico € nos anticorpos anti-HLA
devido ao fato de determinados genes HLA parecerem desempenhar um papel na natureza e

severidade das doengas relacionadas ao transplante de figado.

Resumo
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Background - In liver transplant, a large number of studies has demonstrated allogeneic
microchimerism. Clinical and immunological implications remain inconclusive; on the
other hand, influence of HLA mismatch and donor alloreactivity also remain conflicting.
On the basis of these controversial data, the present study analyzed the presence of
allogeneic microchimerism in liver transplant and prospectively investigated donor
leukocyte kinetics related to rejection episodes. This study was extended into determining

the influence of immunogenetic factors in patients after liver transplant.

Methods - Presence of allogeneic microchimerism, influence of HLA alleles and donor
specific anti-HLA antibodies were analyzed involving 50 donor/recipient pairs during a
period of three years and two months. Analyses were carried out in peripheral blood of
recipients. DNA was extracted from the samples and typing of HLA-DRB1 and -DQBI1
alleles was obtained by Polymerase Chain Reaction using Sequence-Specific Primer
(PCR/SSP). Microchimerism was identified through nested PCR/SSP. The Complement-

Dependent Cell Cytotoxicity (CDC) test was used to determine Panel Reactive Antibodies
(PRA) of T and B cells.

Results - Microchimerism was detected in 72% of patients and the effect of
microchimerism on rejection episodes was found to be significant (p=0.002), while the
effect of HLA mismatch did not show to be significant, with one or two mismatches
{(p=0.98). Recipients with HLA-DRB1*01 (p=0.002), DRB1*04 (p=0.003), and DQB1*03
(p=0.002) alleles showed decreased frequencies when compared to control individuals.
Recipients with the HLA-DQB1*02 allele (p=0.04) showed an increase of that allele in
relation to healthy controls. Further, recipients carrying the HLA-DRB1*15011 allele
showed a highly significant risk factor (p=0.007) in relation to development of Liver
trapsplantation. Finally, effects of donor specific anti-HLA antibodies on liver transplant

were not evident.

Conclusion - The present studv showed that the nested PCR/SSP method was sensitive in
detection of allogeneic microchimerism, and that phenomenon was observed in the majority
of examined patients. Allogeneic microchimerism was significantly associated to rejection
episodes in post liver transplant patients. Analysis of HLA mismatch demonstrated a
decrease in rejection episodes in patients with a larger number of HLA-DRBI and —DQBI
mismatches. The HLA-DRB1*135 allele was associated to a highly significant risk factor in
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liver transplantation and survival time extension was greater in male patients. However, a
more specific investigation of allogeneic microchimerism and anti-HLA antibodies is
necessary, due to the fact that certain HLA genes seem to play a role in the nature and

severity of diseases related to liver transplantation.
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1.1-A HISTOCOMPATIBILIDADE NA TRANSPLANTACAQ
1.1.1-O Complexo Principal de Histocompatibilidade

Os tecidos transplantados de um doador nfo relacionado sfo, normalmente,
destruidos pelo sistema imune do receptor porque as céhilas do doador, nos tecidos,
expressam moléculas de superficie celular que diferem daquelas presentes no receptor. A
compatibilidade imunolégica entre o doador e o receptor é mediada por essas moléculas de
superficie, algumas das quais sfo codificadas no complexo principal de
histocompatibilidade (CPH, do inglés MHC: denominacBo na literatura nacional e
internacional, utilizada na presente introdugo). Os antigenos do MHC sfo, normalmente,
os responsaveis pelo iicio precoce da rejeicio aguda do enxerto, enquanto numerosos
antigenos menores, ndo codificados no MHC, tendem a estimular uma resposta mais tardia
{(TROWSDALE et al., 1991).

Embora as moléculas MHC tenham sido descobertas no contexto dos
transplantes e, inicialmente, referidas como antigenos de transplantacio, sua mnfluéncia na
rejeiglio do enxerto reflete, meramente, o papel central dessas moléculas na apresentagdo de
antigenos para linfocitos T. As observacbes imiciais na discriminacio entre ¢ tecido
“préprio” e “estranho” foram realizadas nos estudos pioneiros de GORER et al. (1937),
usando enxertos de peles e tumores de camundongos. Os maiores estimulos para a rejei¢io
de tecidos “nfo proprios” foram mapeados na regidio do MHC, conhecida como H-2 no
camundongo, localizada no cromossomo 17. A caracterizagfo das moléculas de superficie
codificadas no MHC e responsaveis pela rejeico dos enxertos tem sido favorecida pelo uso
de aloanticorpos (produzidos em linhagens congénitas) de camundongos imumizados com
células de hnhagens desiguais para os genes do MHC e por técnicas de quimica de
proteinas e biclogia molecular. Técnicas similares também foram empregadas para
caracterizar as molkculas de superficie nos humanos, conhecidas como antigenos
leucocitarios humanos (HLA), codificados no braco curto do cromossomo 6, posigio
6p21.3 (VAN ELS et al., 1992).

O transplante &, geralmente, definido como a transferéncia de um 6rgéo ou
tecido de um individuo para outro, com a rara excegfio de transplantes entre gémeos

monozigotos (transplantes singénicos), os dois individuos envolvidos s@io geneticamente
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diferentes (transplantes alogénicos). Independente do complexo MHC, muitos outros genes,
normalmente, diferem entre o doador e o receptor, porém a sua relevincia imunolégica
ainda nfio estd elucidada. Esses genes sio denominados antigenos menores de
histocompatibilidade e suas diferencas desempenham papel particular em transplantes de
medula 6ssea, mas também podem influenciar os resultados nos transplantes de orgdos
(ACCOLLA etal., 1991).

As diferengas na organizagio genética entre o doador € o receptor propicitam a
presenca de células de diferentes origens genéticas nos receptores de transplantes, podendo
ser definida como quimera. Assim, cada paciente tendo um aloenxerto é por definicdo uma
quimera. Na prética clinica, entretanto, o termo “quimerismo” ¢, raramente, usado para
descrever a presenca de um orgdo alogénico ¢ sim, usualmente, para descrever a mistura de
células do doador e receptor no sangue, tecidos ou Orgfios. Desse modo, o termo
“quimerismo” € usado, principalmente, para caracterizar estados nos quais as céhlas do
doador migraram para fora do drgdo e persistem nos tecidos do receptor ou, estados nos
quais as células do doador dentro do érgdo foram substituidas pelas respectivas células de
origem do receptor (HISANAGA et al., 1996).

1.1.1.1-Funcio do MHC

As moléculas principais de histocompatibilidade sdo, proteinas sintetizadas no
reticulo endoplasmético, modificadas para formar glicoproteinas no complexo de Golgi e,
transportadas para a superficie da célula. Seu transporte para a superficie celular é
dependente da ligagdo de peptideos que podem ser derivados de antigenos processados. A
apresentagdo desses peptideos antigénicos na superficie das células pelas moléculas MHC
nicia a diferenciacio e expansio clonal, para a funcio efetora da célula T (MONACO
et al., 1992).

Uma caracteristica importante das moléculas MHC diz respeitc 4 sua
associag@io com peptideos, naturalmente, processados, onde o arranjo dos peptideos
presentes nas células apresentadoras de antigenos é prescrito pelas proprias moléculas
classe 1. Dessa forma, a natureza polimérfica das diferentes especificidades aléficas das

moléculas classe I ¢ II origina uma profusdo de fragmentos peptidicos, os quais s3¢ capazes
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de uma eficaz associagiio com as moléculas do MHC, na fenda de ligagio do peptideo
(RUDENSKY et al., 1992). O polimorfismo do MHC aumenta a amplitude de antigenos
gue, potencialmente, podem se ligar aos antigenos classe I e II, resultando desse modo em
respostas imunes, mais efetivas e compreensivas (CHICZ et al., 1992). Essa analise da
ligagdo entre peptideos processados, naturalmente, e a moléculas do MHC foi possivel por
técnicas de eluigo 4cida, cromatografia liquida de alta pressdo e micro seqiienciamento
(FALTK et al., 1991). As informagdes adquiridas desses métodos vém fornecendo um

discernimento notdvel para os mecanismos na geracdo e apresentacdo de peptideos
(RAMMENSEE et al., 1989).

1.1.1.2-Organizac¢iio genética do MHC

Os genes do MHC exibem algumas caracteristicas interessantes. Existem duas
classes de genes MHC e trés genes principais em cada classe. O MHC codifica a producio
de proteinas, que nos humanos séo denominadas de antigenos leucocitdrios humanos
(HLA). Os genes classe 1 codificam os antigenos HLA-A, B ¢ C, e os genes classe I
codificam os antigenos HLA-DP, -DQ} e -DR (BODMER et al., 1997). Cada individuo pode
ter dois diferentes alelos para cada gene. Esses alelos se expressam concomitantemente.
Isto €, cada um dos alelos pode codificar uma molécula de proteina do MHC diferente, que
poderd ser expressa na superficie da célula. Na populacfo, existe um grande mimero de
alelos diferentes, os quais sdo traduzidos para muitas proteinas diferentes, resultando em
alto grau de polimorfismo (PARHAM et al., 1988). E as diferencas polimérficas estdo
localizadas nas seqiiéncias de aminoécidos que determinam a estrutura do sitio de hgagfo
(TAUROG e EL-ZAATARI, 1988). Diferentes moléculas MHC tém diferentes estruturas
no sitic de ligagio, diferentes especificidades e, portanto, ligam diferentes grupos de
peptideos (PARHAM et al., 1988).

E importante mencionar que cada individuo pode herdar somente dois alelos
(um de cada um dos pais) para cada um dos trés genes de classe I, e dois, para cada um dos
trés genes de classe II. O alto grau de polimorfismo é encontrado na populacio, e no no
individuo (PARHAM et al., 1988).
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1.1.1.3-Polimorfismo do MHC

O alto nivel de polimorfismo confere uma significante vantagem evoluciondria
na protegdo da populacdo contra infeccdes (PARHAM et al., 1996). Infelizmente, o sistema
imune ndo evoluiu para facilitar a transplantagio. Claramente, no alto nivel de
polimorfismo, a maior dificuldade reside em encontrar pares, de doadores e receptores,
geneticamente semelhantes, para reduzir ou eliminar os problemas da rejeicio no
transplante (PARHAM et al.,, 1996).

Existem evidéncias de que quanto maior as semelhancas entre o MHC do
doador e do receptor (o maior nitmero de alelos em comum), mais diminuem os problemas
com a rejei¢ho, propiciando uma melhor sobrevida apds o transplante. Os genes do MHC
nio possuem um polimorfismo equivalente, sendo 0 HLA-B o mais polimérfico dos genes
classe I. At¢ o momento, j& foram identificados 286 alelos diferentes na populacdo; seguido
de HLA-A (144 alelos) e HLA-DR (226 alelos), os mais polimérficos dos genes classe I1.
Similarmente, os genes HLA ndo sio igualmente expressos na superficie da célula
(BODMER et al., 1997).

Inicialmente, a tipagem tecidual utilizou métodos sorologicos que se
diferenciam das diversas formas de proteinas HLA. Esses métodos tém sido suplementados
pela aplicagdo da genética molecular, mais recentemente pelo uso corrente de técnicas de
reagdes em cadeia da polimerase (PCR). Esses métodos identificam diferengas no DNA de
alotipos diferentes. E evidente que a genotipagem € muito mais precisa, possibilitando a
detecclo de pequenas diferencas nas seqiiéneias de nucleotideos, as quais formam o codigo
para os aminoacidos polimérficos que caracterizam as especificidades do sitio de Ligacdo de
peptideo da molécula HLA (ROOD et al, 1991; PARHAM et al, 1988: PARHAM e
OHTA, 1996).

1.1.1.4-Heranca dos genes do MHC

Os genes do MHC sfio “intimamente ligados™, isto &, estfo localizados muito
préximos {em um complexo) no mesmo cromossomo — o braco curto do cromossomo 6.

Durante a meiose, existe somente uma pequena chance de ccorrer um “cross-over” enire
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genes. Assim eles sfo, usualmente, herdados em bloco. Havendo uma chance de um em

cada guatro de que os irmfos possam ter 0s mesmos alelos HLA.

1.1.1.5-A apresentacio de antigenos para o enxerto

O complexo trimolecular que envolve a associacfo do receptor da ¢élula T
(TCR), moléculas MHC e a ligacio com o peptideo processado constitui a chave antigeno-
especifica, de interacfio cognitiva, para o inicio de uma resposta imune (GARCIA et al.,
1996).

Para que a célula T seja ativada, os antigenos do enxerto precisam ser
processados para formar peptideos. Esses séo, entfo, apresentados para a superficie celular
pelas moléculas MHC, ativando a expansio clonal das células que serfio capazes de
reconhecer o complexo peptideo e MHC (POTTER et al., 1989). As células apresentadoras
de antigenos, positivas para moléculas classe II do hospedeiro, podem processar antigenos
do enxerto pela via exOgena de forma similar ao processamento de outros antigenos
estranhos como bactérias. Essa via € conhecida como apresentacdo indireta dos antigenos
do enxerto. Essa ¢ a convencional resposta “restricdo ao proprio”, na qual células T e
células apresentadoras sdo da mesma especificidade MHC: ambas sfo células do
hospedeiro. Entretanto, tem sido observado que a resposta célula-T para antigenos de
enxertos alogeneicos € especialmente vigorosa. Aparentemente, as células T do hospedeiro
sic ativadas diretamente por peptideos apresentados pelas moléculas MHC, expressas na
superficie das células do enxerto (STEINMAN ¢ WITMER, 1978). Em um aloenxerto, essa
¢ uma alo-resposta para alo-MHC e nfo € “restrita ao proprio” (LECHLER e
BATCHELOR, 1982).

E importante lembrar que no seu desenvolvimento, as células T sdio testadas no
timo, por sua habilidade de reconhecer o MHC “proprio”. Aquelas capazes para esse
reconhecimento sio positivamente selecionadas e conduzidas para formar células T
periféricas maduras. Isso pfo impede a possibilidade de elas, também, reconhecerem outras
aloespecificidades, simplesmente, pelo fato de elas nfic terem sido testadas contra outras
especificidades. © fransplante ¢ uma das poucas ocasibes em que as células T sdo
desafiadas pelas alo-moléculas do MHC (ZHOU et al., 1991).
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Na rejeicdo ao transplante, ocorre uma vigorosa resposta: célula T. Células T
CD4+ do hospedeiro respondem para peptideos apresentados por alo-moléculas classe I,
no enxerto, ou em células passageiras MHC, classe II positivas, tais como células
dendriticas, contidas no enxerto. Tem sido sugerido que células passageiras passam para os
6rgéos linféides secundarios, onde ativam a expansdo clonal de células T, e entfio retornam
para 0 enxerto para realizar suas fungSes efetoras, sendo que somente uma pequena
populagdo de células expressa moléculas classe II. E a resposta, célula T induzida pelo
enxerto, pode ser parcialmente determinada pelo seu contetido de células classe II positivas
(SCHWARTZ, 1990). Células T CD8+ do hospedeiro sdo capazes de reconhecer peptideos
apresentados por alo-molkculas classe I na superficie de células do enxerto, resultando na
sua lise. Essas respostas resultam na apresentagfio direta de antigenos do enxerto pelas
moléculas MHC na superficie de células do enxerto para linfocitos T de hospedeiro
(ROSENBERG, 1993; KREIGER et al., 1996).

Alo-respostas resultam também de reagdes cruzadas pelas células T do
hospedeiro que estdo sendo positivamente selecionadas no timo para reconhecer antigenos
estranhos presentes no “MHC préprio”. Alo-moléculas do enxerto podem ter sitios de
ligagdo com o peptideo, com diferentes estruturas e, portanto, com diferentes
especificidades. Logo, elas apresentam um grupo completamente diferente de peptideos,
mesmo quando esses sfo derivados de proteinas idénticas. Essa apresentacdo de diferentes
peptideos pelas alo-moléculas do enxerto resulta na ativagio de um grande numero de
clones de células T do hospedeiro (ROTZSCHKE et al., 1951).

1.2-TRANSPLANTE DE FIGADO

O entendimento do quanto o figado ¢ um érglio enigmatico, sob uma
perspectiva imunologica, é de grande significado na transplantagho, em particular no
delineamento de novas estratégias para reduzir a terapia imunosupressora relacionada a
morbidez ¢ mortalidade e, eventualmente, para a completa retirada da irmmosupressio
(WOOD e SACHS, 1996)

MOORE e STARZL (1959) foram os primeiros a mostrar, por meio de
programas experimentais, que o transplante hepatico, em cachorros, era possivel e que o

figado transplantado podia manter sua funcfio, até ser rejeitado. Posteriormente, cachorros
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tratados com azatioprina apresentaram um prolongamento no tempo de sobrevida. Nessa
mesma ¢época, STARZL et al. (1963) realizaram o primeiro transplante de figado, em
humanos e, na Europa, CALNE iniciou seu proprio programa clinico em 1968. O proximo
marco importante foi a introducio do conceito de morte cerebral, em 1976. Nessa mesma
época, um outro grande avango, nos transplantes clinicos, ocorreu com a introdugio, em
1979, da ciclosporina A, um dos produtos derivados de fungo (CALNE et al, 1969). Mais
recentemente, o uso do imunosupressor FK506 (Tacrolimus) resultou em um maior
controle dos processos da rejeico. Desde entfo, um ntmero de outros agentes tem sido

usado, tanto nos transplantes experimentais quanto clinicos.

O sucesso dos transplantes de figado resultou no wuso corrente desse
procedimento em doengas terminais do figado, sendo a sobrevida de um ano em 50% dos
pacientes, de cinco anos em 70 a 90% (SCHLITT et al,, 1993; RICHTER et al., 1994).
Entretanto, essa porcentagem de sobrevida depende da causa original da doenga e do estado
de satde de receptor no momento do transplante, sendo que, no periodo inicial apds o
transplante, a morbidez e a mortalidade podem resultar de problemas técnicos. Excelentes
resultados sdo também obtidos com a redugfio do tamanho do enxerto € quando existem

poucas desigualdades entre ¢ doador e o receptor (RICHTER et al., 1994).

1.2.1-Indicacdes para o transplante

Virtualmente, todas as classes de doengas parénquimais do figado sfo indicadas
para o transplante hepético, com indicacBes mais comuns para: cirrose biliar primaria,
cirrose como resultado da hepatite C cronica e cirrose criptogénica, existindo uma contra
indicagdo para tumores, devido & nfio-aceitacdo e altos riscos de recorréncia, das doencas
parenquimais Mais recentemente, pacientes com deficiéncia hepética fulminante tém sido
beneficiados com o transplante . De maneira similar, uma falha no transplante de figado, ¢
uma boa indicacfio para repetir o procedimento (RICHTER et al,, 1994).

1.2.2-Complicacdes no transplante de figado
Devido a complexibilidade do procedimento, as complicagBes do transplantes
de figado sfc muite comuns, elas podem causar dancs tanto no enxerto quanto no paciente,

ou em ambos. As complicacOes mais importantes que agem sobre o enxerto so as rejeicdes
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e fatores técnicos relacionados a preservagiio do figado, ou ao propric procedimento
cirirgico. As complicacSes mais importantes agindo sobre o paciente sdo as infeccBes
bacterianas ¢ virais (SCHLITT et al., 1993).

