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RESUMO

Os doentes submetidos a transplante alogénico de células estaminais tém uma
imunossupressao que ultrapassa o primeiro ano pos-transplante. A reconstitui¢do
imunologica ap6s um transplante de células estaminais depende de varios factores,
tais como a idade do receptor, o grau de parentesco e de compatibilidade HLA entre
dador e receptor, o grau de deplecdo de células T in vivo ou in vitro, a emergéncia e
eventual tratamento da doenga do enxerto contra o hospedeiro. Enquanto que os
neutréfilos e as células natural killer recuperam nos primeiros dois meses pos-
transplante, a reconstituicdo das imunidades humoral e celular ¢ significativamente
mais lenta. E impossivel dissociar a emergéncia de novos linfocitos B da timopoiese,
que parece ser determinante para a normal reconstituicao da globalidade da imunidade
adquirida apds o transplante. A andlise seriada da recuperacdo das contagens de células
T e seus subtipos, sua funcdo e, mais recentemente, dos circulos de DNA epissomico
libertados quando do rearranjo dos genes do receptor de células T, revelam um atraso
significativo na reconstitui¢ao da funcdo T em doentes adultos, com doenga do enxerto
contra o hospedeiro crénica extensa e nos primeiros nove meses pos-transplante em
doentes submetidos a transplante com deplegdo de células T. A incidéncia de infecgdes
oportunistas graves ¢ mais elevada nestes doentes. Assim, com o intuito de reduzir a
mortalidade pds-transplante, ¢ importante o desenvolvimento de estratégias para a
aceleragdo da recuperacdo imunoldgica. Sabe-se hoje que a imunoterapia celular pds-
transplante com leucécitos do dador fortalece o sistema imune incipiente do dador no
receptor. Estudos preliminares em modelos animais sugerem também que a interleucina-
7 e o factor de crescimento dos queratindcitos estimulam a timopoiese, melhorando
assim a reconstituicdo imunologica pos-transplante.

Palavras chave: Transplante alogénico de células estaminais, reconstitui¢ao imunologica, TREC,
Repertorio células T

IMMUNOLOGIC RECONSTITUTION AFTER ALLOGENEIC STEM CELL
TRANSPLANT
Patients submitted to allogeneic stem cell transplantation have a prolonged
immunodeficiency, extending beyond one year post-transplant. The immune
reconstitution after an allogeneic stem cell transplant is dependent upon several factors,
such as the age of the recipient, the degree of in vivo or in vitro T-cell depletion, the
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emergence and eventual treatment of graft versus host disease. While neutrophils and
NK cells recover normally within 2 months of transplant, the reconstitution of B- and T-
cell immunity is significantly slower. In fact, it is impossible to dissociate the emergence
of new B-lymphocytes from thymopoiesis, which appears to be determinant for the
normal reconstitution of acquired immunity post-transplant. The serial analysis of T cell
counts and its subsets, as well as T-cell function and, more recently, of T-cell receptor
excision circles, show a delay in T-cell reconstitution in adult patients, patients with
extensive chronic graft versus host disease and in the first 9 months post-transplant in
recipients of T-cell depleted grafts. The incidence of opportunistic infections is higher
in this population. Therefore, with the aim of reducing post-transplant mortality, the
development of new strategies for the acceleration of immune reconstitution is crucial.
One possibility is the use of adoptive cellular immunotherapy with donor leukocytes in
order to boost the incipient donor’s immune system in the receptor. Preliminary studies
in animal models also suggest that interleukin-7 and keratinocyte grouth factor improve
thymopoiesis, thereby stimulating the immune reconstitution post-transplant.

Key-Words: Allogeneic stem cell transplant, Immunologic reconstitution, TREC, T-cell repertoire

INTRODUCAO

Com o crescimento do numero de dadores inscritos
nos registos internacionais e com a introducdo de novas
técnicas menos toxicas de transplante alogénico de célu-
las estaminais, a elegibilidade para este tipo de procedi-
mento aumentou nos tltimos anos. De facto, a introducao
de regimes de condicionamento de intensidade reduzida
(que ndo destroem irreversivelmente a medula 6ssea do
doente) permitiu diminuir a mortalidade peri-transplante e
tornar elegiveis para esta técnica um conjunto de doentes
que ndo o eram devido a idade mais avancada ou a coexis-
téncia de patologias de outros 6rgios ou sistemas!-3. No
entanto, apesar da redugdo da toxicidade determinada pela
intensidade do regime de condicionamento, a mortalidade
associada ao transplante, em particular no contexto de
dador ndo familiar, permanece relativamente elevada®. Uma
das principais causas de morte apés o transplante ¢ a
emergéncia de infec¢des oportunistas, em parte determi-
nadas pela grave imunossupressdo induzida no doente.

