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Resumo

A histéria recente tem demonstrado que transplantes de 6rgéos, tecidos e células humanas prolonga
e melhora a qualidade da vida dos receptores. De acordo com os dados da Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) de 2009, globalmente, cerca de 66.000 rins, 21.000 figados e 6.000 coracdes séo
transplantados todos os anos. O xenotransplante bem-sucedido tem potencial para tratar uma ampla
gama de doencas graves como diabetes, doengas cardiacas, renais, entre outras. Além disso, esta
metodologia demonstra grande potencial de fornecimento quase ilimitado de érgdos doadores
saudaveis. H4 mais de 300 anos, o xenotransplante recebe a atencéo dos seres humanos e ao longo
dos anos inlmeras tentativas tém sido realizadas. No entanto, uma das grandes barreiras para a sua
utilizacé@o é a incompatibilidade imunoldgica entre o receptor e o doador que pode causar quadro de
rejeicdo. Uma possivel solugdo para contornar esta situagdo € a modificacdo genética dos animais
para que seus 6rgdos e tecidos tenham antigenicidade reduzida e aumente a compatibilidade
fisiolégica com os seres humanos.

PALAVRAS-CHAVE: rejeicdo xenotransplante; transplante porco humano; infecgcbes PERV.

1 INTRODUCAO

7

O transplante de 6rgaos, tecidos e células humanas é uma forma de
substituir os que ndo funcionam apropriadamente no organismo. A histéria recente
demonstra que este procedimento tem prolongado e melhorado a qualidade da vida
dos receptores. De acordo com os dados da OMS de 2009, globalmente, cerca de
66.000 rins, 21.000 figados e 6.000 coracdes sdo transplantados todos os anos
(WHO, 2009). Porém, o niumero de doadores e/ou de potenciais doadores a nivel
mundial é insuficiente. Esta situacdo faz com que 0s receptores permanecam em
uma longa lista de espera, situacdo que gera angustia aos pacientes e familiares
(MORAES, GALLANI; MENEGHIN, 2006). Uma das possiveis saidas para diminuir a

fila de espera e angustia € o xenotransplante (transplante entre espécies distintas).
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O xenotransplante bem-sucedido tem potencial para tratar uma ampla gama

de doencas graves como diabetes, doencas cardiacas, renais, entre outras (WHO,
2009). Além disso, esta metodologia demonstra grande potencial de fornecimento
quase ilimitado de 6rgéaos doadores saudaveis (BIGAM et al.,1999).

Uma das grandes barreiras para a utilizacdo do xenotransplante € a
incompatibilidade imunologica entre doador e receptor, e este pode reconhecer o
enxerto como estranho e danifica-lo por rejeicdo. Este problema é previsivel, uma
vez que tem sido demonstrada rejeicdo de 6rgdos mesmo nos alotransplantes
(ZHONG; PLATT, 2005; CASCALHO; PLATT, 2003).

Existem outras barreiras a serem transpostas, como a xenozoonose e as
discrepancias fisiolégicas entre as espécies envolvidas. A primeira é devido aos
retrovirus endogenos porcinos (PERVS) e sua capacidade em infectar células
humanas in vitro, o que representa um risco a saude do receptor (BLUSCH,;
PATIENCE; MARTIN, 2002). As discrepancias fisiologicas entre as espécies
envolvidas ocorrem uma vez que existe grande diferenca nas proteinas e nos
horménios expressos em cada espécie (BUCHER; MOREL; BUHLER, 2005).

Ha também controvérsias em relagdo a ética. Alguns sao contra este
procedimento devido a possivel exposicdo dos receptores aos PERVs e
consequente espalhamento a seus familiares e comunidade com possivel origem de
uma xenozoonose (BIGAM et al, 1999). Por outro lado, outros aprovam uma vez que

esta metodologia tem potencial de ser fonte abundante de 6rgaos (WHO, 2009).

