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RESUMO

Introducéo: O fragmento C4d e os anticorpos anti-HLA doador especificos (DSA)
sdo marcadores de resposta humoral em enxertos renais com rejeicdo, mas o
papel das células B nesse processo ainda ndo é claro. Neste estudo foi avaliada a
correlagdo entre C4d, DSA e células B de enxertos com disfuncdo e sua
associacdo com aspectos morfolégicos, fungéo e sobrevida do rim transplantado.
Material e Métodos: A marcacdo para C4d, células B CD20" e plasmocitos
CD138" foi realizada por imunoperoxidase em bidpsias por indicacdo de 110
receptores de transplante renal. Positividade para CD20 e CD138 foi definida por
curva ROC (=5 céls./mm?). O soro coletado concomitante a bidpsia foi testado
para DSA classe | e classe Il. Estes marcadores foram correlacionados com dados
clinicos e do transplante, a histopatologia de Banff e a evolucdo do rim
transplantado.

Resultados: Depositos de C4d e DSA circulantes foram detectados em 100% e
70% dos pacientes com rejeicdo mediada por anticorpos (RMA) respectivamente,
e nos casos de rejeicdo aguda celular (RAC) em 42% (p<0,001, vs. RMA) e 28%
(p=0,003, vs. RMA). Estes dois marcadores correlacionaram-se positivamente
(r=0,31, p=0,016). Houve correlacéo significativa entre DSA e plasmécitos CD138+
(r=0.32 p=0,006), mas as células CD20 e CD138 nao se correlacionaram entre si.
As células CD138" predominaram na RMA, associadas com maior painel pré-
transplante e DSA, mas nédo a C4d, e as células CD20" predominaram na RAC e
nas biopsias com fibrose intersticial/atrofia tubular, associadas a maior
incompatibilidade HLA e a retransplantes. Pacientes com C4d" tiveram pior fungéo

e sobrevida do enxerto em trés anos de transplante, e aqueles com DSA™ uma pior
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sobrevida do enxerto. Positividade para CD20 ou CD138 né&o foi preditiva da
funcd@o ou sobrevida do enxerto. Na analise multivariada, somente o C4d foi fator
de risco para perda do enxerto.

Conclusdes: Esses resultados confirmam o valor prognéstico do C4d e dos DSA
para uma pior evolu¢do do enxerto renal, e sugerem uma associacdo das ceélulas
B CD20" com parametros de rejeicdo celular e dos plasmécitos CD138" com
marcadores de resposta humoral. Entretanto, nesse estudo o infiltrado de células
B na biopsia do enxerto ndo foi preditivo de uma pior evolugdo do rim

transplantado.

Palavras chave: transplante renal, rejeicdo aguda, C4d, rejeicdo mediada

por anticorpos, células B CD20, plasmocitos CD138.



ABSTRACT

Introduction: The fragment C4d and the donor specific anti-HLA antibodies
(DSA) are markers of the humoral response in rejecting kidney grafts, but the
role of B cells in this process is still unclear. In this study we evaluated the
correlation between C4d, DSA and B cells in dysfunctional grafts, and their
association with morphological features, and graft function and survival.

Material and Methods: The staining for C4d, CD20" B cells and CD138"
plasmocytes were done by immunoperoxidase in 110 kidney graft biopsies for
cause. Positivity for CD20 and CD138 were established by ROC curve (=5
cellssmm?). Serum collected at biopsy were tested for anti-HLA class | and Il
antibodies. These markers were correlated with clinical and transplant
characteristics, Banff histopathology and graft outcomes.

Results: C4d deposits and circulating DSA were detected in 100% and 70% of
the patients with antibody-mediated rejection (AMR) respectively, and in cases
with acute cellular rejection (ACR) in 42% (p<0.001, vs. AMR) and 28%
(p=0.003, vs. AMR), respectively. Both markers were positively correlated
(r=0.31, p=0.016), and there was also a significant correlation between DSA and
plasmocytes CD138" (r=0.32 p=0.006). CD20 and C138 cells were not
siginificantly correlated. Plasmocytes CD138" predominated in AMR, and were
associated with higher pre transplant PRA and DSA positivity, but not with C4d.
CD20" B cells were highly expressed in ACR and in biopsies with interstitial
fibrosis and tubular atrophy, in association with more HLA mismatches and re-

transplants. Patients with C4d had poorer graft function and survival, and those



with DSA™ also had a worse graft survival in three years of transplant. CD20 or
CD138 cells were not predictive of graft outcomes. In multivariated analysis,
only C4d remained a risk factor for graft loss.