A reconstitui¢ao imunoldgica apos um transplante de
células estaminais depende de varios factores. A idade do
receptor parece estar inversamente associada ao grau de
imunocompeténcia pos-transplante>. Tal fenémeno pode
ter relag@o com o grau de involugdo do timo na idade adul-
ta. O grau de parentesco e a compatibilidade HLA entre
dador e receptor também podem desempenhar um papel
relevante na reconstituicao imunologica poés-transplante.
Assim, os receptores de enxertos nao familiares e/ou ndo
compativeis podem ter uma imunodeficiéncia profunda até
mais de um ano pos-transplante. Um outro factor influen-
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te ¢ o tipo de regime de condicionamento utilizado. Com
efeito, com a crescente utilizacao de regimes de condicio-
namento sub-mieloablativos, muitos grupos incluiram nos
seus protocolos o soro anti-timocitario (ATG) ou o
anticorpo monoclonal anti-CD52 (Campath®) que, embo-
ra destinados a remover as células T do doente e assim
permitir uma boa implantagdo do enxerto, tém uma semi-
-vida longa e permanecem em circulagdo até 2 a 4 semanas
pos-transplante!3:%. Deste modo, verifica-se também uma
destruicao de precursores e células T maduras do enxerto,
o que agrava a imunodeficiéncia pos-transplante. No en-
tanto, um factor benéfico destes regimes de condiciona-
mento de menor intensidade consiste na maior preserva-
cdo das barreiras epiteliais, diminuindo assim as portas de
entrada de microorganismos para a circulacao. Nos ulti-
mos anos, verificou-se também um interesse crescente na
utilizagdo de enxertos manipulados, em particular com
deplegdo de células T, com o intuito de realizar a preven-
¢ao da doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH). A
menor transferéncia de células T do dador para o receptor
também poderd influenciar a qualidade da reconstituicdo
imunologica pos-transplante. Finalmente, muitos doentes
podem desenvolver DECH aguda ou crénica que, em si
mesmo, diminuem as defesas do doente, acrescendo ain-
da o efeito da terapéutica que é necessario instituir com
farmacos imunossupressores, como ¢ o caso dos
corticoides e da ciclosporina A”.

Analisaremos em maior detalhe o que se passa com a
reconstituicao de cada subtipo celular apos o transplante
e quais os factores que influenciam esta recuperagio.
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RECONSTITUICAO DENEUTROFILOS EDE
CELULAS NATURAL KILLER

A recuperagdo da contagem de neutrofilos apds um
transplante alogénico de células estaminais € rapida, veri-
ficando-se cerca 9 a 20 dias apo6s o transplante. Depende
da fonte de células estaminais, da utilizagao de factor de
crescimento de granulocitos, que estimula a seu cresci-
mento, e da utilizacdo de metotrexato para prevencao de
DECH, que atrasa a sua emergéncia’®. Quanto a fonte de
células estaminais, a recuperagdo de neutrofilos ¢ mais
rapida apds um transplante de células estaminais colhidas
do sangue periférico, seguida do transplante de medula
ossea, verificando-se um maior atraso nos receptores de
transplante de células progenitoras de sangue do cordao
umbilical®?. Este intervalo em que se verifica neutropénia
profunda é o de maior risco para infecgdes oportunistas
no periodo imediato pos-transplante. No entanto, ao sur-
girem neutroéfilos do dador, que sdo invariavelmente o pri-
meiro sinal da tomada de enxerto, aumenta a protec¢do do
doente contra infec¢des bacterianas e fingicas precoces.

Do mesmo modo, a recuperagdo de células natural
killer (NK) ¢ relativamente rapida ap6s um transplante
alogénico de células estaminais e independente da idade
e dos graus de parentesco e de compatibilidade HLA en-
tre dador e receptor! %12, Numa analise prospectiva em
doentes pediatricos e adultos submetidos a transplante
de dador familiar ou ndo familiar com deplegdo de células
T, Small et al ndo encontraram diferengas na reconstitui¢ao
de células NK entre os varios grupos, tendo-se atingido
valores normais no final do primeiro més pos-transplan-
te!0. Assim, a maior incidéncia de infec¢des oportunistas
em grupos de maior risco nao parece dever-se a um atraso
na recuperagdo de células NK. Considera-se hoje que a
pronta recuperagao destas células, em particular se existir
uma incompatibilidade entre as moléculas KIR (killer
immunoglobulin-like receptors) do dador e do receptor
no sentido do enxerto contra o hospedeiro, ¢ importante
na prevencao de recaida leucémica apds um transplante
alogénico familiar 50% compativel!3-14. Assim, neste con-
texto imunologico, a pronta reconstitui¢do funcional de
células NK parece ser muito importante. Em doentes sub-
metidos a transplante alogénico de irmao HLA-compati-
vel, o repertorio KIR encontra-se normalmente reconstituido
aos seis meses pos-transplante!?.

RECONSTITUICAO DE CELULAS B

A recuperagdo da fun¢do linfocitaria ¢ mais tardia do
que a dos neutrofilos e das células NK. O numero de
linfécitos B, determinado pelo marcador CD20 ou pela
presenca de imunoglobulina de superficie, normaliza ao
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segundo més pds-transplante e ¢ independente do con-
tedo de células T do enxerto!%!7. Os primeiros linfocitos
B a serem detectados apds o transplante exprimem HLA-
-DR, CD19, CD20, CD21 e imunoglobulina de superficie,
sendo negativos para CD1017-13_ Para além destes
marcadores, os linfécitos B circulantes exprimem ainda
no primeiro ano poés-transplante CD1c, CD38, CD5 e
CD23, que s6 sdo positivos num nimero pequeno de
linféctios B circulantes em adultos normais, mas tém gran-
de expressdo nos linfocitos B do sangue do cordao um-
bilical!®. Assim, ap6s um transplante alogénico de célu-
las estaminais, apesar das células B naive (IgD") apare-
cerem relativamente depressa, a emergéncia de células
de memoria (IgD") é mais lenta. Quando se analisa o re-
pertério VH pos-transplante, verifica-se que € limitado
até mais de seis meses pos-transplante e que parece re-
capitular a ontogénese do linfocito B que ocorre durante
avida fetal'819. A producio de IgG, IgA e IgM encontra-
-se diminuida nos primeiros seis meses pos-transplante
e ¢ frequente existir uma reducéo na sintese de IgA, 1gG2
e IgG4 até mais de um ano apos o transplante*16:20_ As
IgA das mucosas também se encontram diminuidas nos
primeiros seis meses pos-transplante?!.