2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho € descrever as aplicacbes e implicacdes do
xenotransplante, os principais antigenos xenorreativos e demonstrar a possibilidade
da utilizacdo da técnica de edicdo gendmica CRISPR/Cas9 para inativacdo dos

antigenos.

3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho baseou-se em pesquisa bibliografica descritiva. A literatura
cientifica explorada foi a nivel nacional e internacional de livros e artigos especificos

ao tema encontrados em plataformas especializadas como PubMed, Scielo e Lilacs.
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Dentre as palavras-chave incluiram-se xenotransplante, imunologia xenotransplante,

ética xenotransplante, edicdo gendmica, entre outras. A compilacdo dos dados
priorizou estudos recentes (1999-2017), no entanto ndo se excluiram publicacdes

antigas com material relevante.

4 ALOTRANSPLANTE

Alotransplante corresponde ao transplante de tecidos entre membros da
propria espécie. Neste tipo de metodologia, a resposta imunoldgica € controlada
pela administracdo de imunossupressores. No entanto, mesmo com a resposta
imunoldgica controlada, em muitos dos casos ocorrem rejeicdo cronica de enxertos
transplantados (CASCALHO; PLATT, 2003).

4.1 Reconhecimento Imunolégico nos Alotransplantes

O polimorfismo do complexo MHC faz com que haja a expressao de uma
grande variedade de diferentes antigenos. Esta condi¢do torna improvavel que dois
individuos em uma populacdo mista apresentem exatamente o mesmo grupo de
moléculas do complexo. Devido a esses fatos, as reacbes de rejeicdo sdo muito
comuns mesmo em alotransplantes (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

O sistema imune possui dois mecanismos principais (direto e indireto) pelos
guais reconhece e responde as moléculas do MHC do enxerto. No mecanismo de
reconhecimento direto, as células T do hospedeiro identificam as moléculas MHC
estranhas (alogénicas) presentes nas células do enxerto. As moléculas alogénicas
do MHC imitam estruturalmente o MHC do individuo, portanto, o reconhecimento do
MHC alogénico é particularmente uma reacdo imunoldgica cruzada. O efeito mais
significativo do reconhecimento direto é o recrutamento das células T CD8" do
hospedeiro, que reconhecem as moléculas de MHC de classe | no enxerto. Essas
células T se diferenciam em linfocitos T citotéxicos (CTLS), que em seus granulos
contem proteases chamadas de granzimas que penetram nas células-alvo e clivam
as proteinas, desse modo, o CLTs exterminam as células-alvo induzindo de forma
direta a apoptose, sem a acdo das mitocondrias ou dos receptores de morte. As
células T auxiliares CD4" do hospedeiro sdo incitadas a se proliferar e a liberar
citocinas ao reconhecerem moléculas MHC da classe Il do doador, levando a uma
resposta inflamatéria (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013). Por outro lado,
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reconhecimento indireto as células T CD4" do hospedeiro identificam as moléculas

do MHC do doador depois que essas moléculas sdo capturadas, processadas e
apresentadas pelas células apresentadoras de antigenos (APCs) do hospedeiro.
Esse processo € similar ao processamento e apresentacéo fisiolégicos de outros
antigenos. As células T CD4" ativadas entdo reconhecem as APCs expondo os
antigenos do enxerto e posteriormente € secretado citocinas que levam a inflamacgéo
que ira causar dano ao enxerto (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

5 XENOTRANSPLANTE

O xenotransplante é o transplante de 6rgaos ou tecidos transplantados entre
diferentes espécies. A primeira vista, o transplante de 6rgdos de espécies mais
proximas ao homem parece ser ideal (primatas), no entanto existem desvantagens
significativas, que incluem transmissao de doencas infecciosas e o custo da criagao
e manutencdo dos mesmos. A fonte mais promissora de doacdo de 6rgaos para 0s
humanos sédo os porcos. Os suinos atingem rapidamente a sua fase adulta, sado
faceis de reproduzir, e também o tamanho dos seus 6érgaos e a fisiologia sao
notavelmente similares aos dos humanos (BIGAM et al., 1999).

