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Resumo

Introducdo: A globulina anti-timocitaria (ATG) é um anticorpo policlonal depletor de
linfocitos amplamente utilizado no transplante de 6rgdos. O monitoramento deste agente
em receptores de transplante renal pode ser realizado por contagem de linfocitos totais e

células T CD3* no sangue periférico.
Objetivo: Avaliar a correlacdo entre estas duas formas de monitorizagéo.

Métodos: Estudo retrospectivo, centro unico, avaliou 226 pacientes que receberam
enxerto renal entre 2008 e 2013 e que foram tratados com ATG para terapia de inducéo
ou para tratamento de rejeicdo celular aguda grave. A primeira dose foi administrada no
intra-operatério e as subsequentes de acordo com os niveis de células T CD3" ou
namero de linfdcitos totais no sangue periférico. Os coeficientes de correlacdo e

concordancia foram avaliados em amostras pareadas.

Resultados: No total 664 amostras pareadas foram analisadas para o numero de
linfocitos totais e células T CD3". O coeficiente de correlacdo de Spearman enre 0s
resultados foi 0.416 (P <0.001) para a amostra geral, 0.435 (P < 0.001) para os pacientes
em inducdo e 0.285 (P<0.005) para os pacientes em tratamento de rejeicdo. O
coeficiente de concordancia Kappa entre as amostras gerais foi 0.267 (P < 0.001), 0.280
(P < 0.001) para inducdo e 0.155 (P<0.081) para pacientes em tratamento. Os
parametros diagnosticos para a contagem de linfécitos totais foram calculados usando o
nimero de células T CD3* como padrdo-ouro com o ponto de corte de > 20
células/mmz. Na curva ROC o melhor ponto (256 linfocitos/mm?) apresenta area sobre a
curva de 0.71 (95% CI: 0.67-0.75) com sensibilidade de 66.8%, especificidade 66.5%,

valor preditivo positivo 46.6% e valor preditivo negativo 82.1%.



Conclusdo: Baseados nestes resultados consideramos que a monitorizagdo da
administracdo e do intervalo das doses de ATG deva ser realizada através da contagem
de células T CD3", por citometria de fluxo, em detrimento dos linfécitos totais no
sangue periférico.

Palavras-chave: transplante renal, imunossupressdo, monitorizacdo imunoldgica,

linfocitos T



Abstract

Background: Anti-thymocyte globulin (ATG) is a preparation of depleting antibodies
largely utilized in organ transplantation. The monitoring of this agent in renal transplant
recipients can be accomplished by counting total lymphocytes and CD3*T cells in the

peripheral blood.
Objective: Evaluated the correlation between these two measurements.

Methods: Retrospective study, single center study that evaluated 226 patients who
received a kidney graft between 2008 and 2013 and where treated with ATG either for
induction therapy or for treatment a severe acute cellular rejection. The first dose was
given intra-operatively and subsequent doses were administered according to the levels
of CD3" T cells or number of total lymphocytes in the peripheral blood. Correlation and
concordance coefficients were evaluated in paired samples.

Results: A total of 664 paired samples were analyzed for the number of lymphocytes
and CD3* T. The Spearman’s correlation coefficient between the results was 0.416 (P <
0.001) to all samples, 0.435 (P < 0.001) for induction therapy samples and 0.285
(P<0.005) for therapeutic samples. The Kappa’s concordance coefficient between
samples was 0.267 (P < 0.001) to all samples, 0.280 (P < 0.001) for induction therapy
samples and 0.155 (P<0.081) for therapeutic samples. The diagnostic parameters for the
total lymphocyte counting were calculated using number of CD3* T cells as the gold
standard at the cut off at > 20 cells/mm3. At the ROC curve using the best cut off (256
lymphocytes/mm?®) an AUC of 0.71 (95% CIl: 0.67-0.75) was found along with a
sensitivity 68.8%, specificity 66.5%, positive predictive value 46.6% and negative

predictive value 82.1%.



Conclusion: Based upon these results it is not possible to reliably replace the flow
cytometric assay for CD3" T cells by the counting of total lymphocytes in the peripheral
blood in the monitoring of ATG administration in Kidney transplant recipients.

Key-words: kidney transplantation, immunosuppression, immunologic monitoring, T-

lymphocytes.
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1. Introducéo

O transplante renal constitui um dos maiores avancos da medicina nos ultimos
60 anos, sendo considerado o melhor tratamento para doenca renal crénica terminal em
médio e longo prazos, e também o tratamento de menor custo. Para a obtencdo desses
desfechos exitosos € fundamental que se controle e monitorize adequadamente a
resposta imune ao enxerto desde sua implantacdo. Os linfocitos T e B sdo cruciais na
resposta aloimune ao mediarem as rejeicdes celulares e por anticorpos, respectivamente,

e assim serem os principais efetores das rejeicdes aguda e cronica (1).

A globulina anti-timocitaria (ATG) possui um papel chave nos regimes de
inducdo imunossupressora utilizados nos transplantes renais assim como no tratamento
de rejeicdes celulares agudas resistentes a esterdides (2). E uma solucdo purificada que
contém uma variedade de imunoglobulinas especificas para antigenos presentes nas
células T, incluindo CD2, CD3, CD4, CD8, CD11a, CD18, CD25, HLA-DR e HLA
classe I. Essa solucdo é produzida através da imunizacdo de coelhos com timdcitos
humanos. O uso desses agentes tem particular importancia na inducdo de
imunossupressdao em pacientes que possuem maior predisposicdo aos efeitos
nefrotdxicos dos inibidores de calcineurina (IC), podendo a introducdo desses ser
retardada. A inducdo com anticorpos também € de grande valor nos pacientes com
maior risco imunolégico como receptores pediatricos, afro-descendentes, re-

transplantados e previamente sensibilizados a antigenos HLA (3-5).
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Os anticorpos policlonais tém beneficios definidos no transplante renal, porém
quando associados a imunossupressdo excessiva podem resultar em complicacdes
hematoldgicas, infecciosas e neoplasicas (6-8). O uso de doses reduzidas de ATG é

objeto de estudos recentes, mas com resultados ainda inconclusivos (9-11).

O conceito de monitorizacdo de células T em pacientes recebendo globulina anti-
timocitaria foi pela primeira vez proposto em 1975 no intuito de melhorar a eficacia do
tratamento de rejeicdo aguda e evitar imunossupressdo excessiva (12). O regime de
doses é guiado por contagem diaria de linfoécitos T CD3*, proporcionando o
acompanhamento da dose de ATG através dos seus efeitos bioldgicos nas células T
(11). Esse é um método racional e seguro de regular a dose desse anticorpo, sendo
possivel reduzir o montante total de droga administrado ao paciente e consequentemente
reduzir as complicacbes, bem como o custo do tratamento, sem perder efeito no
beneficio da imunossupressdo (2,13,14). Trabalhos mostram uma reducdo de 60% na
dose total de ATG e 58% no custo da terapia observado em pacientes que foram
monitorados com o uso de contagem de células T CD3* (15,16). Buchler et al ao avaliar
a ocorréncia de rejei¢do aguda descobriu que todos os casos estavam relacionados com
contagem de linfocitos T CD3* > 20 células/mm?. Em uma pequena amostra apresentou
concordancia do valor de linfécitos totais < 200 célulass/mm3 e T CD3* < 20
células/mm? (65). Franco et al encontrou correlacdo entre o valor de linfécitos totaise T
CD3* apenas esporadicamente havendo grande disrepancia entre os métodos (66). Ata et
al avaliou dois grupos de pacientes a fim de monitorar o uso de ATG para inducdo no
transplante renal baseado na quantificagdo de linfocitos totais e T CD3*. O primeiro
grupo apresentou maior labilidade de imunomodulacdo refletindo a necessidade de
doses maiores de ATG e maior custo. Ndo houve diferenca na incidéncia de rejei¢do ou

infeccdo entre 0s grupos nos primeiros trés meses pos-transplante.
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Entretanto, a monitorizacao dos linfocitos T é cara e a técnica de citometria de
fluxo ndo esta disponivel em todos os centros transplantadores (17). Por isso, estudar a
contagem dos linfdcitos totais de maneira que estes possam ser empregados com
seguranca € uma alternativa. A correlacdo entre a contagem dos linfocitos totais e as das
células T CD3" ja foi estudada em outros trabalhos, porém com pequeno nimero de
pacientes e com resultados discordantes. Em um estudo encontrou-se que a
probabilidade é de 92% de achar menos de 20 células T CD3*/uL quando a contagem
de linfocitos totais € < 200/uL (18), em outro mostrou-se que uma correlacéo forte era
apenas esporadicamente encontrada (15). Portanto, é importante determinar, nessa

populacdo de pacientes transplantados, a acuidade diagnostica desses métodos.