A analise funcional dos linfécitos B in vitro pode
ser realizada através da estimulag@o nao especifica por
mitogénios ou apos estimulacao especifica por deter-
minados antigénios. Em regra, as respostas
proliferativas dos linfocitos B ao Staphylococcus
aureus Cowan A (mitogénio) estdo reconstituidas ao
segundo més pos-transplante, altura em que se verifica
a normalizagdo das contagens de periféricas de
linfocitos B2, Um método tradicional de examinar a
imunocompeténcia B pos-transplante consiste na ava-
liacdo da sintese in vitro de imunoglobulinas em res-
posta a estimulagdo policlonal de células T por
mitogénios. No entanto, nestes ensaios, a produgdo de
imunoglobulinas depende também da normal
reconstitui¢do imunolégica T. Assim, em comparacao
com os doentes submetidos a transplante convencio-
nal de medula 6ssea, verifica-se uma diminui¢ao da sin-
tese de imunoglobulinas nos receptores de transplante
com deplecao de células T até ao fim do primeiro ano
pos-transplante?2. Em ambos os tipos de transplante,
encontram-se niveis de IgM no limite inferior do normal
até aos quatro a seis meses poOs-transplante, enquanto
que os niveis de IgG atingem o limite inferior do normal
aos sete a nove meses apos o transplante nos recepto-
res de transplante convencional, mas s6 aos doze me-
ses apds um transplante com deplegdo de células T18:22,
A analise da produg¢do de imunoglobulinas em respos-
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ta a exposigdo a antigénios especificos proteicos reve-
la um inicio de resposta aos trés meses pos-transplante,
sendo a formagdo de respostas contra antigénios de
polissacaridos mais tardia®3. Este tipo de resposta tam-
bém depende da reconstituicdo imunologica T. Assim,
os doentes submetidos a transplante com deplegdo de
células T ou com DECH tém um atraso na sintese de
imunoglobulinas ou da conversao de IgM em IgG em
resposta & estimulagio a antigénios?*.

Em receptores de transplante de progenitores de
sangue do cordao umbilical, apesar de se verificar um
atraso na recupera¢do de neutrdfilos pds-transplante e
da transferéncia de linfécitos B e seus precursores ser
muito menor do que num transplante de células
progenitoras colhidas do sangue periférico ou de me-
dula 6ssea, parece existir uma reconstitui¢do do nime-
ro de linfocitos B comparavel ao observado nos outros
tipos de transplante alogénico de progenitores
hematopoiéticos?>-2%. No entanto, outros autores su-
gerem poder existir um atraso inicial na reconstitui¢ao
imunologica pds-transplante, que parece ser fundamen-
talmente qualitativo e devido a imaturidade celular?’.

Devido a interdependéncia entre a reconstituicao
da imunidade humoral da imunidade celular pos-trans-
plante, varios autores estudaram o efeito da emergén-
cia de DECH aguda e cronica e do seu tratamento na
reconstitui¢do da fungdo linfocitaria B. Storek et al ve-
rificaram que os doentes com DECH aguda de graus [T a
IV apresentavam, em relagdo aqueles com DECH O a I,
uma diminuic¢ao significativa do nimero de precursores
de linfocitos B na medula 6ssea avaliados ao dia 30 e 80
pos-transplante?8. Os mesmos autores demonstraram
que os doentes com DECH crénica extensa tinham uma
diminuicdo significativa do namero de precursores de
linfécitos B na medula dssea ao dia 365 pos-transplante,
em comparagdo com aqueles com DECH crénica limita-
da. Noutro estudo, verificou-se que a sintese de
imunoglobulinas em resposta a estimulagdo com
antigénios proteicos também estava significativamente
diminuida em doentes com DECH cronica?4. Assim, a
DECH e o seu tratamento parecem ser determinantes na
recuperacdo da imunidade humoral apés um transplan-
te alogénico de células estaminais.

RECONSTITUICAO DE CELULAST

A normal reconstitui¢ao da fungao linfocitaria T é fun-
damental para o desenvolvimento de respostas imunitarias
secundarias no periodo pos-transplante. Para que tal acon-
teca, a timopoiese desempenha um papel particularmente
relevante.
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Maturacio no Timo

As células hematopoiéticas que se vao diferenciar em
linfocitos T entram no timo apresentando como Unicos
marcadores de superficie mais especificos CD2, CD7 e o
receptor para a interleucina (IL)-7 (Quadro 1)2°. Nesta fase,
sdo negativos na sua superficie para CD3, CD4 e CD8
(triplo negativo). Ja no timo, concomitantemente com a
aquisi¢do de CD3, surgem também os receptores de célu-
las T (TCR)-a/B ou y/&°-30. Em seguida, os timdcitos TCR-
-0 /B* adquirem em conjunto CD4 e CDS e sdo submetidos
aos processos de seleccdo positiva e negativa. A selec-
¢do positiva resulta da interacgdo do TCR-0/3 com as cé-
lulas epiteliais timicas, resultando na expansao de células
especificas para antigénios exdgenos!®3%. No processo
de selec¢ao negativa, da-se a interac¢dao do TCR-0/f3 com
as células dendriticas provenientes da medula 6ssea, o
que leva a destrui¢do das células auto-reactivas>!-32. No
final, saem para a circulagio células CD3"TCR-a/B* que
s80 unicamente positivas para CD4 ou para CDS.