5.1 Controvérsias Imunoldgicas

Assim como nos alotransplantes, no xenotransplante existem complicacfes
imunoldgicas. Inicialmente, o receptor do xenoenxerto estimula a producdo de
anticorpos xenorreativos ao sistema complemento e as células NK iniciam a
resposta celular, o que resulta em rejeicdo hiperaguda, aguda (vascular) e celular
(BIGAM et al., 1999).

As células NK, que sdo importantes componentes celulares do sistema
imune inato, tém grande relevancia para o xenotransplante. Tais células possuem
um mecanismo especifico de ativacdo, o qual é regulado por um balanco entre
sinais inibitérios e ativadores que séo gerados a partir de duas classes de receptores
denominados receptores de inibicdo e receptores de ativacdo. Os receptores com
atividade inibitoria se ligam a moléculas do MHC de classe | proprias, enquanto 0s
receptores ativadores reconhecem moléculas de superficie da maioria das células
estranhas ao organismo e também moléculas presentes em produtos microbianos.

Quando ocorre ligacdo simultanea dos receptores de ativacao e de inibicdo a célula
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NK ndo € ativada, pois a funcéo inibitéria € sempre dominante, ou seja, para que

haja ativacdo da célula NK é necessaria a ligacdo do receptor de ativacdo na
auséncia da ligacdo do receptor de inibicdo (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013). No
caso do xenotransplante, quando as interacdes inibitorias ocorrerem de forma
insuficiente para equilibrar as ativadoras resulta-se na destruicdo do xenoenxerto,
causando rejeicao hiperaguda, aguda (ou vascular), celular e crénica (MIDDLETON,;
CURRAN; MAXWELL, 2002; BIGAM et al., 1999).

5.1.1 Rejeicao Hiperaguda

A rejeicdo hiperaguda é causada por anticorpos xenorreativos preexistentes
e proteinas do sistema complemento do receptor que atuam contra as células
endoteliais do 6rgdo animal. Caracteriza-se pela formacdo de trombos nos vasos
sanguineos do enxerto; tem inicio dentro das primeiras 24 horas apds o0 processo
cirirgico, e a mais comum ocorre dentro da primeira hora ap6s a perfusdo do
sangue pelo 6rgdo recém-transplantado. O mecanismo pelo qual se d& a oclusdo
trombdtica dos vasos do enxerto é decorrente da acdo de anticorpos preexistentes
na circulacdo do receptor, 0os quais se ligam a antigenos presentes na vasculatura
do enxerto (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013). Como consequéncia, ocorre a perda
de funcdo do enxerto e a morte do 6rgao dentro de um periodo de horas. A rejeicao
hiperaguda é caracterizada pelo desenvolvimento de trombos plaquetarios e
hemorragias no enxerto (COOPER; EKSER; TECTOR, 2015).

No caso do xenotransplante de 6rgdos porcinos, a rejeicdo hiperaguda
acontece em maior parte pela presenca do carboidrato 1,3-galactose (Gal) nas
membranas celulares dos suinos as quais estdo ausentes nas membranas celulares
de humanos. A primeira resposta de rejeicdo aguda é a ativacdo da coagulacdo
sanguinea que resulta em um trombo capaz de fazer a oclusdo dos vasos
(SQUINTO, 1997). A formacao do trombo também pode ocorrer pela interacdo do
fator de von Willebrand porcino, o qual estimula a agregacao plaguetaria humana de
forma rapida e espontanea, o que causa a rejeicao vascular aguda (PUGA YUNG et
al., 2017; COWAN; ROBSON; D’APICE, 2011).

A grande maioria dos animais expressa Gal na superficie de suas células,
porém o ser humano e macacos mais proximos na escala evolutiva perderam a
capacidade de sintetizar Gal devido a inativagcdo genética da enzima o-1,3-
galactosiltransferase (COWAN; ROBSON; D’APICE, 2011). Os anticorpos se
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desenvolvem durante a vida neonatal; isso ocorre pela grande exposi¢ao a bactérias

gue expressam Gal que colonizam o trato gastrointestinal. Os seres humanos
produzem anticorpos anti-Gal que permanecem na circulacéo e ativam a destruicao
mediada pelo complemento de qualquer célula ou tecido que expresse a o-Gal em
sua membrana (GALILI; 2005).