Tendo em vista que a contagem de células T CD3" é o método preferencialmente
utilizado e considerado padrdo para a monitorizacdo da terapia com globulina anti-
timocitaria, porém substancialmente caro e indisponivel na maioria dos servicos de
transplante do Brasil, a validacdo de um método mais simples, a contagem de linfécitos

totais, obtidos no leucograma, torna-se relevante.
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2. Revisao da literatura

Esta revisdo da literatura esta focada nos aspectos relacionados a monitorizacdo do
uso de timoglobulina - efeitos biologicos sobre as células T. A estratégia de busca
envolveu as seguintes bases de dados: LILACS, SCIELO, PUBMED e periodicos
CAPES. Foram realizadas buscas através dos temas: timoglobulina, ATG, transplante

renal, monitorizacdo, linfocitos totais e TCD3".

2.1. Histérico

O transplante renal € reconhecido como um importante avan¢o da medicina
moderna por oferecer melhor expectativa e qualidade de vida aos pacientes com doenca
renal terminal. O primeiro transplante de 6rgéo ocorrido com exito foi feito em Boston,
em 1954, entre gémeos idénticos, o qual anunciava o inicio de novas perspectivas para
os pacientes com doenca renal crénica (19,20). No Brasil os transplantes renais

comecaram em 1964, e na sequéncia vieram os demais érgaos (21).

Nas décadas de 60 a 80 a sobrevida dos pacientes melhorou progressivamente,
alcancando 90%, e a do enxerto de 50% a 60% no primeiro ano de transplante, baseados
na imunossupressao com azatioprina e prednisona. A introducdo da ciclosporina nos
anos 80 fez a sobrevida do paciente ultrapassar os 90% e a do enxerto 80%. Com o
passar do tempo, o melhor conhecimento da terapia imunossupressora combinada, do
manejo adequado do potencial doador e consequentemente dos 0rgaos, e a prevencao de
infeccbes oportunistas contribuiram para desfechos clinicos mais favoraveis (22).

Mesmo candidatos a receptores com altos titulos de anticorpos anti-HLA, que eram
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considerados previamente como nao-transplantaveis, puderam ser dessensibilizados e

submetidos ao transplante (23).

O transplante renal permite ao doente renal cronico terminal a oportunidade de
melhor sobrevida em relacdo a manutencdo em dialise. Quando se compara pacientes
que foram transplantados com aqueles em lista de espera para o transplante, a
mortalidade chegou a ser 68% menor para 0s primeiros em um estudo com seguimento

de 3 anos (24-26).

No Brasil o transplante de 6rgdos apresenta uma evolucéo constante nas ultimas
duas décadas (Figura 1). Isso ocorre como consequéncia do aumento progressivo na
efetivacdo das doaces que alcancaram 14 doadores pmp no término do primeiro
semestre de 2016. No nosso pais, em 2015, foram realizados 5579 transplantes renais,

sendo 1184 com doador vivo e 4395 com doador falecido (27).
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Figura 1. Evolucdo do numero anual de transplantes de 6rgéos sélidos no Brasil. Fonte:
Registro Brasileiro de Transplantes de Orgdos. Associacio Brasileira de Transplante de

Orgéos e Tecidos.

2.2 Imunologia dos transplantes
2.2.1. Rejeicédo
Os alotransplantes sdo os realizados entre individuos da mesma espécie

geneticamente diferentes (28).

A resposta imune cria mecanismos que levam ao reconhecimento e destruicéo de
patdgenos. No entanto, essa reacdo pode ser determinada a qualquer antigeno, podendo
ocorrer em resposta aqueles do 6rgdo transplantado. A rejeicdo ao aloenxerto envolve
uma complexa rede de interacBes celulares e humorais. Apds o reconhecimento
antigénico pelas células apresentadoras do antigeno, o linfocito T apresenta um papel

central: mediando e executando respostas celulares e humorais aos aloantigenos (29).

As principais moléculas responsaveis pela resposta alogénica e,
consequentemente, pela rejeicdo, sdo os antigenos do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC) o qual compreende proteinas da superficie celular
codificada por genes localizados no braco curto do cromossoma 6 (30). Estes
aloantigenos sdo conhecidos como antigenos de leucécitos humanos (HLA — Human
leukocyte antigens) e o seu elevado polimorfismo permite ao sistema imunitéario
reconhecer antigenos “self” e “non-self” (31). Os genes do MHC codificam proteinas de
duas classes: MHC de classe | (HLA-A, HLA-B e HLA-C) encontram-se em
praticamente todas as superficies celulares. O MHC esta envolvido no reconhecimento

de antigenos proteicos externos, incluindo tecidos transplantados e sdo reconhecidos por
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linfécitos T com especificidade antigénica. Geralmente, as moléculas de classe | sdo
reconhecidas por linfécitos T citotéxicos ou T CD8* . Por outro lado, os MHC de classe
Il (HLA-DR, HLA-DP e HLA-DQ) apenas se encontram em células apresentadoras de
antigenos (CAA — células apresentadoras de antigenos) e células ativadas do sistema
imune. Pensa-se que os MHC de classe Il sdo os que desempenham o papel
predominante na resposta imunitaria inicial a antigenos de tecidos transplantados. Ao
entrarem em contacto com um antigeno “non-self”’, os HLA de classe Il ativam o0s
linfécitos T (helper ou CD4+) que, por sua vez, sofrem uma expansdo clonal através da
producdo de citoquinas reguladoras (30,32).

O objetivo do MHC € apresentar proteinas de modo que possam ser
reconhecidas por linfécitos T através dos seus receptores antigeno-especificos. Os MHC
sdo compostos por um polipeptideo altamente polimérfico na cadeia alfa e outro
monomorfico na cadeia beta, consistindo em b2-microglobulina no caso dos MHC de
classe I, expresso em todas as células nucleadas. As moléculas de classe Il do MHC séo
constitutivamente expressas apenas nas CAAs, incluindo as células dendriticas,
macrofagos e células B. Estas moléculas apresentam uma cadeia alfa altamente variavel
e uma cadeia beta fixa. As proteinas nativas devem ser processadas em fragmentos
menores, que se podem ligar a moléculas MHC. O aminoéacido altamente variavel vai
determinar a especificidade de ligacdo de peptideos e o reconhecimento do antigeno das
células T. Funcionalmente, o receptor de células T (RCT) pode reconhecer tanto
moléculas de classe | quanto de classe 1l. As restrigdes sdo impostas pelo engajamento
das moléculas da superficie das células T CD4" para a classe Il e T CD8" para classe |

(figura 2) (33,34).
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Figura 2. Ativacdo do linfocito T. O primeiro sinal para a ativacao do linfocito
T é dado pelo reconhecimento do complexo MHC/peptideo pelo linfécito através do
RCT. As moléculas co-estimuladoras fornecem o segundo sinal de ativacdo, que ocorre
pela interacdo entre B7 (ou CD80 e CD86) e CD40 (nas células apresentadoras de
antigeno) com CD 28 e CD40L (nos linfdcitos), respectivamente. Todas essas
interacdes culminam na ativacdo de cascatas de sinalizacdo intracelulares, levando a
diferenciacdo de proliferacdo dos linfécitos T. Por outro lado, a interacdo da molécula

CTLA-4 com B7 inibe a proliferacdo do linfocito T. Modificado de referéncia (35).

Os receptores de células T ndo sdo capazes de reconhecer o antigeno livre,
reconhecendo-o apenas na superficie de outras células, sejam células do doador, sejam
das células apresentadoras de antigeno. Dependendo da natureza e da origem da célula
que apresenta 0 antigeno, sdo caracterizadas duas vias de alo-reconhecimento: a via
direta e a via indireta (36).

