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EDITORIAL

Xenotransplante

Xenotransplantation

Flavio Henrique Ferreira Galvao', Luiz Augusto Carneiro D'Albuquerque’

O xenotransplante (xenoTx), ou transplante interespécie, ¢ definido como o transplante de 6rgaos,
tecidos ou células entre diferentes espécies e representa uma das propostas mais interessantes para resolver
a escassez de doadores. A perspectiva de extrair tecidos e 6rgdos de animais imunologicamente modulados,
com pouca ou nenhuma chance de provocar rejeicdo em humanos, torna o xenoTx atraente para fins
clinicos'®. Essa proposta melhoraria os resultados clinicos e reduziria o tempo de espera e a mortalidade
dos pacientes na lista de espera para transplante porque forneceria 6rgdos de boa qualidade a qualquer
momento.

Nos anos 60/70, houve varias tentativas de xenoTx usando grandes macacos, porcos ¢ ovelhas®.
Naquela época, o conceito de morte encefélica ainda ndo estava bem estabelecido, causando importantes
caréncias de Orgdos adequados para transplante®. Varios artigos foram publicados descrevendo um total de
33 xenoTxs de rins em humanos. Particularmente notavel é uma série de 13 casos usando chimpanzés de
doadores que tiveram uma sobrevivéncia maxima de nove meses, descrita em 1964 por Reemtsma et al.”.
Starzl et al.® realizaram seis transplantes renais com babuinos doadores, com sobrevida maxima de cerca de
dois meses. Também foram realizados doze xenoTxs hepaticos. Starzl et al. realizaram quatro transplantes
entre 1966 ¢ 1974 com enxerto de chimpanzés, com sobrevida maxima de 14 dias®. O grupo de Starzl
também realizou mais dois transplantes com doadores de babuinos entre 1992 ¢ 1993, com sobrevivéncia
maxima de 70 dias’. Hardy et al. realizaram em 1964 o primeiro xenotransplante cardiaco no homem
com sobrevida de apenas um dia6. Depois disso, mais seis tentativas desse xenotransplante foram feitas
também sem sucesso significativo; no entanto, Bailey et al. em 1984, realizaram a maior sobrevida do
xenotransplante cardiaco utilizando terapia com ciclosporina e o coragdo funcionou por 20 dias®.

No entanto, complicagdes como a rejeicao hiperaguda (HAR), que destréi rapidamente o enxerto,
o advento da morte encefalica estabelecendo doadores cadavéricos ¢ a possibilidade de transmissao de
infeccdes interespécies, atualmente impedem a aplicagdo clinica do xenoTx, justificando assim pesquisas
nessa area'”.
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O xenoTx ¢ classicamente dividido em dois tipos: concordante e discordante. O xenoTx discordante
¢ realizada entre espécies muito diferentes, como entre porcos e seres humanos. O xenoTx concordante
envolve individuos de espécies semelhantes, como ratos ¢ camundongos, ou grandes macacos ¢ humanos.
O grau de diferenca entre as espécies envolvidas determina a intensidade da resposta imune humoral do
xenoTx envolvendo reag@o antigeno / anticorpo interespécies pré-formadas. Assim, xenoTx discordante
geralmente causa HAR, com total destrui¢do do enxerto em poucas horas. No xenoTx concordante,
geralmente ha rejeicao vascular aguda com destrui¢do do enxerto em poucos dias'.

De fato, a maior limitagdo do xenotransplante ¢ o HAR, uma reagdo imune que rapidamente destroi
o enxerto. Considerada uma catastrofe imunoldgica, sua fisiopatologia no xenoTx ainda ndo esta totalmente
esclarecida. E uma reagdo principalmente humoral, mediado pela ativagio principalmente de IgM e
Anticorpos preformados da classe IgG conhecidos como anticorpos xenorreativos. No HAR, ha uma forte e
rapida deposigdo de anticorpos no endotélio vascular do enxerto, aumentando a migragdo, adesdo e ativagdo
dos leucocitos e receptores de membrana!-'°,

Essaativagdo leva a liberagao de anafilatoxinas, histamina e serotonina, que ativam outras mediadores
como fator de ativagdo plaquetaria (PAF) e citocinas inflamatdrias. Alteracdes no sistema vascular endotélial
expde a membrana basal, promovendo a ativagdo de plaquetas e fatores do complemento, principalmente
C2a ¢ C5a. Ha também inibicdo de anticoagulantes naturais, como sulfato de heparina e ecoadenosina
difosfato, com formagao de depositos de microtrombos e fibrina'>. A consequéncia final de esta reagdo ¢
a presenga de trombose microvascular e hemorragia intersticial, que destrdi rapidamente o enxerto. Se os
mecanismos da HAR puderem ser inibidos, os enxertos geralmente evoluem para rejeicdo vascular aguda.