1.2.2.1-Rejeigoes relacionadas 3 modulacio imunologica

A rejeigdo pode ser definida como um dano ao enxerto causado por uma
resposta imunologica do receptor. Em transplantes de rim, ela ¢ classificada,
tradicionalmente, como: hiperaguda, aguda e cronica. No caso do figado, esses termos, nfio
sdo inteiramente apropriados, uma vez que o tempo para a manifestacdo pode ser muito
diferente da descricdo cldssica dos enxertos renais (LUDWIG, 1989). Recentemente, foi
padronizada uma terminologia internacional para a rejeicdio de figado onde os termos
preferenciais sdo: rejeigio humoral, celular e cronica (LUDWIG, 1994; International
Working Party, 1995).

No transplante de figado, a prevencfio e o tratamento da rejeicio tém sido
correlacionados com um prolongamento do tempo de sobrevida dos pacientes (DEMETRIS
¢ MARKUS, 1989, GOUW et al., 1987). Uma reagfio imune do hospedeiro aumenta o risco
tanto da rejeicdio aguda quanto cronica. A rejeicdo celular aguda é mais comum em
pacientes transplantados devido a doengas autoimunes do figado, tais como: hepatite
autoimune e cirrose biliar primaria. Tal rejeicio celular é menos comum em pacientes
transplantados devido & doenga alcodlica do figado e hepatite infecciosa-virus B.
(WIESNER et al., 1998). Normalmente, a rejeicfio aguda responde rapida e completamente
a um aumento da imunosupressio (BUSUTTIL et al, 1694}, A sobrevida dos enxertos,
ap6s a rejeicdo aguda, pode ser prolongada devido ao aumento da tolerincia (WIESNER
et al., 1998).

A rejeico crbnica € mais comum em pacientes retransplantados, porém, esta
associada aos pacientes com cirrose biliar primaria e a pacientes do sexo feminino
receptores de enxerto de doador do sexo masculino (CANDINAS et al, 1995). Esta
particularmente associada a danos progressivos dos canais biliares e ao aparecimento de
lesBes arteriais. Por razBes nfio conhecidas, vem ocorrendo um declinio na incidéncia de

rejeicdo cronica (SHER et al, 1997). Embora um pequeno numero de pacientes com
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rejeicio cronica tenha um prolongamento no tempo de sobrevida com aumento da

imunosupressdo, a maioria necessita de um retransplante.

1.2.2.2-Rejeigio humoral

A rejeigdo  acelerada hiperaguda, cujo termo foi atribuido a
KISSMEYER-NIELSEN et al. (1966) resulta na presenca de anticorpos circulantes
pré-formados diretamente contra antigenos especificos do doador no interior do enxerto e,
por isso, € mais corretamente denominada rejeicdo humoral. Os anticorpos do grupo
sanguineo ABO sH0 inatos, enquanto a pré-sensibilizagio para antigenos HLA pode ocorrer
nio somente de um enxerto prévio, mas também como resultado de transfusdes de sangue,
ou gravidez. Rejei¢fo humoral no transplante de figado € rara, mesmo quando os enxertos
sio realizados entre individuos de grupos sanguineos ABO incompativeis (GORDON et al,,
1986 b), existindo uma convicgdo que o figado € relativamente resistente as injlrias
mediadas por esses anticorpos (DUQUESNOY, 1989). Essas opinides foram confirmadas
com os primeiros experimentos que utilizaram o rato como modelo para transplante de
figado onde, apds a sensibilizagdo, ocorreu uma indugfio da tolerdncia e nfo uma rejeiglo
hiperaguda (KAMADA et al., 1981). No entanto, a rejeicdo humoral foi muito relatada nos
primeiros transplantes (STARZL, 1969). Similarmente, anticorpos linfocitotéxicos podem
causar a falha de 6rgdos em alguns, mas nfio em todos os pacientes (DEMETRIS et al.,
1991). O mecanismo da relativa resisténcia do figado para a rejeicdo mediada por
anticorpos nfo estd completamente entendido (DEMETRIS et al, 1991). Entretanto, o
figado, em contraste com outros Orgdos solidos, tanto por razbes anatdbmicas quanto

funcionais parece ser relativamente resistente aos danos mediados por anticorpos (WIGHT,
1994 b).

1.2.2.3-Rejeicdo celular aguda
A definicdio de rejeigdo aguda foi sugerida por LUDWIG (1989) e por ele
confirmada (1994) ¢ relativamente ficil de definir e quantificar em enxertos experimentais,

particularmente quande sio usadas linhagens puras congénitas com genes HLA conhecidos

e usando controles apropriados. A rejeicdio celular aguda (RCA) pode ser definida, de uma
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maneira geral, como uma inflamacéio oriunda das disparidades genéticas entre o doador e o
receptor. Essa mnflamacdo afeta, inicialmente, os dutos biliares interlobulares ¢ o endotélio
vascular, incluindo veias-portas e vénulas hepaticas e, ocasionalmente, artérias hepéticas
(DEMETRIS et al., 1997).

A RCA ¢ a reaglio alogénica mais comum e, clinicamente, significante do
aloenxerto, no inicio do periodo pés-operatério, com um tempo médio de oito dias para o
seu aparecimento e sua incidéncia decresce com o tempo apos o transplante de figado. A
RCA ocorre em 80% dos transplantes de figados durante o primeiro ano, enquanto um total
de 20% dos pacientes apresentam um segundo e terceiro episédio respectivamente
(WIESNER et al, 1998). A identificagdo imune de fatores de risco para RCA pode tanto
representar uma responsividade do hospedeiro quanto resultar de incompatibilidades
imunologicas entre doador e receptor, (por exemplo, poucas igualdades HILA-DR)
(WIESNER et al, 1998; BERLAKOVICH et al, 1996). Os tratamentos com
imunosupressores afetam a incidéncia para o inicio da rejeicio aguda, por exemplo,
pacientes com imunosupressdo baseada na ciclosporina tendem 2 ter mais episddios de
rejeicdo aguda que os pacientes com imunosupressio por Tracolimus (NEUHAUS et al.,
1994; BUSUTTIL, et al., 1994) .

A incidéncia real da rejeicio aguda somente pode ser estabelecida quando a
bidpsia ¢ realizada freqlientemente. Essa incidéncia apresenta uma grande variabilidade
entre os diferentes grupos, porém em sua maioria, ela se refere & rejeicio aguda entre 60 a
80% de todos os pacientes (FARGES et al., 1996). A maior parte dos episédios de rejeicio
aguda ocorre nas primeiras semanas apds o transplante, com o pico de incidéncia entre o 5°
€ 0 14° dia (KLINTMALM et al., 1989). Muito menos comum € a manifestaco da rejeigio
aguda meses apds o transplante e quando ela ocorre, normalmente atribui-se a falhas do -
mmunosupressor (BUSUTTIL et al., 1994).

1.2.2.3.1-Histopatologia de rejei¢io celular aguda
O quadro clinico ¢ laboratorial da RCA ¢é inespecifico, obtendo-se o diagnéstico
certo somente com ¢ exame histoldgico. Dentre os dados clinicos e laboratoriais relevantes
destacarr-se dor no hipocéndrio direito, febre, eosinofilia e elevagio de enzimas
canaliculares (GAYOTTO e ALVES, 2001).
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As alteragbes morfologicas celulares agudas compreendem inflamagfio portal,

lesdo do epitélio biliar, endotelite e necrose perivenular.

No figado, o infiltrado inflamatério, em geral, restringe-se aos espacos-porta
(hepatite portal). Em casos graves, o infiltrado pode extravasar os limites da placa limitante,
apresentando atividade peri-portal ¢ areas de necrose no parénquima. Trata-se de um
infiltrado inflamatério composto por linfocitos pequenos e ativados (células TCD4+,CD8+,
também células B), imunoblastos, plasmocitos. No transplante hepatico, a presenca de
eosindfiles no infiltrado ¢ um importante marcador histologico para o diagnéstico da
rejeicdo.

Sabe-se que as células epiteliais ductais e endoteliais de veias e artérias, por
apresentarem forte expressdo de antigenos de histocompatibilidade principal classe TI, sdo
as iniciadoras do processo. A chamada endotelite ou flebite (venulite) é o mais importante
sinal histolégico da rejeicdo. Observam-se linfocitos (CD4+ e CD8+) na superficie
endotehal, com tumefagiio e/ou ruptura do endotélio. Também podem ser observados
eosinofilos permeando o endotélio. Em casos de rejeigio celular aguda grave, observamos
endotelite na veia centro-lobular com areas de necrose hepatocelular na zona 3 acimar. O
epit€lio de revestimento dos ductos biliares ¢ também um dos locais preferencialmente
lesados pelos hnfocitos CD8 (agressdio ductal). As alteragdes lobulares na rejeiciio sdo
nespecificas, podendo, ou ndo, estar presentes. Geralmente, observa-se grau variado de
infiltrado inflamatério sinusoidal com caracteristicas semelhantes ao infiltrado portal
(GAYOTTO e ALVES, 2001).

1.2.2.4-A rejeicdo crénica

A rejeigio cronica € uma forma irreversivel de rejeigio que se manifesta pelo
menos 60 dias apés ¢ transplante. Ela € definida por duas caracteristicas histopatologicas
principais: vasculopatia obliterativa e perda dos canais biliares (International Working
Panel, 1995). A etiologia e fisiopatologia da rejeicio cronica ndio estio claramente
entendidas, entretanto, tem sido atribuida tanto pela aloresponsividade do hospedeiro e
demais respostas dependentes de antigenos do hospedeiro guanto pela isquemia dos

condutos bikares. Estudos ir vitre em cultura de linfocitos oriundos de aloenxertos de
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figado de pacientes com rejei¢do cronica revelaram uma atividade citotéxica diretamente
contra antigenos HLA (MARKUS et al., 1988a). Além disso, analise imunohistoquimica da
rejei¢lo cronica mostrou um aumento na expressio de antigenos MHC em estruturas alvos,
particularmente células do epitélio biliar. Por esse motivo, parece provavel ser esse um

importante mecanismo imunoldgico, conduzindo 4 rejeigfio cronica (ADAMS et al., 1994).

A incidéncia da RC vem diminuindo com o tempo; anteriormente, na década de
1980 a 1990, os relatos apontavam uma incidéncia de 7,7% a 16,8% (KLINTMALM et al.,
1989; O’GRADY et al., 1988), enquanto que de 1995 a 2000, a incidéncia caiu para 1,5% a
8,0% (FARGES et al, 1996; NEUHAUS et al, 1994). Entretanto, receptores jovens,
particularmente infantis, s3o mais suscetiveis de desenvolver RC. Esse fato pode
representar uma baixa resposta imune, associada a idade (WIESNER et al., 1998). Outros
fatores do receptor, como a origem (etnia) podem ser importantes na RC, visto que a
populagdo africana tem uma alta incidéncia de rejeigio crénica (22%), quando comparada
com caucasianos (3.2%) (DEVLIN et al., 1998). Receptores de sexo feminino com

doadores de enxerto de sexo masculino podem também ter uma incidéncia maior de RC.

1.2,2.5-Patogénese da rejeicio ~ interacbes celulares

A rejeigio depende da agfio complexa de uma variedade de interacBes celulares
envolvendo, tanto associagdes celulares, como mediadores soliveis. O extravasamento e a
localizag@o das céhulas imunes para o aloenxerto s3o dependentes do reconhecimento e da
interacdio de moléculas de adesdo complementares expressas nos leucéeitos e endotélio.
Atualmente, as células citotéxicas T CD8+ parecem ser as maiores mediadoras da rejeiclo
do enxerto, uma vez que elas interagem com células T CD4+ e macréfagos. As moléculas
alogénicas classe II sdo as maiores sensibilizadoras da rejeicdo do enxerto e, no figado, se
expressam nas células dendriticas (DEMETRIS et al, 1985). Um outro fator de risco das
moléculas alogénicas classe II ¢ sua expressio nas células de Kupffer, onde as moléculas
HLA do doador sfo rapidamente substituidas por aquelas do receptor (GOUW et al, 1987;
STEINHOFF et al.,, 1988). Por outro lado, o figado apresenta grande variabilidade entre os
diferentes tipos de células, para a expressio de moléculas HLA classe I. Normalmente,

essas moléculas se expressam nas céhulas sinusoidais, endotélio, células de Kupffer, células
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dendriticas, epitélio dos condutos biliares, enquanto hepatécitos, nio expressam esses
antigenos (STEINHOFF et al., 1988).

Atuaimente, $6 as compatibilidades ABO sfio exigidas para o transplante de
figado. Desse modo, existem diferencas nos antigenos de histocompatibilidades entre o
doador e o receptor. A expressio de antigenos MHC € variavel entre os diferentes tecidos.
No figado humano, os antigenos HLA de classe I (A,B, C) e classe II (DR, DP, DQ) sdo
fortemente expressos nas células sinusdidais, HLA-DR e fraca expressio de antigenos
classe I € observada no endotélio vascular. Antigenos de classe I e, ocasionalmente, de
classe II, so observados no epitélio biliar. Hepatécitos sio, normalmente, negativos tanto
para a expressdo de antigenos classe I quanto classe II. Observa-se, no entanto, um aumento
na expressio de antigenos HLA nos constituintes do figado, durante os episodios de
rejei¢do, onde os hepatocitos, o epitélio biliar e endotélio vascular apresentam intensa
coloragdo para antigenos classe I € II (GOUW et al., 1987; HUBSCHER et al., 1990).

Apbs o transplante, a rejeigio aguda é primariamente dirigida pela estimulacio
aloantigénica direta das células dendriticas do doador e células de Kupffer (SEABERG et
al., 1997, FORBES et al, 1986). Posteriormente, as células T do receptor formam,
espontaneamente, agrupamentos com as células dendriticas do doador e, em 48 horas, as
células T do receptor tornam-se ativadas, secretam citocinas e iniciam a divisdo
(DEMETRIS et al., 1991). A reacfio € reconhecida morfologicamente pela transformacgdo
blastica de linfécitos, seguido de eosindfilos, neutrdfilos, macréfagos e células plasméticas.
A analise fenotipica revela uma predominincia de linfocitos T CD8+ ¢ diminuicio de
linféeitos T CD4+ (DEMETRIS et al., 1985; IBRAIM et al., 1993).

1.3-ASSOCIACACQ ENTRE QUIMERISMO E TRANSPLANTE DE FIGADO

Em 1945, OWEN constatou pela primeira vez em bovinos, na gémea de um
bezerro, a presenga de dois tipos diferentes de eritrocitos e deduziu, corretamente, que essas
células aparecerarn apés uma troca de células embriondrias entre gémeos dizigotos in dtero.
Além disso, essas células, aparentemente, estabeleceram-se nos tecidos hematopoiéticos e
continuaram a prover o hospedeiro com células diferentes das “préprias™. A descoberta

desse quimerismo hematopoiético permitiu experimentos subseqiientes que utilizaram,
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como modelo, os roedores. Nesses animais, eram introduzidas na hora do nascimento,
c€lulas hematopoéticas de um doador geneticamente diferente. Os resultados mostraram
que esses animais, posteriormente, tornaram-se tolerantes para transplantes desses mesmos
doadores (BELLINGHAM, 1971). Acreditou-se que esse fendmeno ocorria devido a
eliminacfio, cedo na vida, de linfécitos neonatais reativos, uma propriedade intrinseca de
sistema imune que permite distinguir o “préprio” do “nfo- préprio”, ¢ o quimerismo
descrito na gémea de um bezerro fora atribuido 2 tolerincia neonatal. Quase 50 anos se
passaram até a descoberta do microquimerismo em receptores de transplantes de érgdos,
forgando uma andlise mais critica de modelo clinico de rejeigfio, originalmente descrito por
Medawar.

1.3.1-Leucdcitos passageiros em transplantes de 6rgfios

Durante a recuperagfio dos 6rgos de um doador com morte cerebral, esses sio
geralmente perfundidos com varios litros de solugfio de preservagio através de artérias e
veias. Apesar disso, considerdvel niimero de leucécitos permanece no orgdo e sdo
transferidos para o receptor pelo enxerto. Particularmente, considerdvel nimero de
linf6eitos permanece em dois compartimentos do érgio: o parénquima e o tecido linfatico
adjacente. Na parte interna do parénquima, os leucécitos sfo encontrados em grande
namero, particularmente, em 6rgéos grandes, como o figado ou o pulmio (SCHLITT et al.,
1993a; RICHTER et al, 1994). O seqiiestro dos leucécitos dessa drea pode ser iniciado
com uma baixa regulaciic de moléculas de adesdo, o que pode ocorrer como resultado do
“trauma” ou de uma desregulacio geral associada 3 morte do doador. Os Enfocitos dentro
do enxerto diferem dos linfocitos do sangue circulante nas populagdes, predominantemente
de celulas T CD8 e célula natural killer (NK) (SCHLITT et al., 1993b).

Em adicBo a essas células originalmente derivadas do sangue, o oOrgdo
transplantado também contém leucocitos presentes da linhagem mondcito/ macréfago e
ainda células de Kupffer e células dendriticas. Elas representam 10% de todas as células do
figado e realizam vdrias fun¢Ses, incluindo fagocitose, produgio de citocinas e
processamento € apresentacdc de antigenos. Como elas mostram forte expressdo de

moléculas classe I e classe II do doador, bem como diferentes tipos de moléculas
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estimulatorias, desempenham um importante papel funcional apos o transplante (LOHSE
et al., 1996). O perfil funcional dessas moléculas pode contribuir tanto para sensibilizacgo
do sistema mnune do receptor quanto para indugfo da anergia (THOMSON et al., 1999;
LU et al.. 2001). Essas células também podem migrar para dentro e fora do 6rgio, embora

com uma cinética mais lenta daguela dos linfocitos.

O oOrglo transplantado tem mostrado conter nfio somente células
hematopoiéticas maduras, mas também células-tronco hematopoiéticas pluripotentes. Em
transplantes de figado singénicos em que se utiliza o rato como modelo para receptores
irradiados letalmente, ocorre, em geral, a reconstituicdo do sistema hematopoiético e
sobrevida desses animas. No entanto, os controles nfio transplantados morrem (MURASE
et al., 1997). Dessa forma, estima-se que os enxertos de figado contenham um numero de
células precursoras suficientes para a reconstituiciio completa da hematopoiese, similar ao
transplante de medula 6ssea. Utilizando o mesmo modelo em transplantes de coragdo, a
reconstituicdo fol observada apenas em poucos casos. Esse conjunto de diferentes tipos de
células que se manifestam em grande nimero, principalmente, no transplante de figado ¢

referido como leucdcitos passageiros.

1.3.2-Quimerismo sistémico apés o transplante de orgéos

Imediatamente ap6s o transplante e reperfusfio do 6rgdo alogeneico, leucdcitos
passageiros comegam a migrar para fora do enxerto e a povoar todo o receptor. Apos o
transplante de figado, células T do doador podem ser consideradas como mais de 10% de
todas as células T no sangue, durante os primeiros dias apGs o transplante, de maneira
similar sdo detectadas as células NK, enquanto células B se encontram em nimero menor
que 5% (RICHTER et al., 1995).