Segundo o0 modelo da via direta de reconhecimento, os receptores de células T

sdo capazes de identificar alomoléculas intactas de MHC presentes nas células do
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doador. Tem sido proposto que a rejeicdo celular aguda na fase inicial pos-transplante é
mediada predominantemente pela via direta, embora a via indireta também tenha
participacdo neste tipo de rejeicdo. Pelo modelo da via indireta de reconhecimento,
células da linhagem monocitica/macrofagica, bem como células dendriticas e
endoteliais, fagocitam moléculas MHC das células do enxerto, processando-as e
reexpressando-as na superficie celular na forma de um complexo tridimensional
formado por MHC + peptideo (37-39).

A interacdo de moléculas do MHC com o receptor do linfécito T gera o primeiro
sinal para o processo de ativacdo do linfdcito T. Esse receptor de célula T é entdo ligado
a um outro grupo de moléculas de superficie da célula T, o receptor CD3, um complexo
que consiste em pelo menos 5 cadeias covalentes: G, D, €, Z, ¢ h. Quando o RCT se liga
a um antigeno apresentado - MHC, existe uma alteracdo conformacional na CD3 que
ativa as vias intracelulares de sinalizacdo. Este sinal dirigido para o antigeno € traduzido
pelo complexo RCT/CD3 para o citoplasma da célula T. Este sinal é essencial , mas nao
suficiente para a ativacdo completa das células T. Determina a ativacdo de enzimas
presentes na membrana da célula T, promovendo fosforilacdo de fosfolipides de
membrana, dando inicio a uma série de eventos citoplasmaticos que vao desde a
abertura de canais idnicos para calcio até a ativacdo da calcineurina, uma fosfatase
calcio-dependente. Esta fosfatase induz de maneira rapida e eficiente o aumento da
transcricdo de genes que codificam IL-2 e outras citocinas. Concomitantemente, ha
aumento da expressdo de receptores para IL-2 nas células T vizinhas ao local do
reconhecimento inicial, amplificando assim a resposta imune celular (37-39).

A interacdo da IL-2 com o seu receptor (IL-2R) induz crescimento e
diferenciacéo celular, levando a proliferacao clonal e determinando o aparecimento de

grande numero de células efetoras. O resultado final de toda esta cadeia de eventos € o
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agravamento da resposta inflamatdria local e agressdo ao aloenxerto através de
diferentes vias efetoras.

Mais recentemente, foi demonstrado que a interagdo de MHC com receptores de
células T nédo € suficiente para ativar completamente as células T para a producao de
citocinas e inducdo de proliferacdo celular. Assim, foi reconhecido um segundo sinal
co-estimulatorio de ativacdo do linfocito T que pode ser o resultado da interacdo de
CD28 na superficie dos linfocitos com seus ligantes B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86)
presentes nas células apresentadoras de antigenos. A ligacdo do CD-28 com seu
receptor (B7-1 ou B7-2) potencializa a transcricdo de IL-2, aumentando, assim, a
secre¢do desta citocina, resultando em proliferacdo e expansdo clonal das células T. Por
outro lado, estudos recentes demonstraram que a ativacdo desencadeada pela ligacdo do
CD-28/B7 pode ser blogueada de maneira extremamente eficiente por uma proteina de
fusdo, a CTLA4Ig. Esta proteina bloqueia o ligante B7, servindo como um regulador

negativo do processo de expansao clonal (40-44).

2.2.2. Mecanismos efetores da rejeicao
Os seres humanos possuem um sistema imune inato capaz de bloquear
rapidamente a propagacdo de patdgenos infecciosos. A imunidade inata é
frequentemente iniciada por receptores Toll-like, modulada por ativacdo do
complemento e mediada por macrofagos e células “natural-killers”. Recentemente tem
havido interesse no conceito de que esta via pode interagir com mecanismos aloimunes,
formando assim uma ligacdo potencial entre lesdo inespecifica (por exemplo: lesdo de

isquemia- reperfusdo ou infecgdes) e rejeicdo aguda (45).
Por outro lado as células T e B fornecem alta especificidade com o

desenvolvimento da imunidade adaptativa, a qual requer dias a semanas. E importante
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reconhecer que outras células do sistema imune podem contribuir para a rejeicdo como
as celulas endoteliais que participam da maturacdo das células dendriticas, células
mesangiais na matriz do rim e que regulam respostas imunes e células epiteliais
tubulares que expressam TGF beta e outras citocinas que podem contribuir para a
fibrose. O sistema do complemento serve como uma interface importante entre a
imunidade inata e adaptativa. Os componentes terminais da via sdo efetores importantes
para destruicdo do transplante. Levando a lesdo da membrana, infiltracdo de neutrofilos
e danos as células epiteliais e endoteliais. Além disso, o sistema complemento é também
envolvido na estimulacédo de células T e B (46).

A via Fas/Fas (FasL) € outro importante mecanismo efector. Fas é expressa
em células do parénquima, enquanto que a FasL é induzida apés ativacdo de células T
CD4*. A ligacdo cruzada de Fas com FasL ativa a caspase 8 e propaga um sinal de
morte que termina em apoptose. A ativacdo da caspase pode levar a lesbes celulares
irreversiveis e ocorrer independentemente de receptores da superficie celular. As células
T CD8* produzem moléculas citotoxicas que sdo letais para as células, uma delas a
granzima B que requer uma estrutura de poro para obter acesso a célula. Quando a
granzima B entra no citosol da célula alvo desencadeia vias que resultam em morte
celular apoptdtica. As células NK também sdo efetoras produzindo IFN-gama e

promovendo assim inflamacéo (figura 3) (47-49).
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Figura 3. Mecanismos efetores da resposta alogénica. O reconhecimento alogénico
pelos linfocitos T desencadeia uma série de interagdes entre diferentes células do
sistema imune, ativando diversos mecanismos efetores de agressao ao enxerto, como
citotoxicidade mediada por células, seja por apoptose ou pela acdo de substancias
citoliticas, como perforina e granzima; reacdo imunoldgica de hipersensibilidade
retardada (ou tardia), com a producéo de diversas citocinas inflamatorias; citotoxicidade
mediada por anticorpos, seja pela ativacdo da cascata do complemento ou com o
envolvimento conjunto de células NK (citotoxicidade dependente de anticorpo). Todos
esses mecanismos sdo capazes de causar dano ao tecido transplantado. Modificado de

referéncia (35).

Com a ajuda de células T TH2 as células B derivadas da medula 6ssea podem
diferenciar-se e produzir anticorpos especificos que agem por fixacdo do complemento
ou opsonizacdo das ceélulas. Servem também como excelentes apresentadores de
antigenos. Aloanticorpos foram identificados como agentes causadores de rejeicdo
aguda ou cronica. Estes sdo dirigidos principalmente contra antigenos HLA. No entanto,
aloanticorpos para antigenos nao-HLA (por exemplo, antigenos endoteliais ou

epiteliais) foram identificados. Os anticorpos anti-HLA pré-formados ocorrem mais
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comumente em pacientes que ja foram transplantados, gestaram ou foram transfundidos.
Menos comumente pode se desenvolver reacdo cruzada apds exposicdo a vacinas, virus

ou outros agentes patogénicos (50).

2.2.3. A Rejeicdo Aguda

A rejeicdo de transplantes pode ser classificada com base em critérios clinico-
patoldgicos em hiperaguda, aguda e cronica. Embora formas agudas de rejeicdo sejam
geralmente divididas em celular e humoral, as vezes ha componentes de ambas no
mesmo tecido. A rejeicdo cronica tem crescente reconhecimento devido ao papel dos
anticorpos em mediar danos imunes (51). Biopsia do rim transplantado continua a ser o
padrdo-ouro para o diagndstico. Rejeicdo subclinica é encontrada em 5% a 25% das
biopsias de protocolo realizadas durante os primeiros 6 meses pds-transplante em
pacientes com funcdo renal preservada. Tal fato tem despertado interesse no
desenvolvimento de biomarcadores imunes que podem ser utilizados como preditores

de rejeicdo sem necessitar de procedimento invasivo (1,52).