Conclusion: These results confirm the prognostic value of C4d and circulating
DSA for a worse kidney graft outcome, and suggest an association of CD20" B
cells with parameters of cellular rejection whereas CD138" plasmocytes
correlated with markers of the humoral response. However, in this study the B
cell infiltrate in graft biopsy was not predictive of adverse outcomes to the

transplanted kidney.

Key words: renal transplantation, acute rejection, C4d, donor specific

antibodies, CD20 B cells, CD138 plasmocytes
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Apos varias décadas de procedimentos experimentais, o transplante renal
comecou a ser realizado com sucesso em seres humanos a partir de 1950. No
Brasil, iniciou-se efetivamente em 1965, alcancando expressivo crescimento na
década de 1980 (1). E um tratamento bem estabelecido, principalmente devido a
evolucdo da histocompatibilidade, aos avancos na preservacdo de 6rgaos, as
drogas imunossupressoras mais efetivas e ao melhor monitoramento dos
pacientes (2,3). Atualmente o transplante renal representa o tratamento de
escolha para a maioria dos pacientes portadores de insuficiéncia renal crénica
terminal, pois melhora a sobrevida e a qualidade de vida desses pacientes (4,5).

O transplante de érgédo de um individuo para outro geneticamente distinto
resulta no desenvolvimento de uma resposta imune especifica, conhecida como
rejeicdo, que € capaz de destruir o enxerto.

Apesar dos progressos alcancados no manejo clinico e na
iImunossupressao de receptores de transplante renal, a rejeicdo permanece ainda
como o grande desafio a ser vencido e os principais alvos moleculares envolvidos
nessa reagdo sao as moléculas alogénicas do Complexo Principal de
Histocompatibilidade(CPH), HLA de classe | e Il (6).

Diversos estudos sobre a sensibilizacdo aos antigenos do sistema HLA
(antigenos leucocitarios humanos, do inglés human leukocyte antigens) no poés-
transplante renal tém indicado que esta via pode ser importante na detecgéo dos
pacientes com maior risco de rejeicao e perda do enxerto (7,8).

Os antigenos do sistema HLA, em humanos, sdo geneticamente
determinados e encontram-se no braco curto do cromossomo 6 e constituidos por

glicoproteinas, exercendo importantes funcdes no sistema imune (9).
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Estes antigenos sao divididos em duas classes, denominadas | e Il. Os
antigenos de classe |, isto €, HLA-A, B e C estdo presentes nas membranas
citoplasmaticas da maioria das células nucleadas do organismo, incluindo os
linfécitos T e B, plaquetas e células de 6rgaos parenquimatosos, sendo os alvos
dos linfécitos T citotoxicos, e séo facilmente detectados por métodos soroldgicos.
Os antigenos de classe Il, principalmente HLA-DP, DQ e DR, sdo menos bem
caracterizados e tém distribuicdo restrita. S&o0 normalmente encontrados em
linfécitos B, células T ativadas, macréfagos, no endotélio vascular e em algumas
células epiteliais. A compatibilizacdo dos pares doador e receptor nos antigenos
do CPH é importante para o sucesso dos transplantes (10).

O papel central dos linfocitos T na rejeicdo ao enxerto estd bem
estabelecido, porém com a ocorréncia de algumas formas graves de rejeicdo e a
crescente evidéncia de que, além dos mecanismos celulares, mecanismos
humorais também estejam envolvidos na rejeicdo aguda e crénica do enxerto,
pesquisadores vém demonstrando maior interesse na rejeicdo mediada por
anticorpos (11,12). A rejeicdo mediada por anticorpos (RMA) foi constatada nos
aloenxertos de rim e coragdo, e em ambas rejeicdes aguda e cronica. Estudos
mostraram que 20-40% dos pacientes com rejeicdo aguda tem DSAs circulantes,
e este grupo tem relativamente uma pior sobrevida do enxerto (11,13,14).