5.1.2 Rejei¢ao Aguda

A rejeicdo aguda é um processo de lesdo da vasculatura do enxerto
decorrente da acao de linfocitos T e anticorpos xenorreativos induzidos. Geralmente,
tem inicio na primeira semana apos a realizacdo do transplante. Os linfécitos T CD8"
reconhecem as moléculas MHC classe | presentes no endotélio do enxerto e
causam lesdo direta a vasculatura, e ao mesmo tempo, linfocitos T CD4" secretam
citocinas inflamatérias que recrutam leucécitos para o local. Os anticorpos participam
da rejeicdo aguda de modo secundario, podendo mediar uma reposta imune
humoral contra antigenos especificos do endotélio dos vasos sanguineos do
enxerto, ativando o sistema complemento (COOPER; EKSER; TECTOR, 2015;
KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013; FARIA et al., 2008).

5.1.3 Rejeigéo Cronica

A rejeicdo crbnica é a reacao indesejavel que se observa depois de um
longo periodo de tempo apOs exposicdo a um aloenxerto que acarreta em uma
vasculopatia caracterizada por fibrose e anormalidades vasculares. Os mecanismos
desencadeadores da rejeicdo cronica sdo menos compreendidos, entretanto
acredita-se que a fibrose e a lesédo vascular podem ser causadas pelas citocinas
liberadas pelas células T ativadas que atuam nas células da parede vascular. Nos
xenoenxertos que sobrevivem por mais de algumas semanas podem desenvolver
caracteristicas de vasculopatia cronica, semelhante a rejei¢cdo crbnica notada nos
aloenxertos. Os fatores que levam a essa vasculopatia continuam desconhecidos
(KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013; EKSER; COOPER, 2010).

Os tipos de rejeicdo aguda e cronica podem ocorrer também em
transplantes intra espécies (COELHO, 2004).

5.2 Solucgéo Imunolégica

A modificacdo genética tem se tornado a técnica chave para a criacdo de
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porcos com 0rgdos e tecidos com antigenicidade reduzida e aumento da

compatibilidade com seres humanos. O sistema CRISPR/Cas9 é a melhor escolha
para a producdo de porcos com menor imunogenicidade para serem utilizados no
xenotransplante (COWAN; TECTOR, 2017). Além disso, este sistema oferece
oportunidade de trocar com precisdao quaisquer genes de qualquer genoma
(MAEDER; GERSBACH, 2016).

6 EDICAO GENOMICA PELO SISTEMA CRISPR/Cas9

O sistema de curtas repeticoes palindrbmicas regularmente
interespacadas/genes associados a CRISPR (CRISPR/Cas9 do inglés — clustered
regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated nuclease 9)
(BARRANGOU et al., 2007) € uma ferramenta de edicdo genbmica eficiente que
pode editar alvos multiplos de forma simultanea. O CRISPR atua como um tipo de
imunidade adaptativa nos procariotos, a qual pode degradar genes exdégenos de um
fago invasor ou plasmideo. Foi observado pela primeira vez no ano de 1987, em
bactérias da espécie Escherichia coli (LIU et al., 2017; ISHINO et al., 1987).

Existem trés principais tipos CRISPR, sendo que o tipo Il é o mais
importante, pois é o mais simples, eficiente, especifico e utiliza apenas uma Unica
proteina para sua nuclease, a Cas9. A endonuclease Cas9 atua em conjunto com
dois RNAs guia: CRISPR RNA (crRNA) e CRISPR RNA de transativacéo (tracrRNA)
(CHARPENTIER; DOUDNA, 2013).