A rejeicdo celular aguda usualmente ocorre nos primeiros meses ap6s 0
transplante. E mediada pela ativacéo e proliferacio de células T. Atualmente a rejeicdo
celular aguda raramente é sintomética e na maioria das vezes é reconhecida pelo
declinio da funcdo renal (aumento da creatinina no soro ou diminui¢do da taxa de
filtracdo glomerular). Histologicamente é caracterizada por inflamac&o intersticial (uma
mistura de linfocitos, macrofagos e ocasionalmente eosindfilos), inflamacao vascular
(infiltragdo linfocitica da intima vascular ), ou ambos. O envolvimento vascular reflete
uma variante mais grave do que a doenca intersticial isolada, evidenciado por uma

menor resposta a terapia e pior sobrevida do transplante a longo prazo (28,53)
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A rejeicdo aguda mediada por anticorpos pode ocorrer logo apds o transplante
em pacientes sensibilizados ou a qualquer momento em pacientes que desenvolvem
DSAs. Os sintomas sdo escassos e a apresentacdo costuma ser por alteracdo laboratorial
de perda de funcdo renal e/ou proteindria. A principal caracteristica histologica da
rejeicdo humoral aguda é capilarite peritubular manifestada por infiltracdo de linfocitos
e especialmente neutrofilos. Em casos graves necrose fibrindide pode ser vista nos
capilares peritubulares e glomeérulos. A presenca de C4d nos capilares peritubulares, um
componente do complemento que se liga ao tecido renal doente apos a ativacdo do
mesmo, é altamente sugestivo de rejeicdo humoral aguda e € estreitamente associada
com a presenca de DSAs na circulagédo (28,54).

Os critérios histopatoldgicos da rejeicdo dos transplantes renais vem sendo
padronizados pela Classificacdo Internacional de Banff, cuja Gltima atualizacdo foi

publicada em 2013 (51,55).
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2.3. Regimes imunossupressores

O desafio no transplante é utilizar uma estratégia terapéutica que permita
inibir ou interromper a resposta imunoldgica do hospedeiro de forma eficaz, evitando
assim a rejeicdo do enxerto. No entanto, essas a¢Ges ndo sdo alvo-especificas e seus
resultados dependem e muito do imunossupressor e da dose utilizados (56).

Podem ser genericamente caracterizados como de indugdo, manutencdo e terapias de
resgate. A imunossupressdo de inducdo é intensa de tal forma que seu uso deve ser
temporario pelos efeitos toxicos que poderiam ser causados a longo prazo. A terapia de
manutencdo é menos potente, mas toleravel para uso crénico. J& o tratamento de

rejeicdo assemelha-se ao de inducgéo pela sua intensidade (57—-60).

2.3.1. Terapias de inducao

Inclui principalmente véarias preparacGes de anticorpos: anticorpos policlonais
— globulina anti-linfocitica (ALG) e globulina anti-timocitaria (ATG); anticorpos
monoclonais — OKT3, anti-CD25, anti-CD20 e anti-CD52, e imunoglobulina. Estes
imunossupressores, especialmente a ALG, ATG e o OKT3, atuam através da deplecao
ou inativacdo ndo seletiva dos linfécitos, causando uma imunossupressdo profunda e
com mais efeitos colaterais (61).

AGENTES POLICLONAIS:

Globulina anti-linfocitica: soro policlonal produzido através da infusdo de
linfocitos humanos em animais de diferentes espécies. O mecanismo de acdo consiste na
diminuigdo das células T circulantes. Os linfocitos revestidos por ALG sé&o destruidos
ou eliminados do sangue periférico pelas células do sistema reticuloendotelial do bago e

do figado.



28

Globulina anti-timocitaria: derivada do coelho e disponivel na Europa desde
1985. E o anticorpo policlonal mais comumente usado e é eficaz na prevencdo e na
reversdo da rejeicdo aguda (62-65). Essa droga € objeto desse trabalho e sera relatada
com maior detalhamento a seguir.

Anticorpos Monoclonais: OKT3 e inibidor de IL-2

OKT3: anticorpo monoclonal anti-CD3 das células T usado na prevencao e no
tratamento dos episodios de rejeicdo aguda. O OKT3 liga-se ao complexo RCT, o qual é
internalizado e ndo expresso na superficie celular, modulando o receptor e inativando as
funcBes das células T, bloqueando ndo so as células T imaturas, mas também as funcgdes
das células T citotoxicas e reguladoras envolvidas na reacao de rejeicdo do enxerto.

BLOQUEADORES DO RECEPTOR DA INTERLEUCINA 2:

O IL-2R é um complexo de varias cadeias polipeptideas transmembranas, das
quais trés foram caracterizadas: -a (CD25), -p e -y. A associagdo ndo-covalente dessas
cadeias forma um sitio de ligacdo de alta afinidade para a IL-2. A cadeia o (IL-2Ra)
estd presente apenas nas células T ativadas e num subconjunto de células B ativadas e
de CAA. Assim, o tratamento com o anticorpo monoclonal anti-CD25 atinge uma
pequena populacdo de células rica em células T ativadas pelo antigeno especifico. Ha
dois agentes disponiveis: basiliximab (anticorpo anti-CD25 quimérico) e daclizumab
(anticorpo anti-CD25 humanizado), que inibem a reacdo de rejeicdo através da ligacao
aos IL-2R, deixando as células sem receptores livres para a IL-2. Ndo oferecem
imunossupressdo adequada por si sO para prevenir a reacdo de rejeicdo, porque a
proliferacdo das células T pode ocorrer através dos receptores IL-2 e y ou de outras
vias. Por conseguinte, ambos devem ser usados em conjunto com outros
imunossupressores (66-68).

ANTICORPO MONOCLONAL ANTI CD-20
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Rituximabe: € um anticorpo monoclonal anti-CD20 quimeérico que elimina a
maioria das células B e foi inicialmente aprovado para o tratamento de linfomas de
células B ndao Hodgkin refratarios. Curiosamente foi introduzido no transplante renal
para tratar a doenca linfoproliferativa pds-transplante (PTLD), devido a sua acao
depletora das células B. Também é usado, em alguns centros, para diminuir a producgéo
de anticorpos em pacientes com alto risco imunolédgico ou nos protocolos em que exista
cross-match positivo (69-71).

ANTICORPO MONOCLONAL ANTI CD-52:

Alemtuzumab ou Campath 1H: anticorpo monoclonal humanizado que
interage especialmente com a glicoproteina de superficie celular CD52, que é expressa
nas células B, nas células T, nos macrofagos e nos mondcitos. Uma vez ligado ao
CD52, produz uma deplecédo profunda e prolongada das células (T, B e NK) (72,73).

IMUNOGLOBULINAS POLICLONAIS:

As imunoglobulinas sdo constituidas por um pool de plasma de milhares de
doadores selecionados e deve conter todos os anticorpos encontrados normalmente nos
humanos. Atuam através de varios mecanismos para modular o sistema imunoldgico,
incluindo a neutralizacdo dos anticorpos circulantes, regulando a producdo de citocinas
das células T, inibindo a proliferacdo dos linfocitos e controlando a apoptose. As
imunoglobulinas policlonais sdo usadas principalmente nos protocolos em que existem
anticorpos anti-doador ou em incompatibilidade ABO, associada a plasmaferese.
Adicionalmente, a administracdo endovenosa das imunoglobulinas policlonais séo
usadas para o tratamento da rejeicdo humoral de todos os tipos de orgaos transplantados

(71,74).
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2.4. Globulina anti-timocitaria

Globulina anti-timocitaria (Thymoglobulin ®; Genzyme, Cambridge, Mass.,
EUA) e uma imunoglobulina policlonal anti-linfocitos T, gerada em coelhos, purificada
usada para a prevencao e tratamento da rejeicdo aguda (RA) ap6s o transplante renal,
principalmente as resistentes a esteroides, rejeicdes vasculares e as mediadas por
anticorpos. A eficacia anti-rejeicdo do ATG foi estabelecida pela primeira vez em 1999,
quando comparado com globulina antitimocitos equina (75) .

As preparagdes antilinfocitos comegaram em 1899 com os trabalhos de
Metchnikoff (76). Em 1963 os antilinfociticos foram testados no soro e produziram
linfopenia, levando a uma nova perspectiva na area de transplantes (77) . A primeira vez
que foi utilizado em humanos foi em 1965 no transplante de rim. Desde 1984, a
globulina anti-timocitaria tem sido usada efetivamente no transplante de 6rgdos para
prevencdo e tratamento da rejeicdo aguda (78,79) .