Quadro 1

n Sangue
Medula Ossea Timo Periférico
Célula Pro-T Triplo Duplo Unico Unico
Estaminal Negativo Positivo Positivo Positivo
CD34" CD7 cD7* cD7" co7* cD7*
cb3g —® cp34’ —» cp2® —» cp2' cp2' cp2'
CD38 cCD3" cD3" CcD3" CcD3"

IL-7R” IL-7R cD4” cD4" cD4’

c-kit" CcD8" TCR-a/" TCR-a/B"

TCR-a/B"

co7’ cD7*

cp2” —»  cD2"

CcD3" CcD3’

cD8" cD8"

TCR-a/" TCR-a/B"

co7’ co7’

cD2" —p  CD2"

cD3’ CD3"

TCR-y/5" TCR-y/5"

Abreviatura: TCR significa receptor de células T; cCD significa marcador
citoplasmatico. Adaptado de referéncia bibliografica 16.

O processo de maturagdo timica das células CD3* TCRo/
B* apds um transplante alogénico de células estaminais é
complexo. De facto, o timocito em formagao € exposto as
c¢lulas epiteliais timicas do receptor e a células dendriticas
provenientes da medula dssea do dador. Podem também
coexistir células apresentadoras de antigénio do receptor,
dificultando mais o processo de maturagdo timica e pos-
-timica. Assim, ¢ fundamental que dador e receptor parti-
lhem antigénios HLA para que se verifique uma adequada
diferenciagdo do linfocito T recém-formado33-33.

No Quadro II encontra-se representado uma experién-
cia em modelo animal que ilustra bem a relevancia to timo
no desenvolvimento de respostas T secundarias apos um
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transplante alogénico de células estaminais®®. Como es-
tirpe dadora temos ratinhos de estirpe hibrida MHC?*b,
sendo os receptores ratinhos nude (atimicos) imunizados
in vivo com células timicas de cada uma das estirpes
parentais MHC? (linha 1) ou MHCP (linha 2). As células
apresentadoras de antigénio (APC) derivam da medula
6ssea transplantada, ou seja MHC®P. Como se pode veri-
ficar nas duas 0ltimas colunas, s6 se desenvolvem res-
postas T quando o antigénio é apresentado no contexto
da molécula MHC partilhada pelas células epiteliais timicas
e pelas células apresentadoras de antigénio, MHC? na pri-
meira linha e MHCP na segunda. Na terceira linha repre-
senta-se um transplante totalmente incompativel, em que
o dador é homozigético para MHC? e o receptor recebe
células timicas homozigoticas para MHCP. As células apre-
sentadoras de antigénio presentes sao as provenientes
da medula 6ssea do dador (MHC?). Como se pode consta-
tar nas duas ultimas colunas, ndo se da o desenvolvimen-
to de respostas secundarias T, pois na restri¢do timica
verifica-se a eliminagdo de todas as células reactivas con-
tra outros antigénios que ndo MHCP. Este grupo de expe-
riéncias demonstra que para o desenvolvimento de res-
postas secundarias T pos-transplante ¢ necessaria a par-
tilha de pelo menos 1 haplétipo entre as células epiteliais
timicas (do doente) e as células apresentadoras de
antigénio (do dador).

Quadro II
Receptor T contra Ag
T contra Ag + b

imunizado +MHC

Dador APC MHC® APC
in vivo APC

MHC™® MHC* MHC™ + _
MHC™® MHC" MHC" - +
MHC* MHC" MHC® - -

Abreviatura: MHC significa complexo major de histocompatibilidade (major
histocompatibility complex) e APC refere-se a célula apresentadora de antigénio (antigen
presenting cell). Ag refere-se a antigénio. Adaptado de referéncia bibliografica 36.

A diferenciacdo de células CD3* TCR-y/d" é menos
bem compreendida do que aquela das células TCR-a/B*,
nao exprimindo a sua superficie da mesma forma as molé-
culas CD4 ou CD8 (Quadro 1). Os processos de selecgdo
positiva e negativa deste subtipo celular ndo sdo bem
conhecidos'®.