Com o intuito de simplificar e otimizar o sistema CRISPR, a tecnologia do
DNA recombinante pode ser empregada para constru¢cdo de um unico fragmento
génico contendo as sequéncias crRNA e tracrRNA separadas por um arco
denominado guia uUnico de RNA (single guide RNA ou sgRNA), o qual atua na
clivagem especifica de Cas9 no DNA (JINEK et al., 2012). As sequéncias
conservadas de 2-5 pb, conhecidas como motivo adjacente ao proto-espacador
(PAM), localizadas no lado oposto a da hibridizagdo RNA-DNA, s8o necessérias
para o reconhecimento do DNA pela Cas9 (BOLOTIN et al., 2005). Uma vez que o
reconhecimento ocorre, a clivagem de DNA de cadeia dupla é realizada por dois
dominios de Cas9, um cliva a cadeia complementar a sequéncia guia crRNA e outro,

a ndo complementar. Por esse mecanismo, as nucleases podem ser programadas
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com sgRNA personalizado para reconhecer qualquer locus especifico sobre o DNA
gendmico (JINEK et al., 2012).

6.1 Expresséao de HLA da Classe | na Superficie Celular do Doador

Uma das estratégias para impedir a rejei¢cdo hiperaguda e aguda é a adicédo
de HLA da Classe | a superficie celular do animal. Isto possibilita uma ligacédo
inibitéria para as células Natural-Killer humanas e assim diminuir a habilidade de
agressdao ao xenotecido. Por este motivo, foram gerados suinos transgénicos
humanos que expressam HLA-E; estudos indicam que suas células sdo realmente
resistentes a citotoxicidade gerada pelas células NK humana em comparagdo com
células de suino de tipo selvagem (WEISS et al., 2009).

7 DISCREPANCIA FISIOLOGICA

A grande diferenca filogenética entre suinos e humanos pode limitar o uso
do xenotransplante devido aos distintos processos fisiologicos de ambos. Porém,
ainda nao existem informacdes suficientes e precisas sobre como 0s 0rgaos animais
transplantados nos seres humanos funcionam. Sabe-se que xenoenxertos de
sucesso provindo de animais sdo predominantemente 6rgédos de funcdo mecanica,
como coracao ou pulmdes. A compatibilidade fisiolégica de 6rgdos mecanicos em
um receptor humano pode ser alcancada mais facilmente do que 6rgdos com
atividades metabdlicas, como rins ou figado. Os rins transplantados funcionam bem
em varios niveis, porém nado tém compatibilidade com a funcdo da eritropoietina
(EPO), uma vez que a sequéncia da proteina porcina e da humana difere em maior
parte. O mesmo ocorre em transplantes de figado, nos quais as diferencas entre as
proteinas produzidas podem impedir o funcionamento adequado do érgao no corpo
humano. Esses motivos tornam a realizagdo do xenotransplante mais dificil uma vez
que o6rgdos produzirem enzimas e metabolitos diferentes entre as espécies
(DENNER; TONJES, 2012; MAGRE; TAKEUCHI; BARTOSCH, 2003).

8 XENOZOONOSE

A transmissao de zoonoses, ou seja, a transferéncia de agentes patogénicos

s

entre espécies € ressaltada no xenotransplante, uma vez que as barreiras da
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imunidade inata presente como na pele e nas mucosas sdo ignoradas quando

tecidos internos do animal entram em contato com os do homem. Em circunstancias
normais, os patdgenos animais nao sdo infecciosos para os seres humanos, porém
se tornam infecciosos em um cenario de xenotransplante. Mesmo com o
desenvolvimento de porcos livres de agentes infecciosos exdégenos conhecidos, ndo
€ possivel remover retrovirus enddégenos, como o Gammaretrovirus (PERV). O
genoma porcino transporta pelo menos 50 cépias provirais de PERV, das quais

algumas séo capazes de infectar células humanas in vitro (TAKEFMAN et al., 2002).