O mecanismo de acdo principal é a deplecdo de células T, mas também ocorre
a modulacao dos receptores de superficie dessas células (80). A deplecdo dos linfécitos
no sangue periférico acontece por lise celular dependente do complemento e mediada
por anticorpos citotoxicos levando a ativagcdo da morte celular. Em concentracoes
adequadas ocorre ativacdo da expressao do CD 178 (CD95-L) em células T em repouso
e a apoptose de células T pré-ativadas envolvendo interacbes Fas/Fas-L (81). A
deplecdo linfocitaria ocorre rapidamente ap6s a administracdo intravenosa da
medicacdo. A recuperacdo é gradual sendo que em cerca de 40% dos pacientes tratados
com globulina anti-timocitaria (em uma média de 6 doses de 1,5 mg/kg/dia)
aproximadamente 50% dos linfécitos retornam a contagem inicial em 3 meses (82) . O
ATG atua nas células T ndo sO na periferia, mas também em tecidos linféides

secundarios, onde a grande maioria das células T residem e a apresentagdo do antigeno
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ocorre. Notavelmente nenhum esgotamento de linfocitos foi observado no timo em
qualquer nivel de dosagem. O tratamento com ATG modula a expressdo de varias
moléculas que controlam a ativacdo das células T, incluindo o receptor de células T
(RCT)/CD3, CD2, CD4, CD5, CD6, CD8. O ATG induz a reducdo na expressdo de
integrinas e moléculas de adesdo na superficie celular as quais facilitam a adesao de
leucdcitos no endotélio. Assim, a reperfusdo na presenca de ATG reduz a adesdo de
leucdcitos e quase completamente inibe a adesdo deles ao endotélio em modelos

primatas (83) .

Célula 1 Célula T ativada Célula B Plasma Mondcito Célula dendritica Célula apresentadora antigeno
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CD3 CD4 CD5 CD5 CD86 HLA-DR HLA-DR
CD4 CD4 HLA-DR HLA-DR CD49d CD58 CD58
CD38 CD8 CD58 CD58 CD50 CD80 CD80
CD5 CDbH CD152 CD28 CD54 CD86 CD86
CD2 CD2 CD40 CD38 CD102 CD40 CD40
CD58 CD58 CD7 CCR5 CD50 CD50
CD28 CD28 CD80* CCR7 CD16
CCRbH CD80 CD86* CXCR4
CCR7 CDgg CD6 CD45 Células epiteliais, endoteliais,
CXCR4 CD152 Leucdeitos CD7 fibroblastos
HLA-DR CCR5 CDl1la CD99 CD38
CD7 CCR7 CD44 A4 integrin CD58 CD99
CXCR4 CD45 CD102 CD40 CD102
CD38 CD52 CD54 CD44 CD38
CDé6 CD49d CD50
CD50 CDb54

Figura 4. Anticorpos presentes na globulina anti-timocitaria. Modificado de referéncia

(84).

A globulina anti-timocitaria tem mostrado induzir fortemente a apoptose in
vitro de células B ativadas e células plasmaticas da medula éssea. Parece ligar-se com
varias proteinas de superficie de células B (CD30, CD38, CD95, CD80, e HLA-DR)

garantindo sua atividade (8).
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Embora in vivo o tratamento com ATG néo esteja associado com reducéo de
células esplénicas ou da medula 0ssea, pode reduzir o risco de rejeicdo mediada por
anticorpos em pacientes com anticorpos pré-formados especificos ao doador. Essa
complexa e prolongada imunomodulacéo induzida pelo ATG contribui para a eficacia
deste agente no transplante de 6rgéos sélidos (85) .

A globulina anti-timocitaria parece ter um papel na inducdo de tolerancia
imunolodgica. As células T reguladoras (Treg), um subconjunto especializado de células
T, tém mostrado desempenhar um papel importante na modulacdo da resposta
imunitaria a aloantigenos e na manutencao de autotolerancia (86-88). A globulina anti-
timocitaria, de maneira dose-dependente, converte os linfécitos CD4*, CD25* e Foxp3*
em células funcionalmente imunossupressoras, podendo suprimir a resposta imune em
cultura mista de linfécitos, sem interferir na resposta de memoria. Também inibe
eficazmente a quimiotaxia de células T através do CXCR4 (89,90). Todos estes efeitos
em teoria podem contribuir para a anergia das células T e potencialmente maior
sobrevida do enxerto.

Em relacdo as possiveis complicagdes relacionadas ao uso de ATG elas podem
ser agudas ou tardias. Entre as agudas temos anafilaxia, febre, calafrios, rigidez,
dispnéia, nauseas, vomitos, diarréia, hipotensdo ou hipertensdo, mal-estar, erupc¢édo
cutanea e cefaléia. Reacdes mais graves incluem edema agudo de pulméo, infarto do
miocardio, taquicardia e raramente morte (91). Devido a presenca de anticorpos de
reacdo cruzada contra células ndo linféides, anemia hemolitica, trombose,
trombocitopenia e neutropenia podem ocorrer (83,92). Entre as reacOes tardias estdo a
doenca do soro e as infecgOes. A doenca do soro tende a ocorrer 5-15 dias apds o inicio

da terapia.
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A associacdo entre terapias depletoras de linfocitos e infeccBes virais € bem
estabelecida. Depois do tratamento com ATG hd um aumento na incidéncia e
severidade das infeccdes, particularmente naqueles pacientes que ndo recebem
profilaxia (84,93-95). As complicacdes infecciosas incluem citomegalovirus (CMV)
(13,4%), sepsis (12,2%), candidiase (3,7%), herpes simplex (4,9%) e infeccdes urinarias
(18,3%), esses episadios estdo relacionados principalmente a doses mais elevadas de
ATG (5).

A linfopenia parece estar relacionada ao surgimento de algumas mas nao todas
as neoplasias malignas (96,97). A incidéncia de malignidade é significativamente mais
elevada para receptores de 6rgdos transplantados do que para a populacdo em geral. A
doenca linfoproliferativa pés-transplante (PTLD) atinge aproximadamente 1% dos
pacientes, o que confere um risco de linfoma cerca de 20 vezes maior do que o
observado em ndo transplantados (98). A relacdo entre imunossupressdo e incidéncia de
PTLD e tumores so6lidos “de novo” ¢ sugerida em varios estudos (99-103). O efeito
imunoldgico das terapias para evitar a rejeicdo dos transplantes altera os mecanismos
antitumorais que acabam predispondo esses pacientes a maior incidéncia de neoplasias
(104). A PTLD parece estar relacionada a transformacdes no tecido linféide causadas
pela acdo primaria ou reativacdo do virus Epstein-Barr (EBV) (105,106). Os receptores
que receberam doses menores de ATG tém risco menor de deselvolver PTLD (107).
Cancer de pele (basocelular e escamoso) € o mais comum tanto na populacdo geral
quanto em transplantados, porém esses com trés vezes mais chance de desenvolver a
doenca (108). Os pacientes com neoplasias pés-transplante tém maiores taxas de
mortalidade. Nos EUA a taxa de mortalidade por doencas malignas é de 1,9 por 1000

doentes/ano, o que representa aproximadamente 7% da taxa de mortalidade total (108).
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A lesdo de isquemia-reperfusdo (LIR) € uma doenca inflamatoria aguda na
qual as células e orgdos transplantados sdo danificadas por um processo inflamatorio,
decorrente de isquemia e reperfuséo, podendo levar a disfuncédo e morte celular (109). A
patogénese da LIR renal € multifatorial. Inicialmente refere-se as lesGes de células
hipéxicas e anoxicas durante a fase isquémica, seguido de respostas inflamatdrias
durante a fase de reperfusdo, sendo atribuido um papel significativo na patogénese da
isquemia-reperfusdo (110-112). Assim, a inativacdo destas celulas é um pré-requisito
para conseguir alguma protecao, pois esta associada a um aumento da taxa de rejeicao
aguda, disfuncéo primaria, funcdo retardada do enxerto (DGF) e mais tardiamente a
faléncia e perda do enxerto (92,113).