No maximo de 2-3 dias apds o transplante, o nlimero de células do doador
decresce, gradualmente, sendo detectada por citometria de fluxo por 2 a 3 semanas apés o
transplante. Por meio de técnicas muito sensiveis da PCR, células do doador sio detectadas
no sangue do receptor nos primeiros meses, €, mais tarde, sdo indetectaveis (UEDA et al.,
1997). Em muitos casos, os sinais indicadores do doador permanecem e persistem por

décadas apés o transplante, embora possam variar com o tempo (SCHLITT et al, 19%4a;
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ELWOOD et al,, 1997). A detecgfio de moléculas HLA classe 11, por transcriptase reversa
RNA PCR-RT mostra que esses sinais nfio representam DNA do doador provenientes de
tecidos destruidos, porém células vitais presentes na periferia do receptor. Esse fendmeno
foi descrito pela primeira vez por Starzl e colaboradores, e foi denominado de
microquimerismo (STARZL et al., 1992a; STARLZ et al, 1993a). Devido ao fato de o
microquirnerismo ter sido detectado inicialmente, em pacientes com transplante de rim ou
figado com sobrevida prolongada e fungdio estavel do o6rgio com auséncia de
mmunossupressdo, foi suposto que o microquimerismo estava associado a tolerancia, ou,
pelo menos, a0 aceite do enxerto por um longo periodo (STARZL et al., 1992a; STARZL
et al., 1993b).

Estudos em grande niimero de pacientes (bem como em modelos que utilizam
animais de experimentagfio) apés um transplante de orgdo tém indicado que o
desenvolvimento do microquimerismo sistémico caracterizado pela deteccio do alotipo de
doador por DNA/PCR no sangue, ou em diferentes tecidos, é um fendmeno freqiiente. E,
com alguma variabilidade, pode ser detectado aproximadamente em 60 a 80% de todos os
pacientes apos o transplante de 6rgaos (HISANAGA et al., 1996a). Analise com amostras
de sangue para as especificidades do doador por RNA PCR-RT sugerem que para alguns
pacientes estudados as células vitais especificas do doador e nfio somente fragmentos de
DNA liberados de tecidos destruidos, estfio presentes na periferia do doador. No entanto,
para grande maioria dos pacientes, ainda niio estd claro se a PCR positiva sempre se
correlaciona com as células vitais do doador presente no receptor e, mais importante ainda,

que células sfo essas.

Até o presente momento, 0s estudos demonstraram que a migracio de linfocitos
passageiros € um fendmeno regulatério ap6s o transplante de orgéos, sendo particularmente
acentuado no caso dos transplantes de figado. A cinética das células do doador {ou detecgo
do DNA) no sangue, ou tecidos de receptores, indica duas fases separadas do
microquimerismo que sio detectadas ap6s o transplante de 6rgdos. A primeira fase (fase I},
aproximadamente de 2 a 8 semanas apés o transplante, ocorre devido 2 um nimero varidvel
de leucécitos passageiros migrantes para fora do enxerto. Particularmente, apds o
transplanie de grandes érgios como figado, as células dos doadores podem, realmente, ser

detectadas no sangue periférico, ou nos tecidos do receptor. Esse quimerismo que ocorre
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mais cedo ¢é verificado, particularmente, para linfécitos que circulam pelo sangue e migram
para todas as partes do corpo, bem como para Orgios linféides secundarios (baco e
linfonodos), como demonstrado em modelos animais (LARSEN et al., 1990). A fase mais
tardia do microquimerismo comega por volta de 3 a 6 dias apds o transplante,
freqiientemente apds um longo periodo sem microquimerismo periférico detectavel. Essa
fase € caracterizada por um nivel muito baixo de microquimerismo no sangue ou tecidos ¢ é

detectada somente por técnicas muito sensiveis da PCR.

1.3.3-Desenvolvimento do quimerismo no enxerto

Semelhante a4 migracio dos leucocitos para fora do enxerto, células
hematopoiéticas do receptor deslocam-se para o terior do enxerto. A primeira série € a
migracdo por granulocitos (O’CONNELL et al., 2000), essas células podem fixar-se no
endotélio vascular e podem contribuir para perda do 6rgdo. Na segunda série, os linfocitos
do receptor podem iniciar a recirculacio, através dos tecidos do enxerto, e contribuem tanto
para rejeiciio quanto para a tolerdncia do 6rgdo (SCHLITT et al., 1992; TIPPNER et al,,
2001)

O quimerismo verdadeiro do orgho, entretanto, requer a substituicfio das células
de doador presentes por células especificas do receptor. Essas trocas té€m sido estudadas,
particularmente, nas células de Kupffer no figado. No periodo de algumas semanas ou
poucos meses, c€lulas provenientes do doador desaparecem do 6rgdo e sfio substituidas
pelas células especificas do receptor. Um fendmeno similar foi sugeride para as células
endoteliais em transplantes renais (RICHTER et al., 1994; LOHSE et al., 1996).

Esses fatos indicam que nfo somente as células derivadas da medula dssea, tais
como, linféeitos e mondcitos/macréfagos sfo substituidos no enxerto, ocorrendo uma
{ransferéncia de outros tipos de células. Dados recentes em pacientes apés transplante de
figado, bem como de medula ossea sugerem que inclusive hepatocitos podem ser
substituidos pelas células provenientes do receptor, embora em pequenas porcentagens,
provavelmente através da diferenciacfo de céhulas-tronco hematopoiéticas (THEISE et al.,
2000). Todas essas trocas aumentam o grau de wm verdadeire quimerisme nc enxerto e

podem ter conseqli€ncias mmunoldgicas, bem como fisiolégicas e bioquimicas.
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1.3.4-Propriedades funcionais dos leucicitos do doador logo no inicio apés o

trapsplante

Os leucocitos do doador transferidos juntamente com o 6rgdo transplantado
podem exercer um amplo espectro de fungdes imunoldgicas tanto ativas quanto passivas.
De um lado, os linfécitos T passageiros podem ser ativados pelos diferentes antigenos que
eles reconhecem no seu nove ambiente. Por outro lado, leucécitos passageiros expressam
fortemente antigenos HLA classe I e II, bem como virias moléculas estimulatérias, com
forte impacto no sistema imune do receptor. Na pratica clinica, os efeitos funcionais dos
linféeitos passageiros incluem um namero de efeitos indesejaveis, tais como, sensibilizacdo
do sistema imune do receptor por células apresentadoras de antigenos, e as reaces do
enxerto contra o hospedeiro pelas células T deslocadas (LOHSE et al., 1996; LECHLER e
BATCHELOR et al,, 1982). Entretanto, os leucécitos passageiros também possuem um
efeito imunologico benéfico, apresentando uma baixa reatividade contra os antigenos do
doador, contribuindo para indugfio da tolerincia, através de uma série de mecanismos, por
exemplo, indu¢do da anergia pela apresentacdo de antigenos por células niio especializadas.
(LOMBARDI et al, 1996). Concomitantemente, os efeitos da inibicdo das células T
passageiras conduzem a uma baixa regulagdio da resposta do receptor contra os antigenos
do doador, ou a inducio de células imunoregulatérias derivadas do receptor
(RAMMENSEE et al., 1989; HOLLSBERG et al., 1996; RADDATZ et al., 1998).

Na prética clinica, 0 impacto funcional dos leucécitos passageiros origina uma
somatéria de efeitos que incluem as fingBes ja citadas, as quais podem, continuamente ser
modificadas por mwitos outros fatores, entre eles as diferencas dos genes de
histocompatibilidade entre o doador € o receptor ¢ o polimorfismo genético que afeta a
producio de varias citocinas. (SATO et al,, 1999). Alguns experimentos iz vitro usando -
células mononucleares vivas provenientes diretamente de tecido enxertado mostraram que
essas células parecem representar uma populagiio particular de células ativas com forte
potencial funcional, provavelmente maior que as células monomnucleares provenientes do
sangue periférico.(SCHLITT et al., 1993a)

Em modelos animais, utilizando roedores, foi demonstrado que poucos dias
apos o transplante, células dendriticas do doador foram encontradas no tecido linfatico do

receptor (por exemplo, o bago). Essas células, provavelmente, estio envolvidas na ativacio
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dos linfécitos especificos do doador. Essa migracdo de células dendriticas maduras, do
enxerto, logo apds o transplante, parece ter um papel central no inicio da resposta imune
contra ¢ enxerto, provavelmente iniciando a rejeicio aguda (LARSEN et al, 1990).
Entretanto, essa migraciio nfio € o Gnico caminho de apresentagio de antigenos do doador
para o sistemna imune do receptor. A apresentaciio pode ocorrer pela via indireta, através das
células especializadas apresentadoras de antigenos (APCs), as quais .podem captar o

antigeno de c€lulas eliminadas do enxerto.

Em modelos experimentais, especialmente apés o transplante de pancreas, ou
intestino delgado, tem sido demonstrada a reagiio de enxerto contra hospedeiro (DECH)
devido aos leucécitos passageiros. Normalmente, essas complicacfes sio observadas ao
redor de 4 a 6 semanas apds o transplante, sendo freqiientemente associadas a erupgbes da
pele. Em casos mais severos, pode desenvolver-se uma leucopenia ou trobocitopenia. A
conseqiiéncia mais interessante in vivo sobre as propriedades funcionais dos leucdcitos
passageiros diz respeito ao seu papel na imunomodulagio, ou até na indugio de tolerancia
{SCHLITT et al, 1995). Em estudos utilizando modelos animais, onde leucécitos
passageiros foram depletados por diferentes estratégias, observou-se que as repostas imunes
sdo, geralmente, baixas. Em transplantes de figado, as respostas imunes sfo, gerahmente,
baixas ¢, em muitos experimentos animais, incluindo os roedores, a inducdio da tolerdncia
para o enxerto alogénico desenvolve-se, de modo fregiiente, espontaneamente. Em modelos
de transplantes de figado de rato, foi demonstrado, claramente, que a deplecio dos
linf6citos passageiros do doador com altas doses de irradiagfio antes da retirada do 6rgio
evita o aceite espontdneo do Srgdo, que, normalmente, ocotre apds o transplante, nas
diferentes combinacGes de linhagens (SUN et al, 1995). Tem sido sugerido que,
relativamente, grandes quantidades de leucécitos passageiros no figado podem contribuir
para o efeito promotor de tolerincia. Como observade em modelos de porcos apds
transplante de figado (CALNE et al, 1969), foi demonstrado, igualmente, que poucas
células passageiras t€m uma profunda imporiéncia na inducfio da tolerancia. Utilizando rato
como modelo em transplantes alogeneicos de coragdo, observou-se que, quando leucdcitos
passageiros foram efetivamente depletados por um anticorpo monoclonal especifico, contra

células hematopoicticas provenientes do doador, no inicic do pés-transplante, o
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desenvolvimento e aceite do drglio por um longo periodo nfic ocorrera manifestando-se a

rejeicdio cronica severa (KO et al.,, 1999)

Por conseguinte, leucocitos passageiros e, em particular, a presenca de
leucocitos provenientes do doador no receptor, durante os primeiros dias apés o transplante,
desempenbam um papel central no desenvolvimento de aceite de érgio por um longo

tempo.

1.3.5-Aspectos funcionais do microquimerismo por um longo periodo de tempo

Em contraste com os conhecimentos bem estabelecidos sobre os efeitos
funcionais dos leucécitos passageiros, no periodo imediatamente apés o transplante, a
importancia imunologica do microquimerismo por longo pericdo ainda permanece
questiondvel. Quando esse fendmeno foi, pela primeira vez, descrito para alguns pacientes,
muitas décadas antes dos transplantes de figado ou rim, foi sugerido que o
microquimerismo estava casualmente relacionado ao aceite do Grgdo por longo tempo.
(STARZL et al, 1992a; STARZL et al, 1993b). Tem sido especulado que sob essas
condigBes, reacSes imunes bilaterais neutralizariam o enxerto e o receptor. Assim, ocorreria
um aceite estavel do orgéo (STARZL et al., 1998).

A grande maioria dos estudos subseqiientes que analisaram o microguimerismo
na pratica clinica mais sistematicamente nfio encontraram, entretanto, correlacio entre a
deteccdo e quantificagde do microquimerismo especifico do doador, € o curso imunolégico
(rejei¢do aguda, rejeicio crbnica) em pacientes ap6s o transplante de rim, coragfio ou figado
(SCHLITT et al., 1994a; ELWOOD et al., 1997; HISANAGA et al., 1997). Somente alguns
estudos propuseram alguma correlagdo entre o grau de microquimerismo e o curso clinico
apos o transplante de pulmfo. (McSHERRY et al., 1996). Na pratica clinica, a incidéncia
total de microquimerismo detectado por PCR a0 longo do curso de varios transplantes de
érgdos (figado, pulmio, rim e coragfio) parece similar em 60 a 80% de todos os pacientes
estudados (FISANAGA et al,, 1997). A detecgio do microquimerismo em pacientes apés
um longo tempo de transplante, os quais perderam seus enxertos por causas imunologicas,

fortemente sugere que, provavelmente, o microquimerismo ndc é nem 2 causa, nem o
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mdicador do acette do Orgdo ou de tolerfincia, mas simplesmente um epifendmeno dos
transplantes de érgdos s6lidos (SCHLITT et al., 1994b; WOOD et al., 1996).

Contudo, ainda ndo estd claro, se os receptores de transplante diferem nas suas
especificidades mdividuais ou na distribuicio especifica tecidual das células do doador e,
assim, conduzindo a um microquimerismo detectidvel em pacientes individuais e se tais

diferencas podem levar a diferencas no impacto imunolégico do microguimerismo.

Com relagfio a potencial relevancia funcional do microquimerismo sistémico
especifico de doador, a discussfo diz respeito apenas a um ndmero muito pequeno de
células especificas do doador presentes na periferia. Ao mesmo tempo, o receptor também
tem uma macroquimera devido ao aloenxerto. No interior do érgdo, o sistema imune do
receptor possui grande potencial para interagir com os antigenos do doador. Como as APCs
especializadas sdio, geralmente, eliminadas apds alguns meses , a apresentacdo do antigeno
ocorre na auséncia de moléculas coestimulatorias significantes contribuindo para a
manutengdo da hiporeatividade contra antigenos especificos. Em modelos animais
transgénicos, c€lulas parenquimais do figado sfo particularmente potentes na inducio e
manutencdo da tolerdncia periférica para antigenos MHC estranhos, expressos
exclusivamente no figado, predominantemente pela eliminacio de células T de alta
afinidade contra respectivos antigenos (HAMMERLING et al, 1991). Entretanto,
aloenxertos transplantados (em particular o figado) produzem enormes quantidades de
antigenos MHC soliiveis e que sdo expelidos para a circulagdo (McDONALD et al., 1994).
Embora essa persisténcia dos aloantigenos seja critica para a manutencio da tolerincia, a
contribuigdo relevante do microquimerismo em relagdo ao macroquimerismo local parece

ser improvavel

1.3.6-Consideragdes terapéuticas scbre a2 imducfo ativa ou intemsificacio do

microquimerimo alogénico
1.3.6.1-Perspectivas imunolégicas — dados experimentais

A grande maioria dos dados experimentais esta sendo dirigida no tratamento de
receptores de enxertos pela nducfo de diferentes graus de quimerismo, através da infusio

de células provenientes do doador, em particular, células hematopoiéticas com o intuito de
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induzir uma hiporeatividade especifica do doador ou tolerdncia. Nesse caminho, sdo
basicamente trés as formas de tratamento: 1) tratamento com células alogénicas, alguns dias
ou semanas anteriores ao transplante, normalmente, com algum tipo de imunosupressio nio
especifica; 2) tratamento com células provenientes de doador no momento, ou um pouco
antes do transplante, com ou sem o uso concomitante de medicacio imunossupressiva; e 3)
estabelecimento do quimerismo hematopoiético estivel por transplante de medula 6ssea,
geralmente realizada antes do transplante de 6rgéios (ROLLES et al., 1994; BARBER et al.,
1991; EGUCHLI et al, 1996). Com o pré-tratamento, as células alogénicas, sob certas
condi¢bes, podem causar mudangas persistentes no potencial de aloreatividade do receptor.
Assim as células alogénicas podem ter um efeito direto nas respostas do receptor para o
Orgdo transplantado. A aplicagdo sistémica de leucocitos de doador imediatamente apds o
transplante tem mostrado prolongar a sobrevida do enxerto na auséncia de qualquer outro
imunossupressor (TSUI et al., 2000; YAN et al., 2001). Ao mesmo tempo, alguns estudos
sugerem que as células T desempenham o papel mais importante nessa atividade, para a
qual tanto a expressio do MHC do doador e algumas reacbes de DECH parecem também
ser necessarias (TSUI et al., 2000). Outros estudos sugerem que as células B desempenham
um papel mais importante (YAN et al., 2001). Embora as células do doador infundidas
sejam eliminadas do receptor em poucos dias ou semanas, elas parecem ter uma marcante
funcio imunoregulatéria que, em certas ocasibes, pode contribuir para a inducdo da
tolerancia, provavelmente, por iniciar a anergia e/ou apoptose nas células T aloreativas do
receptor. Subseqiientemente, as céhulas T imunoregulatérias do receptor persistem por um
longo periodo (OTA et al,, 1997). Uma grande série de experimentos tendo primatas como
modelo, usou ¢ macaco Rhesus, onde a medula 6ssea do doador foi infundida,
aproximadamente, duas semanas antes do transplante, seguido de wm tratamento
imunosupressivo antigamaglobulina timocitdrio (AGT). Com esse protocolo, uma relevante
propor¢do de animais apresentou uma sobrevida prolongada para aloenxertos MHC
incompativeis (THOMAS et al, 1987). Embora nesses animais um inicio de
microquimerismo tenha sido demonstrado, o papel funcional e as conseqiiéncias
imunolégicas dessas observacdes permanecem obscuros. Em contraste, constatou-se que as
células imunoregulatorias na medula Ossea inoculadas, mais especificamente as células

TCD8+ , CD3, TCR o ou p ¢ MHC classe II, parecem ter um efeito funcional importante
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(ASIEDU et al, 1999; GEORGE, et al, 1998). Dessa forma os efeitos observados da
infusfo de células da medula éssea parecem estar mais relacionados com os mecanismos
imunoregulatérios iniciais.

Recentemente, o desenvolvimento de protocolos em modelos de roedores para
transplante alogénico de medula 6ssea sem condicionamento letal e sem o uso de drogas
citotéxicas ou irradiago, possibilita considerar tais protocolos na pratica clinica
(WEKERLE et al., 1999). Dessa forma a tolerncia em quimeras completas ou mistas com
o transplante de érgdos estdvel parece ocorrer, predominantemente, devido a dele¢io de
células aloreativas no timo, compreendendo a tolerdncia central, em contraste com

mecanismos de tolerancia periférica (TOMITA et al., 1994; KHAN et al., 1996).
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2- OBJETIVOS




Levando em consideracdo a falta de dados atuais na lteratura e a inexisténcia
de trabalhos em pacientes brasileiros, principalmente sobre a importincia clinica e
munolégica do microquimerismo alogénico, bem como do impacto dos fatores
imunogeneticos HLA nas conseqiiéncias clinicas dos transplantes de figado, a proposta da

presente pesquisa foi:

= Avaliar se o método nested PCR/SSP para a detecgdo dos alelos HLA-DRB1
derivados do doador confirmava a presenca do microquimerismo alogénico

nos receptores de transplante de figado;
* Exammar se o polimorfismo dos alelos HLA-DRBI, -DQBI1 esteve
relacionado com o desenvolvimento de rejeicdes agudas nos receptores de

transplante de figado;

* Analisar a influéncia dos anticorpos anti-HLA classe I e classe II, nos

resultados, apos o transplante de figado.
Para:

Determimar a importincia clinica e imunoldgica do microquimerismo alogénico
em diferentes periodos pés-transplante e do polimorfismo dos alelos HLA de classe I em
uma série de 50 pacientes, com a presenga, ou auséncia, da rejeicfio € em relagdo ao tempo

de sobrevida, apds o transplante de figado.