8.1 Solucéo da Xenozoonose
Apesar de ja ter sido documentada a infec¢cdo de PERV em células humanas
in vitro, a infecgdo de seres humanos ou primatas ndo humanos nédo tem sido
observada in vivo, mesmo apds exposi¢ao a tecidos vivos porcinos. Acredita-se que
essas diferecas entre resultados in vivo e in vitro sejam devido a presenca da
imunidade inata dos primatas contra PERV (BUCHER; MOREL; BUHLER, 2005).
Mesmo que seja possivel a transmissdo do PERV para células humanas, um
estudo recente mostra a obtencdo de linhagens celulares primarias porcina
inativadas para PERV, com a utilizacdo do sistema CRISPR/Cas9. Esta linhagem
pode servir como cepa de base, que pode ser projetada para fornecer tecidos livres

e eficazes para xenotransplantes (NIU et al., 2017).

9 ETICA NO XENOTRANSPLANTE

O xenotransplante gera muitos argumentos relacionados a aplicacdo e
regulamentacdo de novas biotecnologias. Dentre as questfes éticas levantadas ao
xenotransplante, incluem-se xenozoonose, direitos dos animais e potenciais
transtornos psicolégicos ao receptor de tecidos de fonte ndo humana. Além disso, 0s
candidatos aos primeiros ensaios desse procedimento sdo pacientes excluidos do
alotransplante por ser considerado de excessivo risco ou por falta de disponibilidade
de doadores (BIGAM et al., 1999).

Caso alguns paises comecem a planejar e realizar ensaios clinicos de
xenotransplante sem regras ou regulamentos especificos, ha o risco de desenvolver
ou espalhar novas doencgas. Para evitar essas situagdes, a Associacao Internacional

de Xenotransplantes propde que os ensaios clinicos devam ser realizados com a
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supervisao de uma agéncia regulamentadora nacional. Os ensaios devem garantir

atuacdo ética na pesquisa com humanos e com animais ndo humanos. Os grupos
de pesquisa devem manter os animais em confinamento fechado, no qual patégenos
conhecidos e potenciais sejam excluidos. Os ensaios devem produzir dados pré-
clinicos apropriados para justificar o ensaio clinico. Além disso, deve-se ater ao fato
de que é um procedimento com potencial risco para o paciente e para a sociedade
(BUCHER; MOREL; BUHLER, 2005).

De acordo com WHO (2009), (i) o xenotransplante deve ser regulado com
normas e regras devido a sua complexidade, riscos, principalmente por se tratar de
animais geneticamente modificados e para se evitar a possibilidade do xenoturismo;
(ii) o regulamento deve ter poderes com bases legais para proibir procedimentos nao
padronizados e fazer cumprir todos o0s requisitos especificados; (iii) o sistema deve
ser transparente e deve incluir avaliacdo cientifica de risco e potenciais riscos e da
ética; (iv) a selecdo do paciente para o ensaio deve ser feita com base em
consentimento informado e na disposicdo do mesmo em aceitar as condi¢cdes
especiais exigidas; (v) todos os receptores de produtos provenientes do
xenotransplante devem ser registrados em um banco de dados apropriado com
capacidade de rastreio do animal doador e garantir a privacidade do paciente; (vi) o
paciente e seus contatos proximos devem ser acompanhados em longo prazo; (vii)
equipes médicas devem ter conhecimentos adequados e compreensdo dos riscos
de doencas infecciosas para si proprios, pacientes e comunidade e (vii) caso
doencas infecciosas se espalhem para a comunidade, deve-se haver um sistema de
vigilancia continua com planos de contingéncia com tempo habil para identificacdo e

resposta a qualquer indicacdo de infeccao relacionada ao xenotransplante.

10 CONSIDERACOES FINAIS

A metodologia do xenotransplante em conjunto com as tecnologias de
edicdo gendmica, com a producdo de suinos que ndo expressam o carboidrato Gal
na membrana celular, tem grande potencial para se resolver o problema da falta de
orgaos a nivel mundial. Essa tecnologia possibilita a produzir 6rgdos saudaveis e
viaveis, embora as questdes das barreiras imunoldgicas e fisiol6gicas necessitem

novos estudos.
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