A correlacdo entre RA de mau prognéstico e o desenvolvimento de
anticorpos especificos contra antigenos HLA classe | do doador também foi
descrita por Halloran et al. (13), que consideram a ativacdo do sistema do
complemento e a participacdo de neutréfilos os mecanismos patogenéticos mais

importantes na rejeicdo mediada por anticorpos (15). A identificac&do histolégica da
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fracdo C4d do complemento contribuiu, recentemente, para a demonstracdo da
participacdo de anticorpos fixadores de complemento na agressdo ao enxerto
(11,16,17).

Feucht e colaboradores (18) foram os primeiros a demonstrar, em 1991, a
marcacao para C4d em capilares peritubulares de biopsias do enxerto renal de
pacientes com alto risco imunolégico e com prova cruzada pré-transplante
negativa, associando este achado a uma menor sobrevida do enxerto em 1 ano de
transplante. Posteriormente, em 2001 sugeriram que a presenca do fragmento
C4d em capilares peritubulares foi o preditor mais importante para a perda do
enxerto renal (19). Importantes trabalhos demonstraram uma forte correlacado da
presenca de C4d em capilares peritubulares e a presenca de anticorpo anti-doador
no soro do receptor e foram fundamentais para confirmar a especificidade do
fragmento C4d como marcador de rejeicdo mediada por anticorpos, evidenciando
os efeitos deletérios dos aloanticorpos e revelando C4d como indicador de menor
sobrevida do enxerto (16,20).

Recentemente o esquema Banff introduziu o termo “rejeicdo mediada por
anticorpos” como uma categoria individual para denominar os casos de rejeicao
humoral aguda e crbnica (21-23)

A definicdo de rejeicdo aguda mediada por anticorpos foi baseada na
evidéncia imunopatolégica da acdo de anticorpos anti-HLA produzindo deposi¢édo
do sub-produto do componente C4 da via classica do complemento - C4d - nos
capilares peritubulares, e na evidéncia soroldgica de anticorpos circulantes contra
os antigenos HLA ou contra outros antigenos endoteliais do doador. Foi

estabelecido como critério minimo um dos trés tipos histologicos: 1) evidéncia
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morfolégica de dano tissular agudo (do tipo necrose tubular aguda) na presenca
de C4d em capilares peritubulares; 2) marginacao de neutrdfilos e/ou trombose em
capilares peritubulares com presenca de C4d em capilares peritubulares; ou 3)
presenca de necrose fibrindide em artérias e necrose das células musculares lisas
da média de artérias com inflamacao linfocitaria (v3) na presenca de C4d em
capilares peritubulares (23).

Ja Tsai e col (24) examinaram o impacto das células CD20+ intra enxerto e
ndo encontraram uma associa¢ao dos linfécitos B CD20+ com RMA. Ao contrério,
assim como seu grupo outros também identificaram uma associacdo com RAC.

As células B estdo sendo cada vez mais reconhecidas como importantes
interventoras na rejeicdo aguda e crénica do enxerto e pior sobrevida do enxerto.
Episédios de rejeicdo aguda em érgados como rim (25-29), coracao (30), e figado
(31) mostraram infiltracdo de células B. As vias homing e migratéria as rotas de
entrada e de saida das células-B ao enxerto, estdo sendo descobertas. Uma vez
recrutadas para a lesdo ao alloenxerto a linhagem precoce de células B CD20+
pode se expandir para agregado nodular denso e funcionar como apresentadora
de antigenos com capacidade de auxiliar uma robusta rejeicdo mediada por
células T. Esse tipo de rejeicdo costuma ser refrataria ao uso de drogas
imunossupressoras sendo pouco responsiva ao tratamento convencional com
corticosterodides (32).