Objetivos
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3- MATERIAL E
METODOS




3.1-POPULACAO DE ESTUDO

Os dados dos 50 pacientes submetidos ao transplante de figado foram obtidos
no ambulatoério de Gastro-Cirurgia, do Hospital das Clinicas da Faculdade de Ciéncias
Medicas da UNICAMP.

De cada paciente avaliado, na presente pesquisa, foi obtido o consentimento
informado e o protocolo de estudo foi devidamente analisado e aprovado pelo Comité de
Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas.

O grupo de estudo consistiu-se de 32 pacientes homens {64%) e 18 pacientes
mulheres (38%), com a idade entre 15 a 65 anos (mediana=50), com as seguintes doencas
de base: Cirrose Virus C (n= 34}, Cirrose Virus B (n=2), Cirrose alcoolica (n=8), Cirrose
Criptogénica (n=1), Hepatite Auto-Imune (n= 4) e Sindrome Budd-Chiari (n=1). A tabela 1
mostra as caracteristicas dos 50 pacientes estudados apds o transplante de figado, de acordo

com idade, sexo e diagndstico pré-transplante.

No grupo-controle foram usados 100 individuos sadios nfo relacionados com o

mesmo grupo €tnico.
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Tabela 1-Caracteristicas dos 50 pacientes estudados no pré-transplante de figado

Pacientes Idade Sexo g:f;‘;ﬁgan te Pacientes  fdade Sexo ?:f:j;?;zm ‘e
1. VAG 30 M Cirrose alcodlica 26. JRC 32 M Cirrose Virus C
2. JRP 41 M Cirrose Virus C 27. FC 63 M Cirrose alcodlica
SEU 15 m Hepatieduo 28.FAG 55 M gi;‘;;gémca
4. JRF 37 M Cirrose alcodlica 29 ADCF 50 F Cirrose Virus C
5. JL 42 M Cirrose Virus C 30. MBR 55 F Cirrose Virus C
6. HCS 65 M Cirrose Virus C 31 AVG 44 M Cirrose Virus C
7. LB 30 M Cirrose Virus C 32. GOP 52 F Cirrose Virus C
8 TMAM 62 F Cirrose Virus C 33.71C 54 F Cirrose Virus C
9. GAF 58 F Cirrose Virus C 34. 80P 29 F Cirrose Virus C
10 NAM 62 M Cirrose Virus C 35 RSSS 20 F Budd-Chiari
11.AC 34 M Cirrose Virus C 36. J4 34 M Cirrose Virus C
12. §F 47 M Cirrose alcodlica 37. OAF 50 M Cirrose Virus C
13.PAB 53 M Cirrose alcodlica 38 MAL 31 F Cirrose Virus C
14 L5T 43 M Cirrose Virus € 39 SMMY 4] F Cirrose Virus C
15 MAAC 56 F Cirrose Virus C 40. MCA 42 F Cirrose Virus C
6.4 16 F  Flepatieduo- 41.ASBF 59 M Cirrose Alcodlica
17. PCG 50 M Cirrose Virus C 42. DDFP 57 M Cirrose Virus C
18 CF 54 M Cirrose Virus C 43. DS 60 M Cirrose Virus B
19. 472 30 M Cirrose Virus C 44. MLG 38 M Cirrose Virus C
20.NR 52 F Cirrose Virus C 45. JB 55 M Cirrose Virus B
21.¥C 35 M Cirrose alcodlica 46. VEM 45 M Cirrose Virus C
22 LLL 59 F Cirrose Virus C 47. MCZ 29 F Cirrose Virus C
23. JB 67 M Cirrose alcodlica 48. JCIN 27 M Cirrose Virus C
2.Mav 17y Hepatie duto- 49.4RC 49 M Cirrose Vius C
2598 17 F  Hepatite duio- S0.VICP 45 F  Cirrose Virus C

3.2-TIPAGEM DOS GENES HLA DE CLASSE I1-DRB1 E -DQB1

Amostras de sangue periférico eram obtidas dos pacientes no pré e
Dos- transplante de figado, a partir de 10 dias até 16 meses, e as amostras dos 50 doadores

Joram obtidas de células de gdnglios ou de bago.
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Caracterizacio do ensaio

A tipagem dos genes HLA-DRB1 e -DQB1 foi realizada no receptor
pré-transplante de figado e seu respectivo doador. A extracio e purificacio do DNA foram
realizadas, através do método “Salting Out”, mtroduzido, inicialmente, por MULLER et al,,
1988, a partir de células do sangue periférico. O DNA foi amplificado pela reacdio da
polimerase em cadeia, com um conjunto de “primers” seqiiéncia especifica, segundo a
metodologia desenvolvida por Olerup & Zetterquist, 1992, utilizando-se microplacas, com
32 pogos contendo os “primers” nivel [ — genérico, fornecidas pela one Lambda, INC-CA
EUA.

3.2.1-Extracéio ¢ purificacio do DNA

Foram colhidos 10 ml de sangue venoso do paciente em tubos de 5 ml contendo
EDTA como anticoagulante. O sangue total foi transferido para um tubo cdnico de
polipropileno estéril de 50ml. Foram adicionados 40 ml de foi homogeneizada por inversdo
e centrifugada durante 5 minutos a 2400 x g (3200 rpm) a + 4°C. O sobrenadante foi
cuidadosamente desprezado € o precipitado ressuspendido em 4,5 ml do tamp&o de lise II
para lisar os glébulos brancos, agitado vigorosamente por 10 segundos a temperatura
ambiente. Para a extragiio de proteinas foram adicionados 2 ml de NACL 6M e agitado
vigorosamente durante 15 segundos em temperatura ambiente. Apds uma segunda
centrifugacdo a 1500 x g (2600 rpm) por 5 minutos, em temperatura ambiente, o
sobrenadante foi transferido para um tubo de polipropilenc de 50 mi e foi adicionado 7ml
de isopropanol absolutc, homogeneizado cuidadosa ¢ lentamente para a precipitacio e
ressuspensdo do DNA. O DNA precipitado foi retirado com o auxilio de uma pipeta Pasteur
¢ lavado trés vezes em 3ml de alcool etilico a 70%, por 1 minuto, em temperatura ambiente ‘
e redissolvido em 300 a 500ul de agua deionizada estéril. O DNA foi quantificado no
espectrofotbmetro, em 260nm e 280nm (UV) e o grau de pureza do DNA extraido foi
calculado pela razfio entre absorbéncia obtida em 260nm e 280nm (A260:A2R80). Essa razdo
foi considerada adequada quando permaneceu entre 1,6 a 2,0. Finalmente, a concentragio

do DNA foi ajustada para 100 ng/pl, com &dgua deionizada estéril. Posteriormente, foi
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realizada a amplificagio do DNA e a amostra concentrada foi armazenada em freezer a -
20°C.

Foram utilizados génglios linfaticos ou bagos extraidos do doador e foram
acondicionados em meio RPMI-1640 ou em Harks com 10% de soro bovino fetal (S.B.F).
Em seguida, foi realizada a extragfio das células, Injetando-se o meio de Hanks em uma das
extremidades do ginglio ou bago. Esse material foi recolhido, centrifugado, lavado e
ressuspendido em Hanks, ¢ foi realizada a extraciio de DNA.

3.2.2-Amplifica¢io do gene HLA-DRBI1 e -DQB1 utilizando-se a reaciio em cadeia
da polimerase (Polymerase Chain Reaction-PCR), com primers de seqiiéncia
especifica (SSP)

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) é um método sensivel para separar
grandes quantidades de genes HLA especificos para tipagem HLA. Utilizando esse método,
pode-se gerar milhGes de copias de um gene especifico (HURLEY et al.,1997).

A reacdo de amplificacdo em nivel I (genérico) foi realizada em microplacas
com 32 pogos contendo os “primers” ja padronizados. Os demais reagentes da reagéo de
amplificagdo foram misturados em um tubo (mix) - as bases nitrogenadas, MgCl,, corante
vermelho cresol e 2pl da enzima Taq polimerase-(5U/ul). Inicialmente, foram retirados 9 pl
da solugio (mix) ¢ adicionados na escavagdo do controle negativo, previamente preparada
com 1pl de dgua deionizada estéril; a seguir foi adicionada ao restante da solucio (mix) 39
pl de DNA. E por fim, foi colocado 10 ul da solugfio (mix) em cada um dos pocos da placa,

exceto no controle negativo.

Pelo método PCR/SSP, foram realizadas as identificacbes, em nivel genérico,
do alelo HLA-DRBI, através de 13 reages para as especificidades HLA-DRBI, 3 reagdes
para as especificidades HLA-DRB3, 1 reagfio para o alelo DRB4, 2 reacdes para o alelo
DRBS e 5 reagbes para as especificidades HLA-DQBI1.

Para a amplificacdo do DNA, a microplaca foi colocada em um termociclador,
com 30 ciclos de, aproximadamente, 1 hora e 20 minutos, com as temperaturas indicadas a
seguir: 94°C por 2 minutos, para a desnaturagfio; 59°C por 1 minuto, para o anelamento;

94°C por 10 segundos, para a despaturagfio; 59°C por 1 minuto, para ¢ anclamento; §
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vezes 94°C por 10 segundos, para a desnaturagio e 8 vezes 59°C por 1 minuto, para o
anelamento; 94°C por 10 segundos, para a desnaturacio; 55°C por 50 segundos, para o
anelamento; 72 °C por 30 segundos, para a extensfio; 19 vezes 94°C por 10 segundos, 19

vezes 72°C por 30 segundos; e 4°C até 24 horas, para refrigeragio.

No final dos ciclos, os primers foram aplicados no gel de agarose a 2% com a

adicdo do brometo de etidio a 0,5%.

3.2.3-Analise do DNA amplificado

Para determinar se 0 DNA foi bem amplificado apods a reagdo de PCR, os
produtos de amplificacdo da reagfio em cadeia da polimerase foram separados por
eletroforese em gel. A preparagdo do gel foi realizada utilizando-se agarose a 2% em
Tampéo Tris-Borato. A agarose foi dissolvida a alta temperatura, entre 90°C ¢ 95°C, em um
aparelho de microondas por 2 a 3 minutos, resfriado até 60°C com posterior adigdo de
brometo de etidio a 0,5%, homogeneizada e despejada na placa com pentes de 1 mm, para a
formagéo de pogos, e permanecendo em repouso por 20 minutos, em temperatura ambiente.
Apds a retirada dos pentes, o gel foi colocado na cuba de eletroforese, com o nivel da
solugdo tampéo (Triz-Borato-1X) de 2 a 3 mm acima da superficie do gel. Foram, entiio,
aplicados os produtos de amplificagiio padronizados e o controle negativo. A eletroforese
foi realizada por 20 minutos a 220V. Apds esse periodo, o gel foi colocado em um
transiluminador UV (312nm) e fotografado para posterior documentagfio e interpretacfio.

3.2.4-Fotodocumentacio ¢ interpretaciio dos resultados da tipagem por DNA
A interpretagfio foi baseada na presenca ou auséncia de amplificagdo do proprio
alelo ou grupo especifico; em cada uma das misturas de iniciadores especificos, contém,
também, um par de iniciadores ndo-alélicos que amplificava ¢ gene da § globina humana,
servindo como controle positivo de amplificac8o. Esse conjunto de “primers™ nio-alélicos
era 5 vezes mais concentrado que os “primers” especificos, produzindo um produto de
amplificacio de 750 pares de bases, sendo visualizadas quando a amplificagiio grupo-

especifico nfio ocorria. A presenga de amplificacio grupo especifico foi visualizada no gel
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pela formagéo de um produto de cerca de 125 a 250 pares de bases. No pogo referente ao

controle negativo, nenhum desses fragmentos foi observado.

3.2.5-Associacio e definicdo dos alelos HLA de tipagem por DNA

As tipagens HLA foram determinadas pela comparagio dos primers positivos e
negativos, utilizando a lista de alelos conhecidos. Os resultados de fotodocumentagéio
foram inseridos em uma planitha, fornecida pela One lamda — Inc — Ca ~ EUA, onde
estavam definidas as mesmas especificidades contendo “primers”, Através de programa de
computador, Software, também fornecido pela One Lamda — Inc — Ca — EUA, foi possivel
realizar a interpretagdio a fim de definir com exatidéio o/os alelos dos pacientes em estudo.

3.3-TIPAGEM  POR NESTED PCR/SSP PARA DETECCAO DO
MICROQUIMERISMO

Caracteristicas do ensaio

A metodologia da mested PCR/SSP foi utilizada para detecgio do
microquimerismo, ou seja, alelos do doador encontrados na circulagdo do receptor. Foi
modificada por BEIN et al., 1992, e realizada com o DNA genémico do receptor apos
transplante hepatico. A nested PCR-SSP consiste em dois ensaios consecutivos de PCR,
sendo que, o primeiro PCR ¢ a amplificacdo genérica com primers, amplificando uma
regido de 274-bp do exon 2 do gene DRBI, localizado no brago curto do cromossomoe 6, e
o segundo PCR ¢ a amplificaciio do produto do primeiro PCR com primers especificos dos
alelos do doador. Para o controle negativo, foi utilizado DNA do paciente no

pré-transpiante.

3.3.1-Amplificacdo da primeira etapa da nested PCR/SSP

A primeira etapa de amplificagio do exon 2 do gene HLA-DRB foi realizada
em um volume total de 50 ul contendo: 5,0 ul de DNA gendmico (0,5 ug/ul), 27.8 ul de
agua deionizada e autoclavada, 5,0 ul de tampgio de PCR (10x50 nM), 1,5 pl de MgCl(50
nM), 1,3 pl de cada dATP, dCTP, dGTP ¢ dTTP (10mM), 2,5 ul de primer-5' (10pm/ul ),
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2,5 ul de primer-3' (10pm/ul ) ¢ por fim, a Taq polimerase 0,5 ul (5U/ul). Essa solugéo foi
preparada em banho de gelo, homogeneizada com a pipeta automética e colocada no
termociclador. Para o controle negativo, foi adicionado 5,0 ul de agua deionizada ou
Tamp#o Borato (TB).

3.3.2-Condicdes de amplificaciio para a nested PCR/SSP

A amplificacio da PCR foi realizada no termociclador da Perkin-Elmer-Gene
Amp-PCR System 9800, utilizando-se do seguinte programa para amplificacdo: consiste de
uma desnaturagdo inicial a 95°C, por 4 min, seguida por 30 ciclos a 95°C, por 1 min, para a
desnaturacfio; 53°C, por 1 min, para anelamento e 72°C, por 45 Seg, para a extensdo. Apés
a amplificacdo, os produtos da reacfio de polumerizaco em cadeia foram visualizados por
eletroforese em gel de agarose 1% em tampéo Tris Borato, contendo brometo de etideo.
Apbs esse periodo, o gel foi colocado em um transiluminador UV (312 nm) e fotografado
para documentacfio € interpretacdio. A interpretacio foi baseada na presenga ou auséncia de

amplificacfio do alelo.

3.3.3-Preparagio da segunda etapa da nested PCR/SSP

Apos confirmagiio da presenca do produto da PCR genérica pela eletroforese
em gel de agarose, o produto do primeiro PCR foi diluido 1:100 e, entfio, submetido a uma
nova amplificaclio, usando-se primer especifico para o alelo HLA-DRB1 do doador. Foi
utilizado 5,0 ul de DNA gendmico diluido, 27.8 ul de 4gua deionizada e autoclavada, 5,0
ul de tampdo de PCR (10x50 nM), 1.5 ul de MgCL(50 nM), 1,3 ul de cada dATP, dCTP,
dGTP e dTTP (10mM), 2.5 pl de primer especifico (10 pmv/pl), 2,5 ul de primer-3' .
(10pny/ ul ) e, por fim, a Tag polimerase 0,5 pul (5U/ul). Essa solugdo foi preparada em
banhe de gelo, homogeneizada e colocada no termociclador, utilizando-se o seguinte
programa para amplificagfio: 94°C, por 4 min para a desnaturagZo inicial, seguida por 30
ciclos a 94°C, por 20 seg, para a desnaturacio; 60°C, por 20 seg , para anelamento e 72°C,
por 450 seg, para a extensdo. Apds a amplificagfio, os predutos da reagfio de polimerizacfo
em cadeia foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 1% em tampdo Tris

Borato, contendo brometo de ctideo. Apds esse periodo, ¢ gel e foi colocado em um
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transiluminador UV (312 nm) ¢ fotografado para posterior documentagio e interpretacdo. A

interpretacdo foi baseada na presenca ou auséncia de amplificagio do alelo.

3.4-REATIVIDADE DE ANTICORPOS CONTRA UM PAINEL DE CELULAS T
CLASSE 1 E CELULAS B CLASSE II, UTILIZANDO-SE A CITOTOXICIDADE
DEPENDENTE DE COMPLEMENTO (CDC)

Na pesquisa da porcentagem de anticorpos reativos em painel de células T e B,
foram utilizadas as técnmicas classicas de microlinfocitotoxicidade Citotoxicicidade
Dependente de Complemento (CDC) (TERASAKI & McCLLELAND, 1964; TERASAKI,
et al, 1974 ¢ adaptadas segundo HOPKINS, 1990), onde foi determinada a presenca de
anticorpos em receptor pré e pds-transplante, contra os antigenos de um painel de células
conhecidas. Foram selecionadas trinta células T e vinte células B, frescas ou congeladas em
nitrogénio liquido. Essas células foram previamente tipificadas na rotina laboratorial e
incluiam todos os antigenos de histocompatibilidade presentes na nossa populacdo de
Campinas (THOMAZ et al., 1998)

Foram preparadas placas coniendo soros dos pacientes em pré e poés-
transplante, todos os soros foram tratados com DTT para inativagio de anticorpos IGM e
foram utilizados nas seguintes diluigbes: puro, 1:2, 1:4, 1:8 e 1:16 e distribuidos nos
diferentes pocos das placas de Terasaki. As células T foram adicionadas nas placas
previamente preparadas com os soros dos pacientes e incubadas por 30 minutos em
temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 5l de complemento e, novamente,
incubadas por 60 minutos. O mesmo procedimento foi realizado para as células B, apenas
modificando ¢ tempo de incubag@o de 60 minutos com as células e 120 minutos com o

complemento.

Posteriormente, foi adicionado o corante eosina y e incubado por mais 5
minutos e, em seguida, foi adicionado o formaldeido por 5 minutos e as placas foram
armazenadas em geladeira. Apds 12 horas, foi feita a leitura em microscopio de fase
invertida ¢ o resultado foi avaliado através da porcentagem de lise ¢ as reagbes positivas
indicavam anticorpos presentes no soro do receptor, posteriormente foi calculada a

porcentagem de reatividade para cada soro com relagdo as especificidades antigénicas
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testadas. A reago foi considerada positiva, quando a reatividade frente aos alelos testados

era superior a 10%.