Em relacdo a DGF, que é definida como necessidade de dialise na primeira
semana ap6s o transplante, Goggins et al mostraram que a administracdo intra-
operatoria, antes da reperfusdo do enxerto, estd associada com uma significativa
diminuicdo da funcdo retardada do enxerto, melhor funcdo renal no primeiro més pos-
transplante, e uma diminuicdo no tempo de internacdo pds-transplante (114). Sabe-se
que os pacientes com DGF tém um risco aumentado de rejeicdo aguda e menor
sobrevida do enxerto (115-117). Apesar do custo inicial do transplante ser maior com o
uso de ATG, essa diferenca pode ser compensada com a diminuicdo do tempo de
internacdo e até de tratamentos de rejeicdo (118).

Tendo em vista que a globulina anti-timocitaria induz uma répida e profunda
deplecdo de linfocitos T, muitos pesquisadores propdem que a dose seja administrada e
individualizada de acordo com efeitos bioldgicos da droga. Nos anos 70, Bishop et al e
Cosimi et al ja defendiam o monitoramento diario dos linfdcitos (linfocitos totais e/ou T
CD3") e plaquetas durante a terapia (12,119). Neste contexto, os linfécitos T CD3" séo

considerados o melhor marcador de atividade (2,7,84). O uso de doses intermitentes de
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ATG, baseado na quantificacdo de células T CD3", tem eficacia similar ao regime
diario, porém com reducdo da dose cumulativa empregada, dos custos e permitindo a
possibilidade de atraso do inicio de medicamentos potencialmente nefrotoxicos, como
os inibidores de calcineurina (2,7,14,94,120-124). Os efeitos hematoldgicos e
imunoldgicos devem ser monitorados a curto e longo prazos. O monitoramento de
células T CD3", através da técnica de citometria de fluxo, serve para ajustar a dose
diaria. Conforme Mourad et al o objetivo € manter a contagem de linfocitos totais
menor que 200/mm3 e/ou T CD3" abaixo de 20/mm3 (84). Assim é possivel um maior
controle da poténcia imunossupressora e da variacdo na resposta imunoldgica
individual, limitando complicacGes infecciosas e neoplasicas relacionadas a
imunossupressao excessiva mas também, por outro lado, reduzindo o risco de rejeicéo

nos casos de subdoses (13,84).

No entanto, o monitoramento didrio dos efeitos causados pelo anticorpo
policlonal através de quantificacdo de linfécitos T CD3* é caro e ndo esta disponivel em
todos os centros (123). Dessa forma, torna-se relevante a validacdo da contagem dos

linfocitos totais frente ao padrdo-ouro de contagem de linfécitos T CD3".
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3. Marco Tedrico

A globulina anti-timocitaria tem sido amplamente utilizada no transplante renal
como agente imunossupressor de inducdo e/ou de tratamento de rejeigédo celular aguda.
O mecaminso de acdo baseia-se em deplecdo de linfécitos T de maneira dose-
dependente. Dessa forma, torna-se fundamental a monitoracdo do efeito bioldgico da
droga através das contagens de células T CD3" no sangue periférico, permitindo terapia

eficaz e segura ao paciente.
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4. Justificativa

A globulina anti-timocitaria é um dos principais imunossupressores utilizados no
arsenal terapéutico na area do transplante renal. O mecanismo de acdo principal dessa
droga é a deplecdo de linfécitos T de maneira dose-dependente. Dessa forma é
fundamental que se tenha uma ferramenta custo-efetiva e amplamente disponivel que
permita otimizar o monitoramento dos seus efeitos biologicos evitando complicacdes

desnecessarias.
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5. Objetivos

5.1. Geral

Determinar a correlacdo e a concordancia entre a contagem dos linfocitos totais
no sangue periférico e de linfocitos T CD3" em pacientes sob terapia com globulina

anti-timocitaria.

5.2. Especificos
e Avaliar os parametros diagnosticos resultantes da monitorizacéo pela contagem dos
linfocitos totais no sangue periférico;
e Avaliar as sobrevidas de pacientes e enxertos em receptores de transplante renal que
receberam ATG com monitorizacéo de linfécitos totais e células T CD3";
e Avaliar a sobrevida dos enxertos conforme a indicacdo do uso de globulina anti-
timocitaria de acordo com a contagem de linfécitos totais e células T CD3";

e Avaliar a funcdo do enxerto apoés tratada rejeicdo aguda sob monitoramento das duas

metodologias.
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Monitoring therapy with polyclonal anti T lymphocyte antibodies in renal
transplantation. CD3* T cell and total lymphocyte counts in the peripheral blood.

Machado FP, Spuldaro F, Vicari AR, Filho JB, Manfro RC
Clin Transplant
Abstract

Background: Anti-thymocyte globulin  (ATG) is largely utilized in organ
transplantation. We evaluated the monitoring of this agent in renal transplant recipients
by counting total lymphocytes and CD3" T cells in the peripheral blood and evaluated

the correlation between these measurements.

Methods: Single center, retrospective study evaluating 226 patients who received a
kidney graft between 2008 and 2013 and where treated with ATG either for induction
therapy or for treatment of cellular rejection. ATG doses were administered according
to CD3" T cells levels or number of total lymphocytes in the peripheral blood.

Results: A total of 664 paired samples were analyzed. The Spearman’s correlation
coefficient between the results was 0.416 (P <0.001) to all samples. The Kappa’s
concordance coefficient between samples was 0.267 (P<0.001) to all samples. The
diagnostic parameters for the total lymphocyte counting were calculated using number
of CD3" T cells as the gold standard at the cut off at > 20 cells/mm3.

Conclusion: Based on these results it is not possible to reliably replace the counting of
CD3* T cells by lymphocytes in the peripheral blood in the monitoring of ATG
administration.

Key words: Antithymocyte globulin, ATG, immunosuppression, T lymphocytes, CD3*

T lymphocytes, monitoring, kidney transplantation.
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Introduction

Renal transplantation is currently the treatment of choice for adequately selected

patients with end-stage kidney disease. Transplantation improves the quality of life and

reduces mortality, as compared to chronic maintenance dialysis. In the last decades
advances in immunosuppressive therapy, better diagnostic and therapeutic methods and
better surgical techniques improved survival of patients and grafts as well as long-term
graft function, turning transplantation into a cost-effective treatment (1). A better
understanding of the immunological basis of the allograft response has made clear that
T lymphocytes are a key component of the acute cellular rejection process (2). Currently
immunosuppressive therapy is effective in controlling T cell response to the allograft
and, at the initial course of the transplant, antibody depletion therapy is largely utilized
particularly in patients with high immunological risk. Moreover, these agents are also

utilized to treat patients with severe forms of acute rejection (3).

Anti thymocyte globulin (ATG) has been used in the last two decades for the
prophylaxis and treatment of acute allograft rejection (4,5). Its use is associated with a
significantly lower incidence of delayed graft function, better early allograft function
and a reduction in length of hospital stay (6). ATG is a polyclonal anti-lymphocyte
agent consisting of a wide variety of antibodies, specific for T-cell epitopes, that
induces rapid and profound depletion of CD3* T lymphocytes in the peripheral blood
(7). Initially the widespread use of doses adjusted only by body weight and occurrence
of side effects frequently led to states of over immunosuppression. Latter, strategies of
monitoring were developed in order to minimize side effects and costs while
maintaining efficacy. Currently, the proposed monitoring tool is to follow the number of
peripheral blood lymphocytes which can be accomplished by simply counting total

lymphocytes in the peripheral white blood cells or by counting CD3* T cells in this
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same compartment (8,9). The first strategy has the unequivocal advantage of being very
simple and inexpensive while the second one has being proposed as more accurate (10).
The present study was conceived in order to evaluate whether peripheral blood
lymphocyte counting would be comparable to CD3* T cell counting as a monitoring

strategy for ATG dosing.