Virias citocinas, como a IL-2, IL-7 e IL-15 parecem ter um
papel relevante na normal diferenciagdo do linfocito T37. Des-
tas, a IL-7 parece ter um efeito estimulador e anti-apoptotico
numa fase ancestral de desenvolvimento do timdcito, em que
é triplamente negativo para CD3, CD4 e CD838,
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Reconstituicio de Células T Pés-Transplante

Ap6s um transplante alogénico de células estaminais,
varios antigénios estimulam respostas T pelas células do
dador: (1) antigénios ndo especificos de tecidos, que po-
dem ser antigénios minor ou major de histocompatibilidade,
(2) antigénios especificos de tecido ou com expressao
aberrante em células malignas, que podem ser antigénios
minor de histocompatibilidade ou proteinas normais ex-
pressas na célula neoplasica, (3) antigénios tumorais, como
os produtos de certas translocagdes reconhecidas como
importantes na génese da doenca, por exemplo a t(9;22),
(4) antigénios virais, presentes em cé¢lulas infectadas por
determinados virus, como o citomegalovirus (CMV) ou o
virus de Epstein-Barr (EBV)3?. Estas interacgdes antigénio-
-c¢lula T s@o imunodominantes e, conjuntamente com a
linfopénia, constituem um estimulo poderoso a prolifera-
¢do de multiplos clones de linfocitos T37.

Nos primeiros meses pds-transplante, o repertdrio imu-
ne ¢ dominado por células que provém da expansdo de
células T de memoria do dador*®4!. Estas células pos-
-timicas tém um repertorio V[ restrito e sdo responsaveis,
em parte, pelo engrafiment, emergéncia de DECH, efeito
do enxerto contra a doenca e respostas anti-virais*43,
Assim, t€ém uma importancia fundamental na fase precoce
pos-transplante. A fase final da recuperag@o imunologica
envolve a emergéncia de um novo tipo de células T com
origem em precursores pré-timicos do dador. Estas célu-
las, ndo alorreactivas, vao reconstituir, pelos menos nos
doentes jovens com um timo funcionante, a imuno-com-
peténcia duradoura pés-transplante*?-44. A diferenciacio
destas células recém-formadas em células efectoras ma-
duras depende do microambiente de citocinas dominante
no doente. Assim, se prevalecer a estimulagdo por IL-4
emergem predominantemente células T helper e citotoxicas
tipo 2, enquanto que a IL-12 leva a diferenciagao de célu-
las T helper e citotdxicas tipo 1, que podem induzir DECH.
No entanto, as células T &helper tipo 2 podem também es-
tar associadas ao desenvolvimento de DECH crénica®”.
Assim, factores como a IL-2, [L-7 ¢ IL-12 podem estimular
arecuperacdo da funcdo timica e a expansao clonal T pos-
-transplante3®. Recentemente, foi descrita uma célula pos-
-timica CD4"CD25%, com capacidade de regular a prolife-
racdo de células T e a sua expansdo em resposta a
antigénios, podendo assim modelar a emergéncia e gravi-
dade da DECH em modelos animais*’. No entanto,
desconhece-se se estas células tém algum papel no dese-
jado efeito do enxerto contra a doenga.

Andlise do Imunofendtipo Pos-Transplante

A reconstitui¢do de células T na fase inicial pos-trans-
plante ¢ lenta, verificando-se, em nlimero absoluto, conta-
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gens inferiores a 200 x 10%/L de células CD4" e CD8" até
aos trés meses pos-transplante. Em regra, a recuperagdo
de células CD8* ¢ mais rapida do que a de células
CD4+4:22.24.46 A emergéncia de células CD4" naive
(CD45RA™) é particularmente lenta. A capacidade de
reconstituir as contagens de células CD4"CD45RA™ pare-
ce depender do grau de compatibilidade entre dador e re-
ceptor, da fonte de células estaminais, da deplegdo de cé-
lulas T do enxerto e do desenvolvimento de DECH e/ou
utilizacdo de farmacos imunossupressores para a sua pre-
vengao e/ou tratamento®.

A recuperagdo dos linfocitos T pds-transplante ¢ mais
facilmente analisada em receptores de transplante
alogénico com deplegao de células T, pois nestes a contri-
buicdo de células T maduras infundidas na altura do trans-
plante ¢ menor. Varios estudos analisaram de forma siste-
matica a reconstitui¢do da fun¢do imunitaria T apdés um
transplante alogénico de células estaminais.

No estudo de Small et al, em doentes submetidos a
transplante de medula 6ssea de dador familiar ou ndo fa-
miliar com deplegdo de células T apds um regime de condi-
cionamento mieloablativo que incluiu ATG, verificou-se
um atraso na reconstitui¢io de células CD3" e CD8' em
adultos submetidos a transplante de dador ndo familiar
quando comparados com criangas submetidas a transplan-
te de dador nao familiar e com adultos submetidos a trans-
plante de dador familiar (P<.01)!°. Verificou-se também
uma diminuic¢ao da recuperacao destes subtipos celulares
em criangas submetidas a transplante de dador ndo famili-
ar em comparagdo com aquelas submetidas a transplante
de dador familiar, mas s6 nos primeiros quatro meses pos-
-transplante (P<.01). Apos este periodo, a reconstitui¢cao
do namero de células CD3* e CD8" foi idéntica em ambos
0s grupos, apesar de s6 as criancas submetidas a trans-
plante de dador ndo familiar terem recebido ATG. Verifica-
ram-se ainda diferengas importantes na recuperagdo de
células CD4" ndo s6 entre criangas e adultos submetidos
a transplante com depleg@o de células T de dador nao
familiar (P<.07), mas também entre adultos submetidos a
transplante de dador familiar ou ndo familiar (P<.01). A
maioria dos adultos tiveram contagens de células CD4"
menores do que 100/puL durante pelo menos seis meses
pos-transplante, ¢ contagens inferiores a 200/UL até aos
doze a dezoito meses apds o transplante. Os doentes
pediatricos apresentaram contagens muito baixas de célu-
las CD4" durante os primeiros quatro meses apos o trans-
plante, mais no caso de transplante de dador nao familiar,
desenvolvendo a maioria niveis superiores a 200 células/
ML aos seis meses e uma normalizagdo entre seis a doze
meses pos-transplante. Em relago a analise da recupera-
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¢do de células CD4" naive (CD45RA™), os doentes adul-
tos receptores de transplante de dador familiar ou nao
familiar tiveram uma reconstitui¢ao significativamente mais
lenta do que as criancas submetidas a transplante de dador
ndo familiar (P<.01). Apds os primeiros seis meses pos-
-transplante, ndo se encontraram neste estudo diferencas
significativas na recuperagido de células CD4" e
CD4"CD45RA™" entre criangas submetidas a transplante
de dador familiar ou ndo familiar!?.