3.5-DIAGNOSTICO DE REJEICAO AGUDA

Os pacientes estudados ao apresentarem suspeita clinica de rejei¢io foram
submetidos a bidpsias hepéticas percutdneas guiadas por ultra-som. A principal indicagio
clinica da bidpsia foi 0 aumento de transaminases e/ou ictericia.

Os fragmentos de figado foram fixados em formol a 10% durante, pelo menos,
12 horas. Ap6s fixagio, os fragmentos foram incluidos em parafina e, entéio, cortados com
espessura de 6 micrOmetros. Utilizou-se, para avaliacdo histolégica dos fragmentos, as
coloragdes de hematoxilina-eosina (HE), tricrdmio de Masson, azul da Prissia (Perks) e
reticulina.

No exame microscépico, foram avaliados os critérios histologicos de rejeicio
celular aguda:

a) Infiltrado inflamatério de células redondas;

b) Outras células inflamatérias (eosinéfilos, neutréfilos);

c¢) Endotelite (endovasculite);

d) Agressdo de céhulas especializadas por linfécitos T citotdxicos ativados;

A graduagio da rejeicBo celular aguda nos pacientes estudados foi feita de
acordo com o Indice de Atividade de Rejeicdio (Consenso Internacional de Banff, 1997),
através do quai € calculado um escore (0 até 9):

0 - 3 = rejeicdo celular aguda leve;
4 £ 6 = rejeicio celular aguda moderada;

7 £ 9 = rejeicHo celular aguda intensa.
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3.6 -ANALISE ESTATISTICA

A analise dos resultados foi realizada utilizando teste nfio paramétricos, levando
em consideragdo a natureza das varidveis estudadas. Os seguintes testes foram aplicados:

1) Teste exato de Fisher ou qui-quadrado (SVEJGAARD et al., 1986) para
comparagio das varidveis imunogenéticas entre os grupos microquimerismo
Versus rejeicdo, microquimerismo versus desigualdades,  desigualdades
versus rejeiglio, entre as frequéncias alélicas do grupo de pacientes e do
grupo controle e para a reatividade de anticorpos anti-HLA classe I e classe
I . A significincia estatistica foi dada quando p<0,05.

2) Teste de Kaplan-Meier (NEUMANN et al, 2003) com comparagdo Log
Rank entre as curvas de sobrevida para os 50 pacientes estudados versus
microquimerismo, desigualdades HLA-DRBI, alelo HLA-DRB1*15011 e

SE€X0.

Em todos os testes fixou-se em 0,05 ou 5% o nivel para a rejeiciio da hipétese
de nulidade.
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4,1-TIPAGEM DOS ALELOS HLA-DRB1 E -DQB1

Os alelos HLA-DRB1 e -DQB! dos pares receptores e doadores foram
tipificados e diferenciados antes do transplante em nivel de resolugdo intermedidria,
utilizando as reagdes de cadeia da polimerase e primers de seqliéncia especifica, usando

uma s6 PCR/SSP de acordo com o método de Ollerup e Zefterquist, 1992 (tabela 2).

4.2-ANALISE DO MICROQUIMERISMO DE ALELOS HLA-DRB1 POR NESTED
PCR-SSP

Na deteccdo do microquimerismo, foi empregada a técnica de nested PCR-SSP
modificada do método de Bein e colaboradores, 1992. A nested PCR-5SP foi realizada a
partir do DNA do receptor, apés o transplante de figado. A seqiiéncia de DNA a ser
amplificada foi definida pelos “primers”, consistindo-se de pequenos segmentos de DNA,
permitindo ¢ anelamento da fita simples de DNA e sintese pela enzima polimerase, da
segunda fita. A nested PCR-SSP consistiu em dois ensaios consecutivos de PCR, sendo que
a primeira PCR amplificou a regifio do exon 2 do gene DRBI, utilizando-se os “primers™
DRB-AMPA (DRB genérico 57): 6C-CCC-ACA-gCA-CgT-TTC-TTg; ¢ DRB-AMPB
(DRB genérico 37): CCgg-CTg- CAC-TgT-gAA-gCT-CT, que flanqueou a regifio a ser
amplificada. Utilizou-se o produto dessa 1* PCR para realizacdo da 2* PCR, onde utilizou-
se primers especificos do doador. Com a 2* PCR, foi possivel obter uma melhor
amplificacio do fragmento que continha a regifio alvo. Para a realizagio dessa 2° PCR, foi
selecionado, previamente, um painel de primer especifico dos alelos do doador, os quais
incluiram: DRB1*01, DRB1*15, DRB1*16, DRB1*17, DRB1*18, DRB1*03, DRB1*04,
DRB1*07, DRB1*08, DRB1*09, DRB1#10, DRB1*11, DRB1*12, DRB1*13 ¢ DRB1*14,
utilizados na reacio de nested PCR-SSP.

A andlise dos produtos das reagdes de amplificacio por nested PCR-SSP para
detectar o microquimerismo foi analisada em gel de agarose. A figura 1 mostra uma
interpretacfio da tipagem por nested PCR-SSP, realizada em 6 pacientes dos 50 estudados,

onde foram identificados os alelos do doador presentes no receptor, através de bandas.
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7 8 9 10 11 12

Figura 1-Anlise em gel de agarose dos produtos das reagdes de amplificacdio por nested
PCR-SSP.

As posigbes das bandas na horizontal indicam os controles negativos e as detecgSes dos alelos

do doador:

- PosigBes | ¢ 2, mostram os controles negativos (amostras de DNA de pacientes pre-

transplantes);

- Posigdes 3 e 4, paciente 1: mostram a detecgio do DRBI*03,*11 (doador) no receptor de
figado DRB1*01,*07;

- Posiclo 5, paciente 2: nio foram detectados alelos do doador no receptor;

- Posigles 6 e 7, paciente 3: foram detectados os alelos DRB1*04,*16 (doador) no receptor
DRB1* 03,*13;

- Posiciio 8, paciente 3: foi detectado o alelo DRB1*04, (doador) no receptor DRB1* 15,*16;
- Posigbes 9 ¢ 10, paciente 4: ndo foram detectados os alelos do doador no receptor;

- Posigles 11 e 12, paciente 6: foi detectado o alelo DRB1*08 do doador no receptor
DRBIL*11, *16.
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As tabelas 2 e 3, a seguir, mostram os resultados obtidos da tipagem
HLA-DRBI e nested PCR/SSP dos pares receptores e doadores nos 50 pacientes estudados.
Na tabela 2, encontram-se os resultados da tipagem dos alelos HLA-DRB1 dos pares
receptores ¢ doadores, o nimero de desigualdades HLA-DRB1 e a detecgio das
especificidades do doador (presenga, ou auséncia, do DNA gendmico competidor). A tabela
3 indica a correlagfio entre a presenca ou auséneia de microquimerismo de 10 dias a 16
meses apoOs o transplante de figado, 0 niimero de desigualdades e os episédios de rejei¢do

em 50 receptores.

Tabela 2-Andlise de alelos HLA-DRB! nos pares receptores e doadores, ¢ detecgiio de

microquimerismo alogénico em 50 pacientes, apds o transplante de figado.

Pacientes Alelos HLA-DRB] Desigualdades Microguimerismo Afogénico
Recepitores Douadores HLA-DRBI H[I]i-?)jl?Bel HDzj:j)ﬁig
I VAG *01,%07 *03,%11 2 *03 *11
2. JRP *q7 *04,%14 2 *04 *14
3 EU *13 *04, %08 2 ND ND
4. JRJ *33 *0i,*13 2 *Gi *13
5. JL *15,*03 *01,*03 1 *01 -
6. HCS *15,*16 *04,%15 1 *04 -
7. LB *03,%13 04,716 2 *04 *16
8 TMAM *07,%11 *11, %15 1 *15 -
9. GAF *13,%15 *08,*14 2 ND ND
i0 NAM *04 *03,%07 2 ND ND
11 4C *]2.%15 *07,*15 1 ND ND
12.§F *15.%03 *G7,%13 1 07 -
13. PAB *[3*4 *01,%03 2 *Gi *33
14 LST *11 *11,%08 i *08 -
i35 MAAC *G7, %15 *G7,*08 1 *08 -
16. AC *03,%08 *i6,*08 1 *16 -
17. PCG *11*16 *33,%16 1 *03 -
18 CF *[3,*10 *33,%10 1 *03 -
19 .47 *04,*11 *G7 I *07 -
20. NR 03,514 *03,%11 1 *{1 -
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Alelos HLA-DRE1

Microquimerismo Alogénico

Pacientes Desiguaidades i
Recepiores Dagdores HLA-DRBI ﬁlﬁ-?)l;l;l ggﬁgg‘;
2L ¥C *04*08 *07,%08 1 *07 -
22 LLL *G7 *03,*15 2 *73 *15
23.J8 *13,%10 *03,*10 7 *03 -
24 MAV 07, %13 *gl1 i *01 -
25 JB *07,%12 *11,%12 I ND -
26. JRC *08, %14 *13,*14 1 *i3 -
27 FC 7, %16 *07,%13 1 ND -
28. FAG *G7 *G1,*15 2 ND *15
29. ADCF *11 *01,%13 2 ND ND
30. MBR *04,%15 *11.%15 I *11 -
314¥VG *07,*11 *11,*%13 1 ND -
32. GOpP *0*15 *11,*13 2 *]1 *]3
33 1C *08,*16 *07. %15 2 *q7 *15
34. SOP *7 *07,*11 1 ND -
35. RSSS *08, *09 *31,*07 2 *31 *7
36. J4 *13,%07 *01,*11 2 ND ND
37. OAF *03,*11 *08, %13 2 ND ND
38 MAL *(3, %04 *01,*13 2 *01 *]3
39. SMMY *04,*]3 *[1.%13 i *11 -
40. MC4 *03,%07 *11,*13 2 *11 *13
41. ASBF *07,*13 *04,*11 2 *0)4 ND
42. DDFP *04,*15 *13,%14 2 *i3 *i4
43. DS *03,*15 *13,*16 1 *16 -
44. MLG *03,*07 *03,*10 1 ND -
45. JB *11,*16 *08,*11 7 *G8 -
46. VPM *(4, %07 *13,%15 2 *13 *15
47, MCZ 04,13 *03,*13 i *03 -
48. JCJIN *03,%11 *01,*08 2 *01 *08
49. ARC *12,%07 *03,*11 2 03 *11
50 VLCP *03 *31,%03 7 ND -
ND= Ndo detectado
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Tabela 3-Correlagic entre a presencga, ou auséncia, de microquimerismo de 10 dias a 16

meses, apos o transplante de figado, e os episddios de rejeicdo em 50 receptores.

Yempo pos-transplante

Pacientes Microgui-  Desigualdades Episddios de
dias meses Merismo HLA-DRB1 Rejeicio
L VAG - 16 + 2 0
2. JRP - 5 + 2 2
3ELT - 5el2 _ 2 g
4. JRT - 2 + 2 g
5. JL - 5 + 1 g
6. HCS - fe3 + 1 0
7. LB - le3 + 2 ]
8 TMAM - 4 + 1 i
9. GAF 10 - " 2 1
10. NAM - le3 _ 2 1
11, 4AC 21 - _ I 1
12. SF - led + 1 0
13. PAB - 9 + 2 g
14. LST - 12 + I 2
15 MAAC 21 - + H 0
16. AC 21 - + I i
17. PCG - i + I 0
18. CF - 3eb + 1 0
19. 47 - 2 + 1 0
20. NR - & + i i
21 ¥C - 7 + 1 0
22 LLL - 3 + 2 0
23. JB - Z + i I
24 MAV - 3 + i !
23.JB iz - n 1 1
26. JRC - 2 _ 1 g
27. FC - 3 _ 1 1
28. FAG - 3 + 2 0
29 ADCF - 3 _ 2 I
30. MBR 10 - + 1 0
3LAVG - 3 _ I 3
32 GOP - 3 + 2 0
33.71C - Feéb + 2 I
34. S5GF - 3 _ 1 4
35. RSSS 10 - + 2 G
Resuitndos
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Tempo pés-transplante

Pacientes Microqui-  Desigualdades  Episodios de
dias meses Merisme HLA-DRE1 Rejei¢do
36. J4 - 3 _ 2 2
37. O4F - 1 _ 2 0
38 MAL - 3 + 2 I
39 SMMY - 3e7? + I 0
40. MCA - 3 + 2 0
41. ASBF - 3 + 2 0
42. DDFP - 1 + 2 0
43. DS - 1 + ! g
44. MLG - 1 - I 1
45. JB 10 - + 1 1
46. VPM 10 - + 2 0
47. MCZ 10 - + 1 g
48. JCJIN 10 - -+ 2 ]
49 ARC 10 - 2 0
50. VLCP - 1 1 0

4.3-MICROQUIMERISMO ALOGENICO APOS TRANSPLANTE DE FiGADO

Para a andlise das amostras clinicas foi utilizado a nested PCR/SSP (figura 2).
O microquimerismo, apos o transplante de figado, foi detectado em 36 pacientes (72%),
conforme mostra a tabela 4. Nos 23 pacientes com duas desigualdades HLA-DRBI, 17
pacientes (74%) apresentaram microquimerismo positivo e, desses, 15 pacientes receberam
dois alelos HLA-DRB1 do doador e 2 pacientes receberam um alelo do doador. Nos 27
pacienies que receberam uma desigualdade, o microquimerismo foi observado em 19

pacientes (70%).

Tabela 4-Desigualdades HLA-DRB1 e detecgiio do microquimerismo alogénico

Microquimerismo Alogénico

Desigualdades® HLA-DRBI P ?,f;";’;j” Um Aleloe  Dois Alelos
HLA-DREI  HLA-DRBI

Unma 27 19 NA® 70%

Duas 23 02 15 74%

Para cada combinagio de desigualdades HLA-DRB1 observada, o nimero de pacientes ¢ dado em
relagdo ac ntmero de especificidades HLA-DRB1 derivado do doador.

Total de porcentagem de receptores quiméricos para uma e duas desiguaidades HLA-DRBI.

¢ NA, nfo aplicavel
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4.4-ANALISE DO MICROQUIMERISMO ALOGENICO NO SANGUE
PERIFERICO DE RECEPTORES, APOS O TRANSPLANTE DE FIGADO

Na deteccio do microquimerismo, foram utilizadas amostras de DNA
gendmico dos pacientes ap6s o transplante de figado, a partir de 10 a 480 dias ¢
identificando o nimero dos pacientes pesquisados quanto 4 presenca e auséncia do
microquimerismo. A maioria do microquimerismo foi pesquisada com 30 e 90 dias apés o
transplante de figado, conforme mostra a figura 2. Alguns desses pacientes foram

pesquisados em duas fases e, em todas, o microquimerismo foi detectado.

=y —~
[ ] -y
1 1

—&— Prasenca de
Microguimerismo

~g-- Auséncia de
Microgquimerismo

Mamero de Pacientes

[ B o R L% B = * B Y ¢ - B (o
i : ) : L 4 L !

10 24 30 80 €0 120 150 180 210 270 360 480
Dias apés transplante

Figura 2- Presenca e auséncia de microquimerismo durante um periodo de 10 dias a

480 dias (16 meses) nos 50 pacientes, apos transplante de figado.

4.5-AVALIACAO DO MICROQUIMERISMO ALOGENICO NOS 50 PACIENTES,
APOS O TRANSPLANTE DE FIGADO

Nas combinagdes dos pares doadores e receptores, entre os 50 pacientes

estudados, apds o transplante de figado, foi detectada a presenga do microquimerismo em

36 pacientes (72%), que apresentaram pelo menos uma incompatibilidade HLA-DRB1. Nos
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demais 14 pacientes (28%) nfio houve presenca de microquimerismo, conforme ilustra a

figura 3.

n=36

auséncia de
microquirnerismo
: 28%

presenca de
microgquimerismo
72%

Figura 3-Presenca do microquimerismo alogénico nos 50 pacientes estudados

4.6-PRESENCA DO MICROQUIMERISMO E REJEICAOC EM RECEPTORES,
APOS O TRANSPLANTE DE FIGADO

Quando associado o microquimerismo com a rejeigio, dos 36 pacientes (72%)
com microquimerismo, apenas 10 pacientes (28%) apresentaram rejeigiio e 26 pacientes
(72%) ndo apresentaram tejeigio. Dos 14 pacientes sem microquimerismo, 9 deles (64%)
apresentaram rejeicdo e 5 pacientes (36%) nfio apresentaram rejei¢fio, conforme mostra a

figura 4.
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Esem rejeicdo
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com microquimerismo sem microgquimerismo

Figura 4-Presenca do microquimerismo e rejeicdio. O valor de p<0,02 pelo teste exato de
Fischer foi estatisticamente significante entre o grupo de pacientes com

microquimerismo sem rejeicfo versus ndo-rejeico.

4.7-ANALISE DA SOBREVIDA DOS PACIENTES EM RELACAQ AO
MICROQUIMERISMO, APOS O TRANSPLANTE DE FIGADO

A anidlise do tempo de sobrevida dos pacientes, com relagio ao
microquimerismo, mostrou que o tempo de sobrevida ¢ semelhante nos pacientes, tanto na

presenca, quanto na auséncia de microquimerismo, conforme mostra a figura 3.
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Figura S-Presenca do microquimerismo alogénico e tempo de sobrevida. A comparagio
por Log Rank ndo mostrou diferenga significante (p=0,71) entre o grupo de
pacientes com presenga ou auséncia do microquimerismo, quando se
correlacionou com o tempo de sobrevida dos pacientes, apés o transplante de

figado.

4.83-PRESENCA DO MICROQUIMERISMO E DESIGUALDADES HLA-DRB1
DOS PARES RECEPTORES/DOADORES, APOS O TRANSPLANTE DE
FIGADO

A associagdo do microquimerismo e desigualdades HILA-DRBI1 dos pares
receptores/doadores mostrou que dos 36 pacientes com microquimerismo, 19 dos pacientes
{53%) receberam uma desigualdade ¢ 17 ﬁacientes (47%) receberam duas desigualdades e,
dos 14 pacientes que ndo apresentaram microquimerismo, 8 pacientes (57%) receberam
uma desigualdade e 6 pacientes (43%) receberam duas desigualdades, conforme mostra a

figura 6.
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Figura 6-Presenca de microquimerismo e desigualdades HLA-DRBI1. O valor de p=0,98
pelo teste exato de Fischer nfo foi estatisticamente significante, quando se

associou presenca ou auséncia de microquimerismo e nimero de desigualdades

HLA-DRBI.

4.9-ANALISE DA SOBREVIDA DOS PACIENTES COM MICROQUIMERISMO E
SEM REJEICAO EM RELACAO AS DESIGUALDADES HLA-DRBI

A andlise do tempo de sobrevida dos 26 pacientes que apresentaram
microquimerismo sem rejei¢io, em relacio as desigualdades HLA-DRBI, mostrou que o
tempo de sobrevida € semelhante tanto nos pacientes com microquimerismo sem rejeicdo,

quanto nas desigualdades, conforme mostra a figura 7.
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Figura 7-Tempo de sobrevida dos pacientes em relagio as desigualdades HLA-DRBI1. A
comparagdo Log Rank nfo mostrou diferenga significante (p=0,96) entre o

grupo de pacientes, quando se associou microquimerismo sem rejeicio e
desigualdades HLA-DRBI1.