Macroscopicamente, os enxertos com HAR mostram inicialmente descoloragdo e, posteriormente,
cor roxa, congestdo vascular, e hemorragia parenquimatosa'. Varios aspectos da fisiopatologia da
RHA ainda sao desconhecidos, principalmente no que se refere ao seu tratamento. Entre os mecanismos
envolvidos na resposta imune do RHA que ainda precisam de melhor esclarecimento, destacamos destacam
a participacdo da imunidade mediada por células, a coagulopatia que ocorre nessa reagdo, o envolvimento
de citocinas inflamatorias e reguladoras, além de sua superfamilia, as quimiocinas’. A dificuldade em
entender e tratar a HAR ¢ provavelmente decorrente da falta de modelos apropriados para seu estudo.
Macacos do Velho Mundo (babuino, gorila, chimpanzé e orangotango) sdo os animais com potencial para
xenoTx, pois compartilham mais de 95% de similaridade genética com seres humanos. Esses animais,
assim como os humanos, ndo expressam galactose-a-1,3-galactose (Gal-a-1,3-Gal), um oligossacarideo
presente na maioria dos bactérias para essas espécies. Através da evolugdo imunoldgica, essas espécies
extinguiram essa molécula de seu genoma e desenvolveram anticorpos pré-formados contra ele, tornando-
os mais resistentes a infec¢des graves. Em contraste, as outras espécies de mamiferos, como os suinos,
ndo mostraram esse desenvolvimento evolutivo e expressaram Gal-a-1,3-Gal. Assim, os 60rgdos suinos
transplantados em humanos sdo rapidamente destruidos por anticorpos pré-formados de primatas contra
antigenos porcinos, principalmente o Gal-a-1,3-Gal’. No entanto, os primatas tém muitas limitagdes para
uso em pesquisa ou como doadores por serem animais que transmitem facilmente zoonose, ndo acasalam
adequadamente em cativeiro devido a depressdo, estdo atualmente em risco de extin¢do e seu uso para
transplante causa grande repudio social'.

Ha mais de 40 anos o suino ¢ estudado como doador de 6rgdo para seres humanos, principalmente
no sistema se assisténcia hepatica temporaria, na hepatite fulminante. O sistema de assisténcia hepatica
temporaria visa manter esses pacientes clinicamente estaveis até o aparecimento de doador compativel'*!!
Observou-se com este procedimento melhora bioquimica e neuroldgica dos pacientes com hepatite
fulminante'>"*. Recentemente foram desenvolvidos suinos transgénicos por diversos modos de modulagio
genética, visando torna-los compativeis imunologicamente aos humanos. A utilizagdo destes animais no Tx
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mostrou resultados promissores'*!4. O desenvolvimento da tecnologia de engenharia genética para a produgio
de suinos trangénicos ¢ uma grande promessa para o xenoTx. Suinos com al,3-galactosiltransferase gene
knockout-(GTKO) e / ou outras adaptagdes de expressdo genética (inclusdo de genes humanos que causam
tolerancia imunolodgica), por exemplo, proteinas reguladoras do fator do complemento, ou relativas ao
complexo CD47 do sinal regulatdrio da proteina alfa (SIRPa), e / ou gens reguladores da trombose humana
ou manipula¢@o de células derivadas de figado de fetos para realizar marcag@o genética favorecem a criagao
de suinos com knockout de genes indutores de rejeicdo. Alguns autores acreditam que essas manipulacdes
genéticas promovida por metodologia denominada CRISPR/ Cas9, que induzem manipulagdo genética
produzindo tolerancia imunologica e combatem complicagdes como a trombocitopenia combinados com
novos regimes imunossupressores, devem controlar a rejeicdo hipeaguda no xenoenxerto e melhorar a
sobrevida de enxertos provenientes de suino®!>!¢, Na verdade, essa tecnologia poderd romover uma fonte
inesgotavel de Orgdos para transplante e transformar o Tx entre humanos (alloTx) um tema apenas para
interesse historico.

Suinos sdo animais com grande potencial para uso em xenoTx experimental e clinico. Apesar de
promover uma reacdo discordante em humanos com conseqiiente HAR, seus drgdos, especialmente o
figado, apresentam e semelhancas morfologicas com as dos seres humanos. Outras vantagens do uso de
suinos incluem baixos custos de manutengdo e acasalamento, podem acasalar em cativeiro sem problemas,
o tamanho de seus orgdos ¢ adequado para pequenos ¢ grandes pacientes, menor restricdo social ¢ a
possibilidade de produzir suinos transgénicos livre de patdgenos e imunocompativel com humanos para
evitar rejeicao! .