Os linfocitos B, CD20+ tém o potencial de diferenciarem-se em células
plasmaticas CD138+. As células plasmaticas mais maduras, CD20- e CD138+,
sao as principais produtoras de aloanticorpos contra o doador conduzindo o eixo

da rejeicdo vascular. Véarios estudos tém apontado que células plasméticas
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CD138+ estdo associadas com RMA e tdmbém sdo menos sensiveis a terapia
convencional e podem predizer um pior desfecho (33). Apesar destes relatos,
ainda é desconhecida a participacdo das células B na rejeicdo ao enxerto, no
desfecho, na funcédo e na sobrevida. Se elas estdo envolvidas o mecanismo de
acdo ainda nédo esté claro.

Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar marcadores
imunoldgicos de risco para rejeicdo do enxerto renal, o C4d, os DSA circulantes,
as células CD20 e os plasmécitos CD138, determinando a sua associagdo com a
histopatologia, a fungéo e a sobrevida do aloenxerto em receptores de transplante

renal.

19



Capitulo 2. Referencial Teorico

20



2.1 Rejeicao de Aloenxertos

Com excecdo da rejeicdo hiperaguda, que é mediada por aloanticorpos
formados previamente ao transplante, os outros tipos de rejeicdo, em especial a
rejeicdo aguda, sao iniciados pelo reconhecimento aloantigénico pelo linfécito T. A
reacdo de rejeicdo € mediada por uma variedade de leucdcitos, incluindo
macrofagos, células T citotoxicas (CD8+) e auxiliares (CD4+) e plasmdcitos. Como
consequéncia de uma rede de interagbes celulares e moleculares, que
compreende também a secrec¢do de diversas citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento, ocorre um recrutamento de células predominantemente inflamatorias
para 0 enxerto que contribuem para a agressdo ao 6rgao transplantado. A
complexa rede de interacdes imunologicas leva a varios caminhos de agressao ao
enxerto, as vezes com algumas caracteristicas predominantes, mas muitas vezes
com sobreposi¢cdo de mecanismos celulares e humorais (34, 35).

O sistema imunoldgico dispbe de dois tipos de resposta ao 6rgéo
transplantado: resposta imune celular e humoral, que necessita do
reconhecimento dos antigenos HLA do doador expressos nas ceélulas
transplantadas para ser ativada. Ambas as vias de alo-reconhecimento séo
importantes no processo de rejeicdo e podem ocorrer simultaneamente (36).

Na rejeicdo celular linfécitos T CD4+ sdo ativados a partir da ligacdo do
receptor de célula T a um peptidio apresentado pela célula apresentadora de
antigeno (APC) na presenca de uma molécula HLA de classe Il (primeiro sinal).
Em conjunto com a interacdo de diversas moléculas co-estimulatérias (ex., B71-
2/CD28, CD40/CD40L), compreendendo o segundo sinal, deflagram respostas

intracitoplasmaticas e intra-nucleares que culminam na ativagcdo clonal e
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proliferacdo dos linfécitos T. Esse processo depende da acdo de citocinas pro-
inflamatérias como IL-2, IFN-y e TNF-a entre outras (30). Na fase efetora da
resposta imune ao enxerto renal, os linfécitos T CD8+ sdo ativados e liberam
grande quantidade de granulos citotoxicos contendo perforina e granzima B, que
induzem o surgimento de poros na membrana da célula lesada promovendo a
entrada de agua e lise celular. Com isso, ocorre a destruicdo das células atraves
de um processo conhecido como citotoxicidade mediada por célula e minima
ativacdo de mecanismos pré-apoptoticos via Fas/Fas ligante. Esse mecanismo é
capaz de aumentar o potencia de destruicdo dos fagocitos estimulados pelas
citocinas produzidas pelos linfécitos T CD4+ ativados (38,39). Essas citocinas sao
estimulos inflamatorios liberados pelos enxertos com imunoativacdo, bem como
por leucécitos com atividade imunoldgica inata que transitam pelo enxerto. Seu
efeito € o recrutamento e ativacdo de leucdcitos aloreativos a partir do sangue
periférico e importante potencializacdo da resposta inflamatdria envolvida no
processo de rejeicao.