4.10-ANALISE DAS COMPATIBILIDADES DOS ALELOS HLA-DRB1 E -DQB1
NOS PARES RECEPTORES E DOADORES, APOS O TRANSPLANTE DE
FIGADO

Nos receptores/doadores foi realizada a analise das compatibilidades dos alelos
HLA-DRBI! e -DQB1, conforme indica a tabela 5.
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Tabela 5-Presenca de alelos HLA-DRBI1 e -DQB1 nos receptores e doadores e mimero de
desigualdades entre os dois grupos avaliados

Alelos HLA-DRB] Desigual- Alelos HLA-DQBI Desigual-

Pacientes dades dades
Receptores Deadores DREI Receptores Doadores DOBI

1. VAG *01,*07 *03,*11 2 *05,%02 *02, %06 1
2. JRP g7 04,14 2 *02 *03,*05 I
3E *13 *04,*08 2 *3(6 *03,*04 2
4. JRJ *03 *01,*13 2 *G2 *05,*06 2
5. JL *15,%03 *01,%03 i *6,*02 *03,*02 I
6. HCS *15,*16 *04,*15 i *05,*06 *03,*03 !
7. LB *(3,%13 *04,%16 2 *q2, %03 *(3,%035 I
8 TMAM *07,*11 *11,%13 1 *02,*06 *03. %06 I
9. GAF *73,%15 *08,*14 2 *36, *06 *06,%06 idénticos
10. NAM *04 *03,*07 2 *03, %06 *(3, %04 2
11 AC *12.*]15 *07,*15 1 *05, 06 *02,*06 !
12.SF *15,%03 *G7, %13 1 *35, %02 *02,*06 I
I13. PAB *13*14 *G1,%03 2 *(}3,*06 *05,%02 1
14 LST *11 *11,*08 1 *(33, %06 *03,*04 2
15 MAAC *)7, %15 *G7,*08 1 *02,*06 *07,%08 2
16, AC *03,*08 *]16,*08 1 *G2, %04 *03,*04 1
17. PCG *11,*16 *33,%16 1 03, %05 *03,*04 I
18. CF *13,*10 *03,*10 1 *02,*05 *02,*%05 idéntico
19. AZ *04,%11 *7 2 *03,%03 *i2,%03 I
20. NR *)3,*14 *)3,%]1 ! *02,*05 *03,*%06 2
21.¥C *G4*08 *G7, %08 1 *)3*04 *02,*04 !
22, LLL 7 *3.*15 2 *02,*06 *032, %06 idéntico
23. JB *13,%10 *03. %10 i 035, *06 *03,%05 i
24. MAYV *07,%13 *01 Z 2, *06 *05 H
25. JB *G7,*12 *JE*12 i *G3 *G3, %03 i
26. JRC *08,%14 *J3,*14 1 *04,*05 *35, %06 I
27. FC *07,*16 *(G7,*13 1 *02,*05 02 1
28. FAG *07 *G1,%15 2 *02 *033, %06 2
29. ADCF *]1 *01,*13 2 *03 33, *06 2
30. MBR *04,*15 *j1,*15 1 *G3, %06 *03, %06 idénticos
31AVG *07,*11 *71,%13 i *@3, %03 *03 idénticos
32. GOP *10,*15 *11,%13 2 *03, *06 *03,%06 1
33.1C *08,*16 *07,*15 2 *04,%05 *03,*06 2
34. 80P *G7 (T *11 1 *02 *02,*03 H
35. RSSS =08, *09 *01,%07 2 #0313 *02,*05 2
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Alelos HLA-DRBI Desigual- Alelos HLA-DOBI Desigual.

Pacientes dades dades
Receptores Poaderes DRR1 Receptores Doadores DOBI
36. J4 *13,%07 *01,*11 2 *06, *02 *03,%05 2
37. Q4F *03,*11 *G8,*13 2 *02,%03 *04, *06 2
38 MAL *03,*04 *01,*13 2 *32,%03 *05,*06 2
39. SMMY *04,%13 *11,*13 1 *04,*06 *03,*06 !
40, MCA4 *03,*07 *11,%13 2 *02,%05 *03,*06 2
41. ASBF *G7,*13 *04,%11 2 *33,*06 *03 I
42. DDFP *04,*15 *13,*14 2 *03, %06 *33,*05 1
43. DS *(3,*15 *15,%16 1 *02,*06 *06 1
44, MLG *33, %07 *03,%10 1 *02 *02,%05 1
45. JB *11,*%16 *08,*11 i *03,*05 *03 1
46. VPM *04,%G7 *13,%15 2 *02 *05, %06 2
47. MCZ *04,*13 *03,*13 1 *03, %06 *02, %05 2
48. JCJIN *03,%11 *01,*08 2 *(3, %04 *04, %05 1
49. ARC *12,%07 *03,%11 2 02,%05 *03,*06 2
50. VLCP *03 *G1,*03 1 *02 *02,*05 i

4.11-ANALISE DAS DESIGUALDADES HLA-DRB! NA REJEICAC NOS PARES
RECEPTORES E DOADORES, APOS O TRANSPLANTE DE FIGADO

Dos 27 receptores/doadores que apresentaram uma desigualdade para o alelo
HILA-DRBI, 12 receptores (44%) apresentaram rejeicio e 15 receptores (56%) ndo
apresentaram rejeicdo. Similarmente, dos 23 pares receptores/doadores que apresentaram
duas desigualdades, 5 receptores (22%) apresentaram rejeicdo e 18 receptores (78%) nio

apresentaram rejeiclo, conforme ilustra a figura 8.
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Figura 8-Andlise das desigualdades HLA-DRB1 nos pares receptores/doadores associados
com a rejeicdo. O valor de p=0,43 pelo teste exato de Fischer nfo foi
estatisticamente significante, quando se associou o grupo de pacientes com uma e

duas desigualdades, e a rejeigdo apos o transplante de figado.

4.12-ANALISE DAS DESIGUALDADES HLA-DQB1 NA REJEICAO NOS PARES
RECEPTORES E DOADORES, APOS O TRANSPLANTE DE FIGADO

Dos 28 receptores/doadores que apresentaram uma desigualdade para o alelo
HLA-DQBI, 10 receptores (36%) apresentaram rejeicdo e 18 receptores (64%) nfo
apresentaram rejei¢do. Dos 17 pares receptores/doadores que apresentaram duas
desigualdades, 5 receptores (29%) apresentaram rejeicBic ¢ 12 receptores (71%) ndo
apresentaram rejeicdo. Entre os 5 pares receptores/doadores idénticos, 2 receptores (40%)
apresentaram rejeicdio e 3 receptores (60%) nfio apresentaram rejeiclio. Como pode ser
observado na figura 9, o niimero de pacientes que recebeu uma ou duas desigualdades ¢ o
nimero de pacientes que foram idénticos no -DQB1 apresentaram menos episddios de

rejeiclio aguda.
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Figura 9-Analise das desigualdades HLLA-DQBI1 nos pares receptores/doadores associados
com a rejeicBo. O valor de p=0,61 pelo teste exato de Fischer nfo foi
estatisticamente significante, quando se associou o grupo de pacientes com uma e

duas desigualdades, e a rejei¢8o apds o transplante de figado.

4.13-AVALIACAD DAS FREQUENCIAS DE ALELOS HLA-DRBI E -DQBI
ENTRE O GRUPQ DE PACIENTES E CONTROLES SADIOS

A primeira coluna da tabela representa as diferentes especificidades desses
alelos determinados por PCR/SSP e as demais colunas mostram as freqiiéncias dos alelos
{valores expressos em porcentagem), os valores de x3, risco relativo e o valor de p nos

pacientes e controles sadios, como mostra a tabela 6.
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Tabela 6-Distribuicdo das fregiiéncias (%) e significncia estatistica dos alelos HLA-
DRBI1*, -DRB3*, -DRB4*, -DRB5* ¢ -DQB1* nos pacientes submetidos ao

transplante de figado e no grupo controle.

Pacientes Controles N
HLA-DRBI1 n =50 a=100 X RR P
DRB1*0] 1 (2,0%) 21 (21,0%) 9,69 0,07 0,0019
DRB1*15 16 (20,0%) 15 (15,0%) 0,60 1,41 0,43
DRBIi*16 4 (8,0%) 11 (11.0%) 0,36 0,70 0,74
DRB1*03 10 (20,0%) 13 (13,0%) 1,25 1,67 0,26
DRB1*04 9 (18,0%) 35 (35,0%) 4,64 0,40 0,03°
DRB1¥11 9 (18,0%) 27 (27,0%) 139 0,59 0,20
DRB1¥12 3 (6,0%) 3 (3,0%) 0,78 2,06 0,37
DRBI1*13 10 (20,0%) 27 (27,0%) 0,68 0,6 0,40
DRB1*14 3 (6,0%) T (7.0%) 0,04 0,84 0,84
DRB1*07 16 (32,0%) 20 (20,0%) 2,63 1,88 0,10
DRBI*08 4 (8,0%) 10 (10,0%) 0,15 0,78 0,69
DRB1*09 1 (2,0%) 2 (2,0%) 0,00 1,00 1,00
DRBI*10 3 {6,0%) 2 (2,0%) 0,61 0,79 0,43
DRB3* 33 (66,0%) 71 (71,0%) 0,39 0,79 0,53
DRB4* 23 (46,0%) 53 (53,0%) 0,65 0,75 0,41
DRB5* 12 (24,0%) 26 (26,0%) 0,07 0,89 0,79
DOQB1%03 17 (34,0%) 35 (35,0%) 6,01 0,95 0,89
DQB1%06 21 (42,0%) 35 (35,0%) 0,00 1,00 1,00
DQB1*02 23 (50,0%) 33 (33,0%) 2,40 1,72 0,04°
DOB1*03 15 (30,0%) 66 (66,9%) 17,39 0,22 0,0001*
DOBI*04 6 (12,0%) 14 (14,0%) 0,11 0,83 0,73
Lpc=0,024  *pc=NS (Néo Significante) 3 pc=NS 4 pe=0,001

= numero de pacientes e controles

4.14-AVALIACAQ DE ALELOS HLA-DRB1 E -DQB! NOS 50 PACIENTES
SUBMETIDOS A0 TRANSPLANTE DE FIGADO E 100 CONTROLES
SADIOS

No total de pacientes analisados, os alelos HLA-DRB1*01 (RR=0,07, )(,229,69
e p=0,0019); DRB1*04 (RR=0,40, y’=4,64 ¢ p=0,03) ¢ DQB1*03 (RR=0,22, ¥*=17,39 ¢
p=0,0001) apresentaram uma associac@io negativa junto ao transplante de figado, enquanto
o alelo DQB1*02 (RR=1,72, ¥*=2,40 e p=0,04) apresentou uma associagio positiva junto
ao transplante. Foi calculado o p corrigido {pc) para todos os valores de significAncia. A
figura 10 mostra a comparagic das freqiiéncias dos alelos HLA-DRB1 ¢ -DQB1 entre os

pacientes, apos o transplante de figado, e o grupo-controle de individuos de sadios.
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Figura 10-Freqliéncias dos alelos HLA-DRB1, -DQBI1 entre os pacientes e os controles

sadios.

4.15-AVALIACAO DO ALELO DRB1*15 NOS PACIENTES APOS O
TRANSPLANTE DE FIGADOC

Conforme indicado na tabela 7, o alelo HLA-DRB1#15 esteve presente em 10

pacientes dos 50 estudados e em 15 controles sadios dos 100 estudados.

Quando associadas essas freqiiéncias (20% vs 15%), notou-se que niio ocorreu
diferenca estatisticamente significante (p=0,43). Quando analisada a freqiiéncia dos 10
pacientes que apresentaram o alelo DRBI*15, 6 deles morreram e 4 pacientes
permaneceram vivos (60% vs 40%), mostrando uma associaglic significativa (p=0,007,
0D=8,5) que sugere que os pacientes com alelo DRB1*15 tém aproximadamente 8,5 vezes

mais chances de ir a 6bito, conforme ilustra a figura 11.

Resultados
192



60%

Figura 11-Freqiiéncia do alelo HLA-DRB1*15 nos pacientes apds o transplante
de figado.

4.16-AVALIACAO DO ALELC HLA-DRB1*15011 ENTRE OS PACIENTES
MORTOS E VIVOS

A partir da constatagdo de que o alelo HLA-DRB1*15 mostrou estar associado
com a mortalidade dos pacientes, ap6és o transplante de figado, foi realizada a tipagem
HLA-DRBI1 em nivel de alta resoluglo nos pacientes vivos e mortos que apresentaram o
HLA-DRBI1*15, conforme indicado na tabela 7. Observou-se que dos 10 pacientes
DRB1*15, 7 pacientes apresentaram HLA-DRB1*¥15011 e, desses pacientes, 5 morreram
(71%) e 2 permaneceram vivos (29%), mostrando uma associacfo altamente significativa
(p=0,0001, OR=12,85) no grupo de pacientes que morreram ¢ apresentaram ¢ alelo
HLA-DRB1#15011, como ilustra a figura 12.
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Figura 12-Avaliagfo do alelo HLA-DRB1*15011 entre os pacientes mortos e vivos.

Tabela 7-Receptores de transplante de figados, vivos e mortos, com a presenca de alelo

HIL.A-DRBI1*15
Paci Vive (V) Alelos Alelos

acientes Obito (0) ;‘.ILA—DRBI . HLA—DRB];
Baixa Resolucio Alta Resolucio

L JL v *03 *15 03011, 1503
2. HCS M *06%03 *16021, *150117
3. GAF M *j3¥15 ®1301, ¥15010
4 AC M *J2*15 *J207, *15011
5 SF v *33, *15 7011, *15011
6. MAAC M HIT*IS ®7011, *15011
7. MBR M *4*15 *4011, *15011
8 GOP M *IO*15 *10011, *15011
% DFP v *04%15 *0404, *15011

10. DS 4 *03*15 *0301, *1501
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4.17-ANALISE DA SOBREVIDA DOS PACIENTES APOS O TRANSPLANTE DE

FIGADO EM RELACAQ A0 ALELO DRB1*15011

A analise do tempo de sobrevida dos pacientes, apds o transplante de figado,

com relagfio aos pacientes que possuem, ou ndo, o alelo DRB1*15011, mostrou que o

tempo de sobrevida ¢ semelhante nos pacientes com a presenga, ou auséneia, desse alelo. A

figura 13 mostra as curvas de sobrevida representadas pela presenca do alelo DRB1*15011

(7 pacientes) e a auséncia do alelo DRB1*15011 (3 pacientes).
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o L .
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0.0 . " presenca
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Meses apds o transplante

Figura 13-Tempo de sobrevida dos pacientes apds o transplante de figado que possuem, ou

nfic, o alelo DRB1*15011. A comparagio Log Rank nfio mostrou diferenca

significante (p=0,71) entre o grupo de pacientes com a presenca, ou auséncia, do

alelo HLA-DRBI1*15011.
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4.18-DETERMINACAC DOS ANTICORPOS ANTI-HLA DE CLASSE I NOS
PACIENTES PRE E POS-TRANSPLANTE DE FIGADO

Anticorpos anti-HL.A de classe I foram avaliados nos soros dos pacientes
estudados nas fases pré e poés-transplante, através da Citotoxicidade Dependente de
Complemento (CDC). A reagfo foi considerada positiva, quando a reatividade frente aos
alelos testados foi superior a 10%. Todos os anticorpos detectados foram do tipo IgG. A
deteccdo de anticorpos anti-HLA de classe I na fase pré e pos-transplante em 44/50 dos
pacientes (88%) apresentou auséneia de anticorpos, 2/50 dos pacientes (4%), com

anticorpos no pré-transplante e 4/50 no pds-transplante (8%), conforme mostra a figura 14.

Pré-Transplante
4%

Pés-Transplante
8%

Nado Apresentaram
Anticorpos
88%

Figura 14-Detecgio de Anticorpos Anti-HLA de Classe I na fase pré e pés-transplante

nos 50 pacientes estudados.

4.19-DETERMINACAC DOS ANTICORPOS ANTI-HLA DE CLASSE II NOS
PACIENTES PRE E POS-TRANSPLANTE DE FIGADO

Anticorpos anti-HLA de classe I foram avaliados nos soros dos pacientes
estudados nas fases pré e pds-transplante, através da Citotoxicidade Dependente de
Complemento (CDC). A reaglio foi considerada positiva, quando a reatividade frente aos

alelos testados foi superior a 10%. Todos os anticorpos detectados foram do tipo IgG. Na
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deteccgdo de anticorpos anti-HLA de classe II, 16/50 dos pacientes (68%) ndo apresentaram
anticorpos e 7/50 dos pacientes com anticorpos (14%), no pré-transplante ¢ 9/50 dos
pacientes (18%) apresentaram anticorpos anti-HLLA de classe II, no pés-transplante,
conforme mostra a figura 15. Na fase pos-transplante, foi encontrado um nimero maior de
anticorpos anti-HLA de classe I e classe II. A associagfo entre os anticorpos HLA de classe
I e classe II, no pré e pos-transplante hepatico e microquimerismo, nfdo mostrou
estatisticamente significante, como também entre a rejeicdo e esses anticorpos ndo houve

nenhuma associagdo.

Pré-Transpiante
14%

Pés-Transplante
18%

N&o Apresentaram
Anticorpos
68%

Figura 15-Detecclio de anticorpos anti-HLA de classe Il na fase pré e pos-transplante

nos 50 pacientes estudados
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4.20-ANALISE DA SOBREVIDA DOS PACIENTES, APOS O TRANSPLANTE DE
FIGADO, EM RELACAQ AOS SEXOS MASCULING E FEMININOG

A andlise do tempo de sobrevida do paciente, com relagiio aos sexos masculino

e feminino, mostrou que a probabilidade de sobrevivéncia, depois de determinado tempo,

foi maior para os homens do que para as mulheres, conforme mostra a figura 16.

100,

80,0¢ .,

60,0

40,0s

20,05

Porcentagem de sobrevida

0,0

Sexo

- feminino

« masculino

10 15 20 25 30

Meses apds o transplante

35

40

Figura 16-Tempo de sobrevida dos pacientes, apos o transplante de figado, com relagio

a0s sexos masculino e feminino. A comparacfic Log Rank mostrou diferenca

estatisticamente significante (p=0,036)
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O transplante de figado constitui-se na modalidade terapéutica definitiva para as
doengas de figado, em estdgio terminal. O objetivo primordial, apoés o éxito de um
transplante, bem sucedido, visa atingir a indugfic e a manutengio de uma tolerédncia
imunolégica especifica do 6rgfo transplantado sem a administragfio prolongada de agentes

IMUNOSSUPIessores.

Desde que o conceito de microquimerimo foi relatado por STARZL e
colaboradores (1993b), o impacto desse fendbmeno na tolerAncia do enxerto
doador-especifico ainda permanece questionavel, sendo que a grande maioria das analises
que envolvem o microquimerismo doador-especifico ¢ realizada em receptores com tempo
de sobrevida prolongada. E mais importante, ainda ndo se encontra, claramente,
compreendida a correlagdio entre microquimerismo alogénico, episédios de rejeicdo e

prolongamento do tempo de sobrevida em receptores de aloenxertos de figado.