Os suinos também foram estudados como doadores de drgaos na assisténcia temporaria ao figado
durante hepatite fulminante. A assisténcia temporaria ao figado visa manter esses pacientes clinicamente
estaveis até o aparecimento de um doador!'™!". Este procedimento mostrou melhora bioquimica e neurologica
em pacientes com hepatite fulminante'>!*. Recentemente, porcos transgénicos foram desenvolvidos por
varios métodos de modificagdo genética, com o objetivo de torna-los imunologicamente semelhantes aos
humanos. O uso desses animais no xenoTx pré-clinico pesquisa mostrou resultados promissores'>!4,

As ferramentas para edi¢do de genes em porcos estdo melhorando rapidamente, de modo que cortes
precisos no DNA devem ser gerados excluir com sucesso genes. O desenvolvimento de meios para substituir
genes de porco por genes humanos por A precisdo ¢ muito desejavel para o desenvolvimento futuro de
doadores de suinos para o xenotransplante. Recentemente Dos Santos et al.'”, em colaboragéo entre o LIM
37 e a Faculdade de Medicina da Universidade de Indiana, usaram CRISPR / Cas9 para produzir um suino
nocaute no gene da trombomodulina (pTHBD) e substitui-lo por um plasmideo contendo um marcador de
selecdo de antibidticos sem promotor e 0 exon para trombomodulina humana'’. A recombinase PhiC31 foi
usada para remover o marcador de selegdo de antibidticos para criar endotelial da aorta porcina células
que expressam trombomodulina humana em vez de pTHBD, impulsionadas pelo promotor endégeno de
porco. O cassete de selecdo sem promotor permitiu o enriquecimento eficiente de células que contém os
transgene permitindo a expressdo do transgene humano pelo promotor endégeno de pTHBD. Regulagio
génica foi mantida apos a substitui¢do do gene porque o promotor endoégeno de porco foi mantido intacto
posicao. Portanto, esses autores concluiram que a tecnologia Cas9 e a recombinase tornam o ser humano
via ortotopica de suinos e pavimentar o caminho para a criagdo de suinos com genes humanos que podem
ser expressa nos tecidos apropriados que preservam a regulagao génica. Essas melhorias na terapia genética
podem permitir o uso de suinos geneticamente modificados como doadores seguros para transplante de
6rgéos em um futuro proximo'’.

O Laboratorio de Investigagdo Médica 37 (LIM 37) desenvolve um linha de pesquisa sem precedentes
sobre xenotransplante multivisceral. Este modelo foi idealizado devido a grande falta de 6rgaos para esse
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tipo de transplante, atualmente indicado para diversas doencas graves da sistema digestivo, como doengas
congénitas, insuficiéncia intestinal com complica¢gdes da administragdo parenteral prolongada nutrigdo,
alguns tumores abdominais restritos ao abdome, catastrofes abdominais, entre outros'®%.

Nesta pesquisa, comparamos o HAR em trés combinagdes de espécies usadas em multivisceral
xenotransplante. Enxertos multiviscerais (esdfago, estomago, intestino delgado, colon, figado, pancreas,
bago, ¢ rins) foram removidos e implantados heterotopicamente nas combina¢des doador-receptor cao-
porco (n = 5); porco-cao (n = 5) e porco-coelho (n = 15). Alotransplante multivisceral [porco-porco (n = 5),
cachorro-cao (n = 4) e coelho-coelho (n = 5)] compuseram o grupo controle. Trés horas apos a reperfuséo,
amostras de enxertos foram coletados para histopatologia e imuno-histoquimica. Modelos usando cdes
foram interrompidos devido a proibi¢ao de o uso deste animal para pesquisa por lei federal. O HAR foi
observado visualmente em todos os xenoenxertos cerca de 15 minutos apds reperfusdo. A autopsia revelou
HAR em todos os 6rgaos do xenoenxerto multivisceral; Contudo, observamos uma HAR menos grave no
figado em comparagao com o esdfago, estdmago, intestino delgado, cdlon, pancreas, bago e rins.

A fixag@o de IgG por imuno-histoquimica foi forte em xenoenxertos e ausente em aloenxertos.
O HAR estava ausente em todos os aloenxertos'®?. Portanto, podemos verificar que os trés modelos
diferentes para xenotransplante multivisceral neste experimento sdo relevantes para o estudo da HAR e
foram submetidos a evolugdo semelhante. A expressao de IgG por imunofluorescéncia foi forte nos locais de
HAR e mostramos pela primeira vez que o figado ¢ mais tolerante a HAR do que outros 6rgaos abdominais
ap6s multivisceral transplante'®2*. Os resultados dessas pesquisas tiveram um grande impacto internacional
e foram o motivo de a publicagdo de um artigo de um grupo da Universidade de Pittsburgh que destacou a
relevancia dos achados da pesquisa mencionada®.

Em conclusdo, o xenotransplante ¢ uma solugéo potencial para a falta de 6rgaos; no entanto, HAR
e a possibilidade de transmissdo de infecgdes entre espécies dificulta atualmente esse procedimento.
Adiantamentos na pesquisa de xenotransplante e na biotecnologia CRISPR / Cas9 podem produzir suinos
transgénicos imunocompativel com seres humanos e livre de patdgenos para servir como doador de 6rgéos
em um futuro proximo.
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