Os receptores de transplante de células progenitoras
de sangue do cordao umbilical apresentam também uma
rapida recuperagdo de células CD4"CD45RA ™26, Tal pode
ser devido ao facto de muitos destes doentes serem crian-
¢as com timo normalmente funcionante.

Finalmente, os doentes submetidos a transplante de
dador familiar haploidéntico (50% compativel) sdo aque-
les com maior atraso da recuperacao das contagens de
células CD4"CD45RA™ pos-transplante. A Figura 1 ilustra
areconstitui¢io de linfocitos CD4 ", CD8* e CD4"CD45RA™
num subgrupo de doentes submetidos a transplante de
dador familiar 50% compativel com deplecédo de células T
na nossa Instituicao ap6s um regime de condicionamento
mieloablativo com ATG!2. Esta técnica obriga a uma
deplegdo in vitro de células T e determina uma imunodefi-
ciéncia significativa no periodo pos-transplante, com con-
tagens absolutas de células CD4" e CD4*CD45RA™ muito
baixas. Este fenomeno deve-se em parte a ndo transferén-
cia na altura do transplante de células T precursoras ou
maduras, bem como a deficiente reconstitui¢ao pos-trans-
plante que, no entanto, ¢ possivel pois dador e receptor
partilham 1 haplotipo.
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Fig. 1 - Reconstitui¢ao do numero de células CD4*, CD8" e
CD4CD45RA" apos transplante haploidéntico de células
estaminais. Adaptado de referéncia bibliogrdfica 12.

Estudos Funcionais Pos-Transplante

Tao importante como a analise do numero absoluto de
subpopulagdes linfocitarias T ¢ a avaliacdo das respostas
proliferativas a mitogénios e antigénios. Nos doentes sub-
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metidos a transplante convencional (sem deplecao de cé-
lulas T), verifica-se uma diminui¢ao significativa das res-
postas proliferativas a fitohemaglutinina (PHA) ou ao
anticorpo anti-CD3 (estimulos mitogénicos) nos primei-
ros dois meses pos-transplante?2. Ao terceiro més, a adi-
¢io exdgena de IL-2 pode corrigir este défice*’. Entre os
quatro e os seis meses pos-transplante, as respostas
proliferativas normalizam sem necessidade de estimulagao
in vitro com IL-21°. Nos receptores de transplantes com
deplecdo de células T, a normalizacdo das respostas
proliferativas a IL-2 ocorre mais de seis meses apds o trans-
plante. No estudo de Small et al, enquanto que os adultos
apresentaram respostas proliferativas a PHA inferiores a
25% do normal até aos doze meses pos-transplante, a mai-
oria das criangas normalizaram as suas respostas aos nove
meses pos-transplante, indicando uma mais rapida recu-
peragdo imunolégica!®. Em parte, este diferencial pode estar
relacionado com o grau de funcionamento timico ainda
presente em idade pediatrica, permitindo uma normal
maturagdo dos timdcitos, o que ja ndo se verifica com a
mesma magnitude nos adultos.

A andlise das respostas proliferativas de células T a
estimula¢do com antigénios virais ¢ utilizada para avaliar a
recuperacdo da imunidade celular especifica pds-trans-
plante. E raro conseguirem-se detectar respostas especifi-
cas aos virus herpes simplex (HSV), varicella-zoster (VZV)
e CMV no primeiro més pos-transplante. No entanto, a
partir do segundo més comecam-se a detectar respostas
a0 HSV seguidas daquelas ao VZV e ao CMV*®, Esta aqui-
si¢do de respostas proliferativas especificas in vitro nao
significa a existéncia de reconstitui¢do imunologica T es-
pecifica para esse antigénio. De facto, a analise da fre-
quéncia de precursores de células T especificas para o
EBV ou 0 CMV pos-transplante revela um atraso maior
deste tipo de resposta, que também estd dependente do
subtipo de transplante realizado, sendo mais lento em re-
ceptores de transplantes de dador ndo familiar e/ou nio
compativel, com deplegdo de células T ou com DECH
crénica®?->!,