Patients and Methods

Patients

Six hundred and sixty-seven isolated kidney transplants in adult recipients
were performed in our institution between January 2008 and December 2013. Among
them 526 (78.9%) patients received organs from deceased donors and 141 (21.1%) from
living donors. At least two doses of polyclonal T cell depleting antibodies were used in
the induction regimen in 201 (30.1%) patients and 25 (3.7%) patients received this
agent for treatment of severe acute rejection. We excluded from analysis patients who
died within 24 hours after transplantation, those who used less than 2 doses of ATG and
recipients younger than 18 years-old. Patients with high immunological risk received
ATG induction consisting of four doses of 1.5 mg/kg. For the other indications ATG
induction was given until the patient reached a 2.5 mg/dL serum creatinine or up to 4
doses, whichever came first. Tacrolimus was initiated in the day that the patient
received the last ATG dose. The first ATG dose was given intra-operatively and
subsequent doses were given according to the number of CD3* T cells whenever their
counts were > 20 cells/mm3. Treatment of rejection with ATG was made at a 1.5
mg/kg/dose and subsequent doses were given according to CD3* T counts in order to

cover a period of 7-14 days, depending on the severity of rejection and functional graft
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response to treatment. Leukocytes and CD3* T cells were counted daily. All recipients
received corticosteroids, sodium mycophenolate and a calcineurin inhibitor,
predominantly tacrolimus. Indications for ATG induction were: (a) immunological risk
(calculated panel reactive antibodies [PRA] > 50), (b) presence of donor specific
antibodies (DSA) by Luminex® platform, (c) donor acute renal failure with final serum
creatinine > 2.0 mg/dL and (d) cold ischemia time (CIT) > 24 hours. Indications for
therapeutic ATG were steroid-resistant rejection and acute cellular rejection > Banff 2A.
Monitoring of ATG modulating effect was performed according to CD3* T cell counts
and/or total lymphocyte counts in the peripheral blood.

The study was approved by the hospital s research and ethics committee.

Methods

The absolute number of peripheral lymphocytes was made in white blood cell
counts by an automated method (Sysmex XE-5000, Sysmex Corporation, Japan)
according to manufacturer’s instructions. Peripheral CD3* T cells were accessed by
flow cytometry (FACS Canto Il, BD Bioscience, USA) by using anti CD45 monoclonal
antibodies (anti-CD45 FITC-conjugated, BD Bioscience, Beckman Coulter, Exbio) and
anti-CD3 monoclonal antibodies (anti-CD3 PE-conjugated, BD Bioscience, Beckman
Coulter, Exbio). Shortly 4 mL of peripheral blood was drawn in EDTA containing
tubes, cells were coated with the antibodies above, acquired in the cytometer up to
200.000 events and analyzed by the Infinicyt software (Cytognos SL, Spain). CD3* T
lymphocytes were identified by the CD45"/CD3* phenotype. The percentage of CD3*

cells was calculated based on the measured number of leukocytes (CD45" cells).
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Statistical analyzes

Descriptive analyzes of frequency and demographics are presented as means +
standard deviation, medians or percentages. Variables were analyzed by using the SAS
(version 9.4) and SPSS (version 18) softwares. Data analysis was performed by
Spearman’s correlation coefficient and Kappa concordance coefficient. A receiver
operator characteristics (ROC) curve was generated for the analysis of diagnostic
parameters. Survival curves were obtained by the Kaplan Meier estimates method. The

level of significance was set at P < 0.05.

Results

Demographic and transplant related characteristics are show in Table 1. ATG
was given prophylactically to 201 patients and for treatment of acute rejection in
another 25 recipients of kidney grafts. Recipients were middle aged, equally balanced
between males and females, predominantly caucasians and the majority received grafts
from deceased donors. The number of patients that received prophylactic ATG
according to each indication was: (a) 158 patients (78.6%) for high immunologic risk
patients (high PRA or presence of DSA or positive flow cytometry cross-match); (b) 40
patients (19.9%) with cold ischemia time > 24 hours and (c) 3 patients (1.5%) that
received grafts from donors with acute renal failure. Therapeutic ATG was given for
treatment of Banff > 2A in 13 patients (52%) and for treatment of steroid resistant
rejection in 12 patients (48%).

Mean prophylactic ATG cumulative dose administered was 5.6 £ 1.3 mg/kg
and the mean therapeutic cumulative dose was 7.2 + 3.4 mg/kg and the per patient

cumulative dose, for all patients, was 5.8 £ 1.7 mg/kg. Seven patients (3.1%) received
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two ATG doses, three doses were given to 52 patients (23%), 4 doses to 113 (50%) and
5 or more doses were given to 54 patients (23.9%).

Paired samples of total lymphocytes and CD3* T cells were available in 664
samples drawn from 226 kidney transplant recipients that received ATG either for
induction or for treatment of acute rejection. The correlation between total lymphocytes
and CD3* T cells is illustrated in Figure 1. The Spearman’s correlation coefficient
between the results was 0.41 (P < 0.001) for all samples, 0.43 (P < 0.001) for induction
therapy samples and 0.28 (P < 0.005) for the samples from patients who received
therapeutic ATG. The Kappa’s concordance coefficient between samples was 0.27 (P <
0.001) for all samples, 0.28 (P < 0.001) for samples who received ATG as induction
therapy, and 0.15 (P = 0.081) for who received therapeutic ATG. The best cut-off in
number of lymphocytes obtained in the ROC curve was 256, with a sensibility of 66.8%
and specificity of 66.9%, AUC: 0.71; 95% (95% CI: 0.67 - 0.75). Increased sensitivity
and negative predictive values were obtained by reducing the number of peripheral
lymphocytes that would correlate with a number of CD3* T cells < 20 cells/mm?.
However, this was associated with substantial drop of accuracy as shown in Table 3 for
different cut-offs of peripheral lymphocytes numbers.

No patients were diagnosed with acute rejection during prophylactic ATG
administration. After ending the ATG course acute rejection occurred in 39 patients
(19.4%) who received it as induction therapy. There were 23 cellular rejections, 14 were
antibody-mediated acute rejections and 2 were mixed rejections. Ten patients presented
a second rejection episode and 2 patients rejected 3 times. In all patients with repeated
rejections ATG was given for high immunological risk.

Overall patients and grafts survivals are shown in Figure 2. At one year after

transplantation survivals were 98.7% and 97.8% and at 5 years 88.8% and 87.4%,
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respectively for patients and grafts. Patient’s survivals according to ATG indication are
shown in Figure 3. At one year after transplantation patient’s survivals were 98.5% and
100% and at 5 years 89.2% and 87.4%, respectively for induction and therapeutic
indications of ATG. Graft survivals according to ATG indication are displayed in
Figure 4. At one year after transplantation grafts survivals were 97.5% and 100 % and at
5 years 88.2% and 81.7%, respectively for induction and therapeutic indications of
ATG. Functional graft parameters, according to ATG indication, at six and twelve
months after transplantation are shown in Table 2. At both time points CKD-EPI
estimated glomerular filtration rate (eGFR), for either indication of ATG, improved
slightly. For patients with acute rejection median serum creatinine at ATG initiation was
2.9 mg/dl (P 25-75: 2.0 - 6.3), reached a peak of 3.4 mg/dl (P 25-75: 2.5 — 7.4) during

treatment and dropped to 2.4 mg/dL (P 25-75: 1.7 — 4.0) at the end of the ATG course.

Discussion

In this retrospective uncontrolled cohort study in which the monitoring methods
for anti-T cell polyclonal antibodies dosing were evaluated a poor correlation between
the number of CD3* T cells and total lymphocyte counts was observed, leading to the
conclusion that, for such purpose, the flow cytometric assay is preferable to the

lymphocyte counting in the peripheral blood.