A fim de investigar esse tema, esse estudo analisou, inicialmente, o estado do
microquimerismo nos leucécitos do sangue periférico de 50 receptores apés o transplante
de figado; no corrente estudo, demonstramos a natureza Orgdo-especifica para a detecgio
do microquimerismo, bem como a sua correlagdio com o tipo de reatividade doador-
especifico. E ainda, a associacio entre microquimerismo, incidéncia de rejeicfio aguda e
sobrevida dos pacientes apés o transplante de figado. Concomitante e posteriormente,
avaliou-se, no mesmo grupo de pacientes, o papel dos demais fatores imunogenéticos

associados ao transplante de figado.

No macroquimerismo, as células persistentes, especificas do doador, sfo
facilmente detectaveis, por citometria de fluxo, nos diversos niveis até 100%, normalmente,
apos transplante de medula oOssea mieloablativo e demais transplantes de células
(FERRAND et al, 2003). O microquimerismo compreende um percentual pequeno de
células do doador (1x10%, 10° ou menos), freqiientemente detectaveis por técnicas
moleculares e, basicamente, consistindo de células positivas para os genes HLA de classe II
(FERRAND et al., 2003). Uma vez que o microgquimerismo € um fendmeno de fregiiéneia
baixa e comum em individuos sadios, foi essencial, nesse estudo, uma atencio cuidadosa
para os métodos técnicos e cuidadosos planejamentos da pesquisa para corroborar as

conclusdes e avancar 0s conhecimentos nessa drea médica.
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Os primeiros trabalhos enfatizaram a inconsisténcia na detecgio do
microquimerismo nos receptores de transplantes. Um dos primeiros trabalhos relatou a
detec¢fio do microquimerismo periférico em 15 pacientes com aloenxertos de rim de
cadaveres, todos funcionando muito bem por mais de 15 anos (SUBERBIELLE et al.,
1994). Nesses primeiros estudos, eram empregadas as técnicas convencionais de reagdes da
polimerase em cadeja com primers de seqiiéncia especifica PCR/SSP. Constatou-se por
essa técnica que somente um tergo dos receptores demonstraram quimerismo no sangue
periférico (SCHLITT et al., 1995).

Na detecgo do microquimerismo de genes HLA-DRBI, padronizou-se ensaios
da nested PCR/SSP em duas etapas: através de uma primeira amplificagio genérica das
seqiincias do exon 2 do gene HLA-DRBI, pela amplificagio da polimerase com pares de
primers designados para amplificar somente os alelos desejados (SCHARF et al, 1989) ¢
uma segunda amplificagdo do produto da primeira amplificagiio genérica, utilizando
primers especificos de alelos do doador. Para determinar os diferentes aspectos no controle
de qualidade na detecgio do microquimerismo, estabeleceu-se, nessa pesquisa, um sistema
de referéncia levando em consideragdo: a) o grau de magnitude do sistema de detecgdo
dependente de duas PCR/SSP e o uso de um painel de primers contendo as seqiiéncias
alélicas do exon 2 do gene HLA-DRB] contendo todas as especificidades HLA, em nivel
de resolugdio intermedidria; b) foram excluidas falsas amplificagdes positivas, geralmente,
devidas a cruzamentos de primers especificos do doador com alelos HLA-DR derivados do

hospedeiro, pela especificidade do primer usado como controle interno e positivo do ensaio.

Na presente investigagio, o estudo das amostras de doadores e receptores e a
prova confirmatéria da presenca do microquimerisﬁlo alogénico foram obtidos através da
amplificagdo pela PCR das amostras do receptor ¢ realizadas com os pares de primers
correspondendo aos alelos HLA-DRB1 especificos do doador (tabela 3).

A apdlise do microquimerismo mostrou uma positividade nos produtos da
nested PCR/SSP indicando a presenca de células do doador nas amostras do receptor em 36
pacientes dos 50 estudados (72%). De maneira similar, os dados da literatura (MULLIS ¢
FALOONA, 1987; BEIN et al., 1992) mostraram uma maior eficicia na amplificagéio dos
alelos do doador utilizando uma pré-amplificagiic no DNA (nested PCR/SSP) do que no
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DNA genbmico (PCR/SSP), particularmente quando acorre um pequeno niimero de células

mononucleares do doador no sangue periférico de receptores.

Nossos resultados vém ac encontro dos trabalhos iniciais (KINOPP et al., 1994:
MORGAN et al, 1993) que mostraram ser a abordagem por nested PCR/SSP

consideravelmente mais sensivel na detecgfio do microquimerisme do que os ensaios
simples da PCR/SSP.

Ao mesmo tempo, a andlise de desigualdades dos alelos HLA-DRBI, nos pares
de receptores e de doadores, revelou que o microquimerismo foi detectado, no sangue
periférico apés o transplante de figado, em 70% dos pacientes apresentando uma
desigualdade, e em 74% dos pacientes apresentando duas desigualdades (tabela 4). Esses
achados vém ao encontro dos demais estudos prévios, igualmente empregando a nested
PCR/SSP na detecgfio do microquimerismo (HISANAGA et al., 1996; SPRIEWALD et al.,
1998). Além disso, nossos dados sugerem que a relagdio na detec¢io do microquimerismo
foi dependente de desigualdades HLA-DR nos pares avaliados (figura 6).

A literatura tem explorado o fate de desigualdades cumulativas de alelo
HLA-DR presentes nos receptores aumentarem a chance de detectar o microquimerismo,
quando comparadas com uma s6 igualdade. Uma possivel exploragio para esse fato parece
envolver diferencas na eficiéncia de amplificagfio, podendo dar diferencas nos limites da
detecgdo, provavelmente, devido & variabilidade alélica individual, relacionadas ao tipo de
seqliéncia ¢ com primer designado (JOSEPH et al.,, 1999). Com relagio aos nossos dados,
essa explicacio pode estar relacionada com aqueles pacientes nos quais ndo foi possivel
detectar o microquimerismo (figura 6).

No presente estudo, a migracfio de leucéeitos do doador do 6rgio transplantado
para os tecidos extra-hepaticos foi constatada no sangue periférico dos receptores, logo no
inicio do transplante até 16 meses (figura 2), sendo detectado o microquimerismo em 72%
do total de pacientes estudados (figura 3). Recentemente, freqliéncias similares foram
documentadas em demais pacientes pos-transplante de figado (SPRIEWALD et al., 1998;
CRESPO-LEIRO et al., 2002)

Até o presente, no entanto, ainda nfio estd esclarecida a importéncia clinica do
microquimerismo. A ddvida permanece com relagio 4 contribuigio do guimerismo misto,

onde a presen¢a concomitante de células hematopoiéticas circulantes do doador e do
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receptor podem desempenhar um papel nas conseqiiéncias imunolégicas do
microquimerismo, tanto no aceite do oOrgo por um prolongamento de sobrevida do
paciente, bem como na possibilidade da reducdio ou interrupgiio da terapia imunosupressiva
(FERRAND et al., 2003).

Os pacientes por n6s analisados apresentaram auséncia de microquimerismo e
tiveram, significativamente, mais episédios de rejeigio aguda (64%) do que aqueles
pacientes com presenca de microquimerismo (28%); figura 4.

Como o método nested PCR/SSP ndio fornece informagdes da localizacdio ou
viabilidade do genétipo do doador, acreditamos que a elucidaciio desses fatores possa levar
a um maior entendimento do fenémenoc do microquimerismo especifico do doador,
principalmente entendido como um mecanismo de desenvolvimento da tolerincia clinica
(STARZL et al., 1993b; CRESPO-LEIRO et al., 2002, MONACO e MEDAWAR, 2003) e
nfo como mera conseqiiéncia da mesma. E possivel que 0 microquimerismo possa ter, no
hospedeiro, efeitos prejudiciais, neutros ou benéficos devido a associacio de demais

fatores, especialmente os genes HLA especificos e sua relagio nas células do hospedeiro
(LAMBERT et al., 2003).

Nos humanos, os mecanismos imunolégicos que propiciam o aceite do
aloenxerto e a tolerdncia do aloenxerto por um periodo prolongado permanecem
inconclusivos, podendo incluir anergia, supressdo de clones aloreativos e especificos de
ceélulas T e delecdo clonal de células T doador reativas (DALLMAN et al, 1993;
CHARLTON et al, 1994). Inicialmente, STARZL et al. (1992a); STARZL et al(1993a);
STARZL et al.(1992b); STARZL et al.(1993b) propuseram uma nova hipdtese a respeito de
aceite do enxerto, postulando que as células dendriticas do doador, ao migrarem do enxerto
para a periferia do receptor, se estabeleceriam como células do receptor, em locais distantes
tais como: a pele, o pulmic e os linfonodos. Esse intercambio de células era entendido
como resultado de uma hiporesponsividade doador-especifico, originando um estado de
tolerdncia ao enxerto. Posteriormente, foi demonstrada a existéncia de céhulas especificas
do doador no receptor apds transplante de figado e avaliados linfocitos do doador em 1% a
24% do total de linfocitos periféricos do receptor, na primeira semana apés o transplante de
figado. Células essas, determinadas por citometria de fluxo (SCHLITT et al, 1993),

decrescendo rapidamente nas semanas decorrentes, porém ainda detectadas no sangue ¢

Discussdo
114



tecidos por PCR. Foi sugerido que a migracfo inicial das células do doador devia-se aos
leucocitos passageiros do enxerto, com a subseqiiente liberacBio de células maduras,
originadas de células progenitoras no enxerto (RUDERT et al, 1994). Entretanto, a
importincia imunolégica do microquimerismo foi ampliada apo6s a observagio da
correlagdio desse fendmeno com células especificas do doador e a rejeiciio do enxerto
(SCHLITT et al, 1994b). Além disso, ¢ microquimerismo nfo tem sido documentado em
todos os enxertos estdveis por um longo periodo. Nos primeiros trabalhos referentes a seis
centros que estudam o microquimerismo de figado, alguns falharam ao documentar o
microquimerismo periférico (ROLLES et al, 1994; RUBOCKI et al, 1994) ¢ demais
estudos relataram nfo haver uma correlagdo clinica entre microquimeismo e tolerincia
(HISANAGA et al,, 1996; ELWOOD et al., 1997). Clinicamente, podem existir estados de
microquimerismo com a ocorréncia de rejeicio (NORRIS, et al. 1997). Também a
persisténcia do microquimerismo ndo se correlaciona, necessariamente, com a tolerincia
clinica, ou com critérios para redugfio das drogas imunosupressoras (STROBER et al.,
2000).

Com resperto & importincia imunolégica do microquimerismo nesse estudo,
pacientes com microquimerismo apresentaram menos episodios de rejeicio do que aqueles
que foram negativos, demonstrando uma associacio ou significativa ao microquimerismo,
sugerindo uma tendéncia (OR=4,7) para a incidéncia de rejeicdo nos pacientes sem
microquimerismo {figura 4). A evidéncia da correlaciio entre ¢ estado imunologico dos
pacientes e as rejeighes parecem ir ao encontro da hipétese de que o microquimerismo
sistémico desempenha um papel importante na hiporeatividade doador-especifico e na
tolerdncia (STARZL et al., 1992a; STARZL et al,, 1993b)

Dados de varios estudos mostram que o microquimerismo nfo tem uma relagio
clara como estado imunoldgico dos pacientes apés o transplante de figado (HISANAGA
et al., 1996; DEVLIN et al, 1998; McDANIEL et al., 1999). Além disso, os mecanismos
que controlam a quantidade de células alogénicas podem diferir daqueles causadores da
rejeicdo aguda, desde que a variagio na intensidade do microquimerismo pareca ser
independente do estado da rejeicGo (HISANAGA et al, 1996). A eliminacio de células
hematopoi€ticas alogénicas parece ter wn efeito nas células natural killer, enquanto o inicio

da rejei¢do parece ser acionado por linfécitos T (CICCONE et al., 1992).
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Até o momento, os fatores relacionados & inconsisténcia dos estudos
relacionados a0 microquimerismo alogénico podem ser devidos, pelo menos em parte, ao
grande mamero de varidveis, tanto clinicas quanto Iaboratoriais que afetam os transplantes.
Essas varigveis incluem: tamanho pequeno das amostras clinicas, grau de desigualdades
entre o doador e receptor, duragiio e extensdo da imunosupressio, origem tecidual e
técnicas usadas na detecglio do microquimerismo (McDANIEL et al.,1999; SAHOTA et al.,
1998), sendo que os fatores que podem influenciar as conseqiiéncias imunologicas do
microquimerismo incluem: ¢ nivel de quimerismo, origem das células do doador, estado de
maturidade do sistema imune do receptor, o 6rgio enxertado, a natureza das células
persistentes derivadas do doador e a localizacio das células derivadas do doador
(FERRAND et al., 2003).

SUN et al. (1997) observaram uma inducio aumentada de interleucina-2 e
interferon y na expressio do RNA mensageiro, em linfonodos de ratos tolerantes
comparados com aqueles que desenvolveram rejeigio de enxerto apés o transplante (SUN
et al.,1997). Em pesquisas clinicas, a identificagiio de linhagens de células que migram para
orglos periféricos pode ser importante em futuros estudos. A coexisténcia de células
apresentadoras de antigenos de origem tanto do doador quanto do receptor na periferia € no
timo podem estar associadas & competéncia imunoldgica e também a tolerincia reciproca.
Na verdade, as células apresentadoras de antigenos do hospedeiro e do doador no timo
deletam, durante a seleglio negativa, células T reativas de ambos, hospedeiro ¢ doador,
sugerindo que, além do nivel de microquimerismo, a natureza das células persistentes do
doador pode, também, desempenhar um papel nas conseqli€neias imunolégicas do
microquimerismo (FERRAND et al., 2003),

Dados da [fiteratura mostram que um excelente prolongamento da sobrevida
pode ocorrer na auséncia do microquimerismo e, mais importante, o microquimerismo
ainda ndo pode ser usado como critério para a retirada do imunosupressor (MONACO e
MEDAWAR, 2003).

Nossos resultados sugerem que baixos niveis de microquimerismo podem estar
associados a baixos indices de aceite do enxerto no inicio do transplante € & alta incidéncia
de rejeicdo aguda. Estudos futuros sero necessarios para confirmar esses achados em uma

grande populacdo de pacientes com transplante de figado. De forma similar, as andlises
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clinicas nfio tiveram uma associagio substancial entre microquimerismo e tolerancia e/ou
hiporesponsividade doador-especifico, embora a rejeicio do aloenxerto possa ter ocorrido,
ou ndo, na presenga do microquimerismo. Quanto & andlise da sobrevida dos pacientes com
transplante de figado em relagio ao microquimerismo, as desigualdades HLA-DRBI e
DRB1*15011 nfo apresentaram diferencas significantes, mostrando que o tempo de
sobrevida foi semelhante nos pacientes com ou sem microquimerismo, desigualdades
HLA-DRB1 e o alelo DRB1*15011. No entanto, quando comparada a sobrevida dos
pacientes em relaglo ao sexo, observou-se que a probabilidade de sobrevida nos pacientes

foi maior para os homens do que para as mulheres.

Concomitantemente, essa pesquisa, tendo como base relatos da literatura
inconclusivos, analisou o impacto das compatibilidades HLA nos pacientes apos
transplante de figado. Foram analisados 50 pacientes e seus doadores, usando técnicas de
DNA para os genes HLA-DRBI e DQBI. O impacto nas desigualdades HLA foi observado
no decréscimo de incidéncia nos episédios de rejeicdo aguda entre o grupo de pacientes que
recebeu duas desigualdades, tanto para os genes HLA-DRB1 quanto DQB! (figura 6 e 7).
Esses resultados sugerem um papel para os linfocitos derivados do figado nas respostas
imunes, logo no inicio do aceite do enxerto e, possivelmente, envolvido com
microquimerismo. Os linfécitos derivados de figade podem reagir contra células
apresentadoras de aloantigenos de classe II, sendo esse, um fendmeno vantajoso na

estabilizagdo do microquimerismo ¢ da tolerancia (MARKUS et al., 1988b).

A tolerdncia foi, pela primeira vez reconhecida em 1965, guando GARNIER
et al, observaram que enxertos de figado transplantados entre porcos eram aceitos sem usc
da terapia mmunosupressiva. Ulteriormente, fatos similares de um aceite espontanec foram
evidenciados em ratos (COHN e BLOMBERG, 1975) e camundongo (CRESSWELL,
1994). O desenvolvimento, em camundongos, de modelos de transplante de figado
possibilitou a oportunidade de se obter um melhor conhecimento na regulacio das respostas
imunes no figado, como resultado dos vastos conhecimentos do sistema imune e da
genética no camundongo (HARGREAVES et al, 1997). O aceite espontdneoc de
aloenxertos de figado € encontrado em todas as combinacdes de linhagens, incompativeis
para o MHC (CRESSWELL, 1994).
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Experimentos recentes em diferentes modelos de roedores usando medula dssea
para induzir macroquimerismo ¢ tolerincia mostrou que o estabelecimento do
macroquimerismo ndo origina tolerncia, necessariamente. Nesses modelos, para indugdo
de toleréncia era necessdria a presenca de células MHC Classe I positivas (BARTA et al.,
2000).

Nesse estudo foi também investigada a freqiiéneia dos alelos HLA-DRB1 e
DQBI nos receptores. Alguns alelos especificos do receptor, tais como HLA-DQB1*0302

tém sido associados com alto risco para a rejeicio aguda e tolerincia logo no inicio do
transplante (MOYA-QUILES. et al, 2003)

Em contraste com transplantes de rim e coragdo, no transplante de figado, a
natureza das doengas subjacentes pode estar relacionada 3 alelos especificos, estando esse
fato muito bem descrito para hepatite autoimune, hepatite B ¢ C (BELLI et al, 2000).
Similarmente, nossos dados mostraram que os pacientes com hepatite B ou C apresentaram
uma diminui¢do dos genes HLA-DRB1*01, DRB1%04 e DQBI1*03 ¢ um aumento do alelo
HLA DQBI1*02. Portanto, uma investigacio mais detalhada associando o transplante a
doengas subjacentes sera necesséria, no futuro, para determinar o efeito da tipagem HLA
nesse grupo de pacientes.

Nossos resuftados também sugerem a importncia da identificacdo do gene
HLA-DRBI*15 no grupo de pacientes transplantados de figado com a doenga de base
hepatite virus C e morte apés o transplante, onde foi verificada uma associagdo entre os
pacientes com morte ¢ que apresentavam o alelo HLA-DRB1*15011 (71%) e os pacientes
Vivos, que ndo apresentavam esse alelo (29%) e o valor de OR=12,85, indicando que a
chance de um paciente ir a morte ¢ de, aproximadamente, 12,85 vezes maior para aqueles
pacientes que possuem o alelo DRB1*15011, em relagfio aos pacientes que nfio possuem

esse alelo.

ECKELS et al.(2000) demonstra que a habilidade de liberacdo do virus da
hepatite C esta associada a determinados alelos HLA, particularmente, HLA-DRB1*15.
Esse fato foi observado nas células mononucleares derivadas de pacientes infectados com o
virus da hepatite crénica e HLA-DRI15 positivos. Nesses pacientes, foi constatada a

ocorréncia natural da substituicio de um s6 aminoscido no epitopo, NS3 da céhla
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TCD4-TH1 (DONNELLY et al, 1997; ZHU e ECKELS, 2002), ocorrendo falha na
estimulacdio e proliferacio de células TH1 que é acompanhada de uma mudanga nos
padrdes de secregdo das citocinas, demonstrando que a modificagio no peptideo pode
inibir, efetivamente, a proliferacio policlonal das células T periféricas do hospedeiro
(WANG et al., 2003 ).