Técnicas Recentes para Avaliagdo da Reconstitui¢ao
Imunologica Pos-Transplante

Recentemente, um novo teste revelou-se bastante fide-
digno na avaliag@o da recuperag@o de células T naive pos-
-transplante. Trata-se da determinagdo dos circulos de DNA
epissémico que sdo gerados quando se da o rearranjo dos
genes que codificam o TCR (TREC — T cell receptor
rearrangement excision circles), o que so se verifica nas
células T emergentes do timo e ndo naquelas pré-cometidas
transferidas no enxerto (Fig. 2) %33, Lewin et al analisaram
por PCR o nimero de TRECs em 158 doentes submetidos a
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transplante alogénico de células estaminais apos um regi-
me de condicionamento mieloablativo>*. Cerca de 80% dos
doentes tinham recebido um transplante com deplegdo de
células T, em que foi administrado ATG, enquanto que os
restantes foram submetidos a transplante convencional de
células estaminais. SO estes ultimos foram tratados com far-
macos imunossupressores para prevengao de DECH. Um
total de 113 doentes recebera transplante de dador familiar
(HLA-compativel n=100; HLA ndo compativel n=13), e 45
doentes de dador ndo familiar. Estes autores verificaram
que os doentes com menos de 19 anos tinham um maior
numero de TRECs em relagdo aos doentes adultos (P=.02).
Neste estudo foi também realizada a analise comparativa
entre receptores de transplante convencional e aqueles com
deplegdo de células T, tendo-se verificado uma diferenga
significativa entre os dois grupos a favor dos receptores de
transplante convencional, mas unicamente nos primeiros
nove meses pos-transplante (P<.07). Nao foi encontrada
uma correlagdo entre os niveis de TRECs ¢ o grau de com-
patibilidade HLA e parentesco entre dador e receptor. Tam-
bém ndo observaram uma correlagdo com o desenvolvi-
mento de DECH aguda. No entanto, um baixo niimero de
TREC:s esté fortemente ligado ao desenvolvimento de DECH
cronica extensa, em contraste com o que se verifica em do-
entes sem DECH cronica ou com DECH croénica limitada
(P<.01). Finalmente, encontrou-se uma forte correlagao
entre o baixo nimero de TRECs pés-transplante e o desen-
volvimento de infec¢des oportunistas graves (P<.01). Este
estudo demonstra que doentes de todas as idades subme-
tidos a transplante convencional ou com deplec¢do de célu-
las T tém a capacidade de gerar novos linfocitos T, mesmo
aqueles tratados com ATG. Uma baixa producao de TRECs
associa-se a um aumento da morbilidade e mortalidade pos-
-transplante. Weinberg et al verificaram também uma dimi-
nuicao significativa no nimero de 7RECs em doentes mais
idosos e com DECH?.

-

Fig. 2 - Sintese de sjyTREC e ¢jTREC durante o processo de
rearranjo do locus TCR-a/d, que ocorre na maioria das células
TCR-a/B * emergentes do timo. Adaptado de referéncia
bibliogradfica 52.
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O repertorio VB do TCR pos-transplante tem sido anali-
sado de forma fina através da tipagem das sequéncias da
regido CDR3 (Complementary-Determining Region 3)°°.
Verfuerth et al analisaram a diversidade do repertorio V3
por esta técnica em 19 doentes com leucemia mieldide cro-
nica submetidos a transplante com deplecdo de células T4!.
Neste estudo longitudinal, foi encontrada uma irregularida-
de no repertorio nos primeiros seis meses apos o transplan-
te, que retomava um padrdo proximo do normal aos doze
meses apos o transplante. No entanto, s6 cerca de 30% dos
doentes apresentavam um padrao normal aos dois a trés
anos apos o transplante. Os doentes com DECH apresenta-
vam um padrdo mais irregular>®. Assim, a reconstituicio do
repertorio T pds-transplante esta dependente de varios fac-
tores tais como o regime de condicionamento, a deplego
de células T do enxerto, a fungdo timica no doente adulto e

aemergéncia de DECH e seu tratamento imunossupressor*!.

ESTIMULACAO DE RECONSTITUICAO
IMUNOLOGICA POS-TRANSPLANTE

Transplante de Células Estaminais Colhidas do San-
gue Periférico

Um ntimero consideravel de transplantes alogénicos de
células estaminais realizam-se actualmente com células
estaminais colhidas do sangue periférico do dador apds
estimula¢do com factor de crescimento dos granuldcitos
(G-CSF). Existe uma tendéncia para o abandono progressi-
vo da técnica tradicional de colheita de medula 6ssea em
bloco cirtrgico. O transplante de células colhidas do san-
gue periférico, bem como a administragdo de G-CSF pos-
-transplante, tem a vantagem de permitir uma recuperagao
mais rapida de neutrofilos, a que se associa uma diminuigao
do numero de dias de neutropénia, de administracdo de
antibioticos por via intravenosa e de hospitalizagdo. Nos
doentes submetidos a transplante haploidéntico de células
estaminais, a administragdo de G-CSF no periodo pos-
-transplante parece determinar um atraso na reconstituicao
imunoldgica, dado que diminui a producao de IL-12 pelas
células apresentadoras de antigénio>’.

Téo importante como a redugdo dos dias de neutropénia
absoluta, parece ser a mais rapida recuperacgao de células
CD4" pos-transplante, observada tanto em receptores de
transplantes convencionais como de transplantes com
deplegdo de células T, a que se associa uma diminuicao de
infec¢des no primeiro ano pds-transplante. Assim, o trans-
plante de células progenitoras colhidas do sangue periféri-
co parece acelerar a imunidade pos-transplante.