Polyclonal anti-T cell antibodies have been used in transplant recipients for
decades both as a part of induction regimens and for the treatment of acute rejection
episodes (11,12). The goal of induction therapy is to suppress cellular and humoral
responses preventing acute rejection episodes. Rabbit anti-thymocyte globulin, IL-2
receptor blockers, and anti-CD-52 monoclonal antibodies are the most commonly used

antibodies for induction in organ transplant recipients. Currently around 80% of the
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transplant centers in the United States practice antibody induction therapy
predominantly with polyclonal anti-T cell antibodies (13). Basically, these are xeno
proteins produced by the injection of human thymocytes, lymphoblasts or lymphocytes
in animals, usually rabbits, from which purified immunoglobulins are obtained (14).
These preparations can be used as a strategy for nearly all patients or be individualized
for those with high immunological risk, prolonged cold ischemia time or in those
recipients whose donors kidneys were acutely injured, avoiding early use of calcineurin
inhibitors in this last cohort of patients (15,16). These agents are also used for the
treatment of acute graft rejection, either as a primary treatment, or a rescue for steroid-
resistant rejections (17). Important benefits may be obtained with ATG in renal
transplantation including low rejection rates, better graft survival and function and
possibly the facilitation of developing of CD4*/CD25*/FOXP3* regulatory T cells
which are implicated in suppression mechanisms and better graft acceptance (18,19). A
large scale analysis has recently show that antibody induction appears to provide
substantial advantages in both costs and outcomes after kidney transplantation and ATG
seems to be the agent with the greatest benefit (20). By the other side the use of these
preparations of antibodies may lead to states of excessive immunosuppression that can
facilitate the occurrence of opportunistic infections and neoplastic disorders (21,22).
Considering ATG use and taking in consideration its biological effects
strategies that, instead of using fixed doses, would pursue lower patient’s exposure
while keeping efficacy were developed. That lead to the use in variable dosing intervals,
according to the biological effects on T cells (23-26). This strategy was first proposed
decades ago by Cosimi et al to improve the efficacy of treatment and has being followed
as a standard of care (27). Currently monitoring is based in counting CD3" T cells in the

peripheral blood which seems to be best accomplished by flow cytometric techniques
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(28,29). However, this method is not available in many transplant centers, and the
counting of peripheral blood lymphocytes has been used as an alternative monitoring
tool of therapy with polyclonal anti T cell antibodies (30).

Previous studies aiming at evaluate the correlation between CD3" T cells and total
peripheral lymphocytes counts are available in the literature (31,32). The cut-offs of
CD3* T cells and total lymphocytes counts for studying the association were variable,
although most used twenty CD3* T cells cells/fmm? by flow cytometry and two hundred
cells/mm3 peripheral lymphocytes (33).

Buchler et al performed a retrospective analysis of 302 patients to evaluate the
occurrence of cellular graft rejection. They found that all 91 cases with rejection were
associated with CD3" T > 20 cells/mm3. In a small sample they found a high
concordance level between peripheral blood lymphocytes < 200 cells/mm3 and CD3* T
< 20 cells/mm?3 (34). Franco et al evaluated 298 samples from 24 kidney transplant
recipients who received ATG either for induction or treatment of acute rejection. The
cut-off values were 10 CD3* T cells/mm3 and peripheral blood lymphocytes < 100
cellss/mm3. They only found a significant correlation at days 5 and 15 of ATG
administration. Therefore they report a significant discrepancy between the methods
(35). Ata et al evaluated two groups of patients to monitor the use of ATG for induction
in renal transplantation based on the quantification of total lymphocytes and CD3* T
cells. In the first group the authors found higher instability of immunomodulation
reflecting the need for higher doses of ATG, implying in higher costs. There was no
difference in the incidence of rejection or infection between the groups in the first three
months post-transplantation. These authors argue that the ATG monitoring by CD3* T
cells count is cost-effective and that there is no correlation between total lymphocyte

cellsand CD3* T cells (36).
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In the present study, we reported on 226 kidney transplant recipients that
received polyclonal anti-T cell antibodies either for prevention or treatment of rejection.
In this cohort 664 paired samples were evaluated by flow cytometry and by lymphocyte
counting in the peripheral blood. The correlation and concordance indexes resulted
weak despite statistical significance. Most importantly, as maintaining the counts of
CD3* T cells bellow 20 cells/mm? is the usual standard of care, the parameters obtained
by the cut-off of 200 cells/mm3 in the peripheral blood were marked by a low specificity
and positive predictive values, meaning that many patients would be misclassified in
terms of modulation of CD3* T cells. The best cut-off in the ROC curve
reached parameters of sensitivity and specificity of 66%. Decreasing the lymphocyte
cut-off value increases sensitivity and negative predictive value at a substantial loss of
specificity and positive predictive value. With this increased false positive rate,
increasing therapy to those who do not need, could possibly lead to a higher incidence
of significant side effects.

These results indicate that monitoring efficacy of total peripheral lymphocyte
depletion by ATG may not be adequate and that flow cytometric counting of CD3* T
cells, should be employed. When and where flow cytometry is not available clinicians
must decide on how to tip the balance between infections and rejections, either risking
giving ATG to patients that are modulated, by decreasing the lymphocyte cut-off or
risking not given it to patients that are not modulated by increasing the lymphocyte cut-
off.

The present work has weaknesses that include its retrospective design, single
center, a low number of samples obtained in patients treating rejection and the absence
of baseline measurements of CD3* T cells, previous to anti-T cell antibody

administration. However, we believe that our findings are relevant to clinical practice
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and that CD3 * T cells measured by flow cytometry should be the method of preference

for monitoring polyclonal anti-T cell antibody administration.

Finally, based upon our results, we believe it is not appropriate to replace flow
citometric CD3" T cells counting by counting of lymphocytes in peripheral blood in the
monitoring and interval dose guidance of anti-T cell polyclonal antibodies used for

prevention or treatment of acute rejection of kidney allografts.
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Table 1. Demographic data of the recipients, donors and transplant variables

67

Recipients related variables Results
Age (years, mean + SD) 46.3+ 135
Male gender (n, %) 115 (50.9)

Race
White/not white (n, %)
Primary kidney diseases (n, %)
Hypertension
Diabetes mellitus
APKD
Glomerulonephritis
Obstructive uropathy and reflux
Others
Unknown
Donors related variables
Donor (n, %)
Deceased
Living
Donor age (years, mean £ SD)

ECD (n, %)

HLA mismatches ABDR (mean + SD)

Transplant related variables
Class | peak PRA (median P25-75)
Class Il peak PRA (median P25-75)
Class | last PRA (median P25-75)
Class Il last PRA (median P25-75)
Living donor compatibility (n, %)

HLA identical

1 haplotype

0 haplotype

Unrelated (spouse)

179 (79.2) 1 47 (20.8)

55 (24.3)
25 (11.1)
22 (9.8)
20 (8.9)
08 (3.5)
08 (3.5)
88 (38.9)

192 (85)
34 (15)
42.6+173
83 (36.7)
31%1.2

235 (0 - 67)
18.5 (0 - 50.3)
11.0 (0 - 55)
5(0 - 35.3)

1(2.9)
29 (85.3)
3(8.9)
1(2.9)

APKD = adult polycystic kidney disease; ECD expanded criteria donors; PRA, panel reactive antibodies



Table 2. Renal graft function parameters according to ATG indication

Prophylactic use (N =201) Results

6 months 12 months
Serum creatinine ( median P25 - 75) 1.4(1.2-2.0) 1.4(1.1-1.8)
Estimated CKD-EPI GFR (mean + SD) 49.7+£23.7 543246
PCR (median P25 - 75) 1.4(1.2-2.0) 1.4(1.1-1.8)
Therapeutic use (N=25)

6 months 12 months
Serum creatinine ( median P25 - 75) 1.6(1.3-22) 1.6(1.1-2.6)
Estimated CKD-EPI GER (mean + SD) 454+£174 4744213
PCR (median P25 - 75) 0.15(0.1-0.5) 0.2(0.1-0.5)

GFR. Glomerular Ejltration Rate; CKD-EPL Chronic Kidney Discase Epidemiology Collaboration: PCR. prafeinscrsatining ratin
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Table 3. Diagnostics parameters according to peripheral blood total lymphocyte counts.

LYMPHOCYTE CUT-OFF SENSITIVITY SPECIFICITY PPV NPV ACCURACY
300 55.4% 73.4% 47.7% 79.0% 67.9%
256 66.8% 66.5% 46.6% 82.1% 66.6%
200 79.7% 53.5% 42.8% 85.8% 61.4%
150 89.6% 37.0% 38.3% 89.1% 53.0%
100 98.0% 19.7% 34.8% 95.8% 43.5%

PPV, positive predictive valor; NPV, negative predictive valor
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Legends to the figures

Figure 1. Correlation between CD3* T cells and total lymphocyte cell counts.

Figure 2. Kaplan-Meier estimates of patient and graft survivals for all patients
evaluated.

Figure 3. Kaplan-Meier estimates of patient survival according to ATG indication.

Figure 4. Kaplan-Meier estimates of graft survival according to ATG indication.