Com relagio ao efeito de aloanticorpos imunoglobulina IgG, pré-formados e
doador-especifico em transplantes de figado, os dados permanecem controversos, embora
um nimero de estudos recentes sugira que esses anticorpos podem aumentar o risco de
ambas as rejeicOes ¢ de fatha no enxerto, logo no inicio do transplante de figado (TAKAYA
et al., 1992; BARHGATE et al., 1998).

Entre 7% a 33% de receptores pés-transplante de figado abrigam anticorpos
citotoxico antidoador-especifico. Aproximadamente, metade desses pacientes possui
anticorpos IgG (DONALDSON e WILLIAMS, 1997). Estudos recentes tém confirmado
que anticorpos imunoglobulina G linfocitotdxica, podem afetar, desfavoravelmente, o
transplante de figado (DEMETRIS et al,1992). Inversamente, o transplante de figado
parece ser resistente a rejeicdes mediadas por anticorpos e os transplantes sio realizados
com sucesso, com incidéncia de provas cruzadas positivas anti-doador (KYUNG-SUK
et al,, 2002)

Os resultados do presente estudo demonstram uma falta de associagfo entre
pacientes que apresentam anticorpos anti-HLA de classe 1 e classe II, no pré e pds-
transplante e microquimerismo, assim como na rejeicBo. Uma possivel raziio para a
pequena presenca na positividade de anticorpos HLA, observada nesse estudo, parece estar
relacionada ac metodo de detecgio de anticorpos (MCKENNA et al., 2000). Técnicas mais
recentes por Elisa e Citometria de Fluxo, utilizando antigenos HLA purificados, vém
mostrando a importincia clinica pos-transplante para os anticorpos HLA, através do
monitoramento pela: 1) detecgfio de baixos niveis de anticorpos do doador (BRENT, 1970);
2} diferencia¢fio de anticorpos, isotipos e reativas contra antigenos HLA classe I e Classe 11
(PATEL ¢ TERASAKI, 1969} ¢ 3) correlagfio de anticorpos com a patologia especifica do
enxerto (PATEL e TERASAKI, 1969).

Na prética clinica, as tentativas para determinar igualdades dos antigenos HLA
de doador e receptor sdo limitadas pela disponibilidade de 6rgfos de doador. Além da
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contribuicfo relativa da homologia HLA entre o doador-receptor, o aceite do enxerto ¢
influenciado pela composic@io, complexidade e tamanho do érgdo. Assim, embora as
igualdades HLA sejam desejaveis para os transplantes de 6rgdos em geral, parece existir
uma importéncia maior nos transplantes de rim do que para transplantes de coragéo, pulmio
ou figado (OPELZ et al, 1999). Por outro lado, desigualdades, particularmente dos locos
HLA classe II, estfio correlacionadas com grande sucesso & obtencdo da inducdo da
tolerdncia periférica (COLOVAI et al., 1996).

Para a tolerdncia e sobrevida do emxerto, as compatibilidades HLA sio
reconhecidas, amplamente, como os fatores de maior importancia nos transplantes renais e
de coragio (NEUMANN et al., 2003). Entretanto, o impacto das compatibilidades HLA na
sobrevida dos transplantes de figado ainda permanece indefinido, com diferentes grupos
relatando resultados discrepantes (MARKUS et al., 1988b; NIKAEIN et al., 1994; DORAN
et al,, 2000; SAWYER et al., 2000).

Estudos prévios de linfocitos isolados de aloenxertos em figado de humanos
mostraram que essas células exibiam, in vifro, aloreatividade contra antigenos HLA do
doador. KNECHTLE et al(1993); FUNG et alL(1986); GUNSON et al.(1992); e
SAIDMAN et al(1990) relatam o efeito benéfico das compatibilidades do locus HLA-A
nos resultados de transplantes de figado. Esse dado é um forte argumento em favor dos
mecanismos de aloreatividade da célula T na rejeicio. Em contraste, uma série de autores
associa as compatibilidades HLA a um alto grau de perda do enxerto, doencas recorrentes ¢
infecclo viral (MARKUS et al., 1988 a; MONEZ et al.,1993; MARKUS et al., 1988 b).

Finalmente, podemos concluir que a rejeicio, no transplante, pelo sistema
imune do hospedeiro envolve respostas especificas diretamente voltadas para grupos
selecionados de aloantigenos polimérficos de histocompatibilidade expressos nos tecidos
do doador. Estratégias para suster a supressio nfo-especifica no sistema imune do
hospedeiro tém propiciado a incorporagio do érgdo transplantado por um longo periodo,
porém nfio sem seqlielas indesejaveis (por exemplo: infeceBes oportunistas, malignidades e
toxicidade). Dessa forma, grandes esforcos vém sendo feitos para desenvolver métodos
para alcangar e manter um estado de “tolerancia imune” no hospedeiro que ¢ caracterizado

pela falta ou deleglio de respostas imunes patolégicas diretamente dirigidas ao orgéo
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enxertado, bem como preservar a habilidade do sistema imunolégico para se adaptar e

responder, apropriadamente, aos demais antigenos estranhos (FERRAND et al., 2003).

De uma maneira simples, o proposito da tolerancia nos transplantes é convencer
o sistema imune do hospedeiro a olhar o 6rgfo aloenxertado vascularizado como parte da

familia dos tecidos do hospedeiro e dessa maneira desfrutar de protegiio das respostas

imupes do hospedeiro.
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6- CONCLUSOES
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Nossos resultados mostraram que o método nested PCR/SSP  foi,
suficientemente, sensivel na detecgio do microquimerisme alogénico que esteve presente
na maioria dos pacientes estudados. O microquimerismo alogénico apresentou-se,
significantemente, associado aos pacientes com menor incidéncia de episddios de rejeicsio

aguda.

Com relagio ao efeito das tipagens HLA e anticorpos anti-HLA no transplante
de figado, nfo foi confirmado nenhum efeito adverso de ambos os fatores, porém os
pacientes com maior nimero de desigualdades HLA apresentaram uma menor incidéncia
de rejeiho aguda. Entretanto, foi constatado um possivel efeito adverso no grupo de
pacientes portadores de gene HLA-DRBI*15011 e um efeito benéfico relacionado ao

prolongamento de tempo de sobrevida nos pacientes do sexo masculino.

Nossos resultados sugerem uma investigagdo mais precisa em uma grande
populagdio de pacientes para uma futura compreensio dos mecanismos imunolégicos
associados a0 microquimerismo e desigualdades HLA. Os dados da presente populacio
estudada ainda sugerem a andlise do microquimerismo e tipagem HLA nos pacientes ap6s

transplante de figado alogénico com valor o preditivo no risco individual de cada paciente.
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DEVELOPMENT OF DONOR-SPECIFIC MICROCHIMERISM IN LIVER-
TRANSPLANT RECIPIENT WITH HLA DRB1 AND DQB1 MISMATCH
RELATED TO EPISODES OF REJECTION

M.B. Aratijo’, L.S. Leonardi®, .F.S.F. Boin’, M.I. Leonard’, L.A. Magna®, E.A. Donadi*
and M.H.S. Kraemer'.

ABSTRACT

Migration of donor-derived cells to recipient tissues after liver transplantation has proved to
be a mechanism that induces and maintains allograft tolerance, although acute rejection
remains an important issue, since it causes post-transplantation mortality and complications
related to immunosuppressive therapy. We therefore determined either presence or absence
of chimerism and examined both recipient and donor mismatch of HLA DRBI1 and DQB1
alieles related to occurrence of rejection. Laboratorial analysis of peripheral blood was
carried out before, as well as 10 days to 16 months after liver transplantation in 32
recipients using ganglion or spleen cell samples of respective donors. DNA was extracted
of samples and HLA DRB1 and DQBI1 alleles typing was obtained through polymerase
chain reaction using sequence-specific primers (PCR-SSP). Microchimerism was analyzed
through nested PCR. Our results confirmed that patients with one or two mismatches of
HLA-DRB1 and - DQBI1 alleles did not show any significant mismatch (p<.05).
Microchimerism was present in 71.88% of the patients, and its correlation to rejection
demonstrated a significant association (p<.05). Results suggest that the presence of

microchimerism can be associated with acceptance, tolerance and survival of the allograft.

'Immunogenetics Transplant Laboratory — Clinical Pathology Department; *Department of Surgery,
*Department of Genetics - School of Medical Science, Campinas, State of S3o Paulo, Brazil and *lmmunclogy
Molecular Laboratory of the Clinical Hospital of the Medical School of Ribeirio Preto (FMRP-USE-SP),
State of S80 Paulo, Brazil.
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INTRODUCTION

Liver transplant is the best alternative in treatment of chronic or acute hepatic diseases in
terminal phase’ , although the mmmunological factors in liver transplant are conflicting and
inconclusive. Doran et Starz™® demonstrated the persistence of donor cells in peripheral
blood of recipients afier hepatic transplantation, a phenomenon called microchimerism,
which could be a mechanism that induces acceptance of the donor's specific allograft.
Clinical experience of hepatic transplantation indicates chronic rejection as the main cause
of the loss of the graft, and further shows that the tolerance acquired during the years after
the transplantation can only be confirmed after interruption of immunosuppressor
therapeutics, which entails its specific inherent risks’ and thus emphasizes the importance
of analyzing the microchimerism phenomenon. Further, the influence of HLA mismatching
on liver transplantation remains controversial®’. Consequently, the objectives of the
present study were to detect, in recipients, occurrence of HLA-DRBI alleles for nested
PCR-SSP stemming from donors that characterizes allogeneic microchimerism and to
assess HLA-DRBI and - DQBI alleles mismatch between recipient and donor associated to

episodes of rejection.

PATIENTS AND METHODS

The group of patients consisted of 32 liver transplant patients and their respective donors,
all aged between 15 and 65, and of both sexes. The basic diseases were Cirrhosis C Virus
(n=20), Hepatitis Autoimmune (n=4), Cryptogenic Cirrhosis (n=1) ¢ Alcoholic Cirrthosis
(v=T), all of them found at the Clinical Hospital of the School of Medical Science,
UNICAMP. Peripheral blood samples were obtained from patients before, and 10 days to
16 months after liver transplantation and ganglion or spleen cell samples were obtained
from respective donors. A pre-transplant blood sample was collected from each patient to
serve as an individual negative controlL

HLA Typing - DNA was extracted from peripheral blood Iymphocytes using the “salting-
out” method® and class I typing was carried out by specific sequence primers (PCR-SSP)
supplied by One Lambda, Inc. Ca, USA, at generic level I by typing at medium resolution.
HLA-DRBI alleles were determined by 13 primer mixes, -DRB3 by 3 primer mixes, -
DRB4 by 1 primer mix, -DRBS by 2 primer mixes and -DQB1 by 5 primer mixes. Reaction
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of PCR was analyzed by electrophoresis in ethidium bromide-stained 2% agarose gel
Presence of the specific PCR product was visualized by a (UV) transilluminator and
documented by photographs.

Nested-PCR-SSP Typing - Nested PCR/SSP methodology was carried out according to
BEIN et al’ to detect donor-specific HLA DRBI alleles in patients afier liver
trapsplantation. Nested PCR consisted of two consecutive PCR  assays. Generic
amplification of the exon 2 of the DRBI gene was carried out during the first assay; the
resulting product of the first PCR was submitted to a new amplification in the second assay
using specific primers of donor HLA-DRBI1 allele. DNA was isolated from peripheral
blood lymphocytes of patients and from donor ganglions or spleens. For PCR, .5ug/ul of
generic DNA was used in a 50ul reaction. Reaction mix consisted of 10 x PCR buffer,
MgCl (50mM), 10mM of each dATP, dCTP, dGTP and dTTP, 10pmol of each 3' and 5'
primer and .5pl of Taq polymerase. Amplification was carried out in 30 cycles. Each cycle
consisted of denaturation at 95°C for 1 min., annealing at 53°C for 1 min., and extension at
72°C for 5 sec. All reactions were amplified on a thermocycler - Perkin Elmer - Gene Amp-
PCR System 2,400. After confirmation of presence of generic PCR product by
electrophoresis in agarose gel, this first-round PCR product was diluted 1:100 in sterile
water and 5Sul of this new solution was submitted to a second amplification with donor
HLA alleles-specific primers. Amplification was carried out in 30 cycles. Each cycle
consists of denaturation at 94°C for 20 sec., annealing at 60°C for 20 sec., and extension at
72°C for 40 sec. In both proceedings, reaction of PCR was analyzed by electrophoresis in
ethidium bromide-stained 2% agarose gel Presence of the specific PCR product was
visualized by a (UV) transilluminator and documented by photographs.

Statistical Analysis - Statistical analysis of HLA alleles was carried out by means of X°
square Chi test using Fisher's exact test. Statistical significance was given when p<.05
during assessment of microchimerism and mismatches of HLA alleles for rejection group

Versus non-rejection group.
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RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 shows the characteristics of patients, as well as those of recipient and denor HLA
alleles. Figure 1, the donor-specific bands, shows detection of microchimerism. Figure 2
shows presence or absence of microchimerism associated to rejection. Our results show that
71.88% of the 32 examined patients presented microchimerism, of which 50% showed
microchimerism without rejection, and 21.88% showed microchimerism with rejection.
Therefore correlation with rejection demonstrated a significant association (p<.05) and
those without microchimerism, either with or without rejection were respectively of
21.87% and 6.25%. These data indicate that microchimerism is frequently observed in
peripheral blood up to 16 months after liver transplantation and that it can occur in the
presence of rejection. The phenomenon of microchimerism seems to be related to long-term
graft tolerance and the ability to establish a tolerance has been enhanced with current
immunosuppressive drugs. The tolerance is not universally accepted and, in fact, is
controversial at present. Two main categories of criticisms against this hypothesis are that
1) immunologic microchimerism does not exist in ail functionally tolerant organ transplant
recipients, and 2) microchimerism is a epiphenomencna that does not play a causative role
in tolerance induction.' Figures 3 and 4 show analysis of DRBI and DQBI alleles
mismatches in recipient/donor pairs, when correlated with rejection. These were not
statistically significant. Our analysis demonstrated that 59.4% of the patients showed 1
mismatch and 40.6% showed 2 mismatches regarding DRB1 alleles. Regarding DQBI
alleles, 12.5% were identical, 50% showed 1 mismatch, and 37.5% showed 2 mismatches;
rejection rate up to two months after transplantation was 43.75%. These data suggest that
without rejection, HLA mismatches do not cause any impact. However, some studies
mention the negative effect of HLA mismatches on survival of aliograft'""**. Some authors
have proposed a dualistic role of HLLA: HLA matching may reduce the incidence of acute
rejection on one hand, and on the other hand, it could increase the recurrence of liver
diseases after transplantation. !

In conclusion, our results suggest that the HLA DRB1 and DQB1 mismatches do not have
any influence on rejection and that the presence of microchimerism does not depend on
these. Further, the presence of microchimerism can be associated to graft tolerance and that

donor cells can be detected in peripheral biood of recipient during a time period of 10 days
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to 16 months after transplantation. For a deeper comprehension of microchimerism, more
sensitive detection technmiques are necessary to identify new alleles and to solve
heterozygous combinations, since these are only being deciphered in an ambiguous way by
current techniques. Research on this biological phenomenon has been of increasing
international interest; its practical identification might be a future alternative in post-

fransplantation therapeutics to alleviate the undesirable action of immunosuppressive drugs.
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Table 1-Characteristics of patients and recipient/donor HLA-DRB1 alleles (donor

specific HLA-DR allele used for donor cell detection in italics)

Aleles HLA-DRE1

Patients Age Sex Pre-transplant Diagnosis
Recipient Doneor
1 32 M Alcoholic Cirrhosis *Q0],*G7 *03,*11
2 48 M Cirrhosis C Virus *07 *Gd,*14
3 15 M Hepatitis Autoimmune *13 *04, %08
4 37 M Alcoholic Cirrhosis *G3 *01,*13
5 42 M Cirrhosis C Virus *15,*03 *1*03
] 50 M Cirrhosis C Virus *7135 *16 *04,*15
7 49 M Cirrhosis C Virus *03,*13 *04,*16
8 54 F Cirrhosis C Virus *G7, %11 *11,*15
g 58 F Cirrhosis C Virus *[3,*15 *08,*14
10 57 M Cirrhasis C Virus *04 *03,*07
11 34 M Cirrhosis C Virus *12,*15 *(7, 15
12 56 M Alcoholic Cirrhosis *15,*03 *07,%15
13 16 M Alcoholic Cirrhosis *13,*14 *01,%03
14 53 M Cirrhosis C Virus *11 *11,%08
i5 36 F Cirrhosis C Virus *(37,*15 *G7,*08
16 17 F Hepatitis Autoimmune *03,*08 *716,*08
17 46 M Cirrhosis C Virus *11,%16 *03,%16
18 45 M Cirrhosis C Virus *13,*1§ *03,*10
19 62 M Cirrhosis C Virus *04,%11 *37
20 1] F Cirrhosis C Virus *(13, %14 *03,%11
21 46 M Aleoholic Cirrhosis *04%08 *37,*08
22 59 F Cirrhosis C Virus *37 *03,%15
23 63 M Alcoholic Cirrhosis *G3] *G1, %13
24 63 M Hepatitis Autoimmune *07*13 *01
25 54 F Hepatitis Autoimmune Q7 *12 *FI*IZ
26 47 M Cirrhosis C Virus *08, *14 *13,*14
27 34 M Alcoholic Cirrhosis *Q7*16 *7,%13
28 52 M Cryptogenic Cirrhosis *7 *01,*15
28 46 F Cirrhosis C Virus *1 *01,%13
30 35 F Cirrhosis C Virus *G4*i5 *11,*15
31 43 M Cirrhosis C Virus 7 %11 *11,%13
32 40 M Cirrhosis C Virus *03,%13 *07,%13
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1 2 3 4 5 6

7 8 9 10 11 12

FIGURE 1-DETECTION OF MICROCHIMERISM USING NESTED-PCR-SSP TYPING.
Negative Controls can be found in lane 1 and 2 (DNA sample of pre-transplantation patients).
Lane 3 and 4 show detection of (donor) DRB1*03,*11 in DRB1*01,*07 in liver recipient. No
donor alleles were detected in recipients in lane 5. In lane 6 and 7, (donor) DRB1*04,*16 alleles
were detected m DRB1* 03,%13 of recipient. In lane 8, (donor) DRB1*04 allele was found in
DRBI1* 15,*16 of recipient. No donor alleles were detected in recipients in lanes 9 e 10; however,

donor alleles were detected in recipients in lanes 11 e 12.

Anexos

{57



60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

with rejection

without rejection

Patient with
Chimerism

& Patient
without
Chimerism

FIGURE 2-DETECTION OF MICROCHIMERISM AND ITS ASSOCIATION TO

REJECTION
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FIGURE 3-HLA-DRB1 MISMATCHES IN RECIPIENT/DONOR ASSOCIATED
TO REJECTION
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FIGURE 4-HLA-DQB1 MISMATCHES IN RECIPIENT/DONOR ASSOCIATED
TO REJECTION
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