Efeito da Infusdo de Leucdcitos de Dador

A infusdo de leucocitos de dador apds um transplante
alogénico de células estaminais tem sido utilizada de forma
crescente na prevencao e tratamento da recaida da doenca
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oncologica e de complicagdes infecciosas, como a doenga
a citomegalovirus (CMV) e a doenga linfoproliferativa com
origem nas células B do dador induzida pelo virus de
Epstein-Barr (EBV), bem como para melhorar a reconstituicao
imunologica pos-transplante**->1. Um efeito adverso impor-
tante desta técnica € o desenvolvimento de DECH, com
excepeao dos casos em que se procede a infusdo de células
T citotoxicas ou clones especificos para o EBV ou para o
CMV.

Provavelmente, o que se obtém com a infusdo de
leucécitos de dador no periodo pds-transplante ¢ um forta-
lecimento do sistema imunolédgico do dador, ainda incipien-
te no receptor. De facto, Small et al analisaram a evolugdo da
contagem de células CD3*, CD4* € CD8" ap6s a infusdo de
c¢lulas mononucleadas do sangue periférico de dador em
doentes com doengas linfoproliferativas EBV* pos-
-transplante, e verificaram um aumento significativo no nt-
mero absoluto destas células apés a infusdo!?. Assim, com
a administracdo de linfécitos policlonais, o sistema imune
passa a ser mais competente e consegue desenvolver res-
postas imunitarais T secundarias. Deste modo, ndo estra-
nha o desenvolvimento de DECH, dado que os alo-
-antigénios nao partilhados sdo também reconhecidos como
estranhos. O mesmo se passa com as infusdes de leucdcitos
para tratamento de doenga oncoldgica em recaida. Alguns
estudos indicam que a resposta é, provavelmente, mais
alorreactiva do que especifica para antigénios tumorais’S.
Com a infusdo de clones especificos para 0 CMV, da-se uma
resposta mais direccionada, pois sdo infundidas as células
efectoras, sem risco de DECH, mas também sem fortaleci-
mento geral do sistema imunologico®’.

Estimula¢io da Fung¢iio Timica Pos-Transplante

Nos tltimos anos, tem sido investigado o papel de
citocinas na aceleracao da reconstituicao imunologica pos-
-transplante. Devido a expressdo do receptor para a IL-7
por timdcitos imaturos, varios investigadores analisaram o
efeito desta citocina na imunidade pos-transplante. Utili-
zando modelos animais de transplante alogénico de células
estaminais, verificou-se que a administracdo de IL-7 levava
auma aumento de células T naive e a expansao de células T
periféricas pos-transplante®®-0. A TL-7 também aumenta a
contagem de células CD4 em primatas®!. Em cultura, e num
modelo de xenotransplante em ratinhos, a IL-7 estimulou o
aumento do namero de TRECs®2. Assim, existem varios
estudos pré-clinicos que sugerem um efeito benéfico da
IL-7 na estimulag@o da timopoiese apds um transplante
alogénico de células estaminais.

O factor de crescimento dos queratindcitos
(keratinocyte grwth factor — KGF) foi desenvolvido para
diminuir a toxicidade gastrointestinal e pulmonar da quimi-
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oterapia e da radioterapia®®. Em modelos experimentais de
transplante alogénico de células estaminais, verificou-se
que facilitava a tomada de enxerto e diminuia a incidéncia
de DECH ao manter a integridade da barreira gastrointesti-
nal com a consequente prevengdo da geragdo de citocinas
pro-inflamatérias®®. Por um mecanismo idéntico, o KGF pro-
move a epitelizagdo alveolar e estimula a produgdo de sur-
factante pulmonar, atenuando a lesdo pulmonar mediada
imunologicamente. A redugao da incidéncia de DECH nao
se acompanha de uma diminui¢do das respostas anti-
-leucémicas pos-transplante®>. No entanto, o KGF demons-
trou ter em modelos animais um efeito protector do epitélio
timico, melhorando a reconstituicdo imunologica pos-
-transplante®®. De facto, neste grupo de experiéncias
verificou-se um aumento da produgao de timocitos ¢ a nor-
malizacao da proporcao de subpopulagdes timicas nos ani-
mais tratados. No sangue periférico, demonstrou-se um
aumento de células T naive, bem como uma melhoria das
respostas a neo-antigénios. Este efeito parece ser mediado
pela estimulago da sintese de IL-7 timica. A preservacao
da timopoiese e do microambiente timico verifica-se mesmo
com a indugdo de DECH®’. Deste modo, o fortalecimento
do sistema imunologico pos-transplante pode ser impor-
tante ndo s6 para a reducdo das complicacdes infecciosas,
como também para o reconhecimento de células leucémicas
residuais e assim reduzir o risco de recaida pos-transplante.

CONCLUSAO

A analise da reconstitui¢do imunoldgica pos-transplan-
te ¢ uma area de grande relevancia clinica. Num futuro ndo
muito longinquo, poderemos passar a administra¢ao selec-
tiva de células e/ou de citocinas que terdo como objectivo o
fortalecimento do sistema imunoldgico incipiente do dador
no doente, bem como de reac¢des especificas anti-tumorais.
Esta modulagao imunoldgica constitui hoje uma poderosa
arma na terapéutica do doente com uma neoplasia passivel
de ser tratada com um transplante alogénico de células
estaminais.
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