A resposta imune do tipo humoral € desencadeada pela ligacdo do antigeno
ao anticorpo e seu mecanismo efetor € predominantemente mediado pela ativacao
da via classica do complemento. Nesse caso, 0s antigenos sao as proprias
moléculas HLA expressas no 6rgdo transplantado (classe | e classe Il) e os
anticorpos sdo especificamente direcionados para a destruicdo das células que os
expressam (37).

Na rejeicdo humoral, ocorre logo apos a ativacao dos linfocitos T auxiliares

quando séao sintetizados fatores de crescimento e diferenciacdo como IL-4, IL-5 e
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IL-6. Estes induzem a expansao clonal dos linfécitos B estimulados pelo antigeno,
que acabam por produzir anticorpos especificos com atividade citotoxica contra as
células do érgéo transplantado (40). Apos o transplante, o contato entre células do
sistema imune do receptor com o endotélio vascular do 6rgdo transplantado
estimula a producdo de anticorpos especificos contra o doador. O endotélio dos
capilares peritubulares, assim como dos capilares glomerulares, expressam
antigenos de classe | e [l mesmo na fase de repouso. Este é o motivo pelo qual a
microvasculatura renal, representada por células endoteliais, seja o principal alvo
imunoldgico na rejeicdo humoral (19).

Portanto, idealmente, o diagndstico desse tipo de rejeicdo deveria incluir a
evidéncia do dano tecidual com a demonstracdo de que o mesmo foi mediado pela
ativacdo da via classica do complemento e, ainda, demonstrar a presenca do
aloanticorpo responsavel por tal ativacao (20).

A biopsia renal é o método “padrdo-ouro” que € utilizado para a avaliagdo
da disfuncdo renal dos enxertos e também para diagnostico diferencial das
condicdes que podem afetar o mesmo. Sendo assim, a analise histologica e
imunohistoquimica em material de bidpsia renal é o método de escolha para o
diagnostico de doencas independentemente do compartimento acometido (41,42).

O sistema de Banff utiliza uma escala semi-quantitativa para classificacao e
graduacdo das alteracdes histoldgicas agudas (a) e cronicas (c) que ocorrem nos
glomérulos (g), tubulos (t), intersticio (i), artérias e arteriolas (v) da rejeicdo do rim
transplantado. Essa codificacdo é acompanhada de um escore numeérico, que
varia de zero a trés (normal, leve, moderado, severo), na dependéncia da

severidade ou extensdo da alteracdo histologica (21,22). Os critérios para
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adequacao do fragmento biopsiado sdo dez ou mais glomérulos (no minimo sete)
e ao menos duas artérias (no minimo uma).

As categorias de diagnostico sao: rim normal, rejeicdo mediada por
anticorpos aguda e cronica (humoral), suspeita de rejeicdo (mediada por células T
ou celular), rejeicao celular tipo IA e IB (infiltrado celular mononuclear), 1IA e IIB
(arterite com ou sem necrose fibrindide do musculo liso do vaso) ou lll (arterite
transmural), rejeicdo crénica mediada por células T, arteriopatia cronica do
enxerto, fibrose intersticial e atrofia tubular sem evidéncia de etiologia especifica
de grau I, Il ou lll, e outras alteragdes né&o relacionadas a rejeigcéo (21,23).

A tubulite, caracterizada pela invasdo de células mononucleares no epitélio
do tubulo renal, e a arterite da intima séo lesdes indicativas de rejeicdo aguda do
tipo celular (21,43). Em 2001, na 62 conferéncia de Banff foram estabeleidos
critérios para rejeicdo mediada por anticorpos, que foram adicionados a
classificacao de 1997.

O diagnéstico da rejeicdo aguda humoral frequientemente € dificil devido a
pouca quantidade de dados clinicos e histopatolégicos especificos, e também pela
dificuldade da imunohistoquimica convencional para detectar reagentes imunes
humorais como anticorpos e produtos do complemento em biépsias do enxerto
renal, pois estes sdo rapidamente depurados da superficie das células endoteliais
(19,44).

Essa cascata de eventos culmina em lesédo tecidual e manifestacbes

clinicas variadas, podendo levar a rejeigcdo aguda ou cronica do enxerto renal.
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Figura 1. Mecanismos efetores da rejeicdo alogénica (adaptado de ref. 10).

INF y = interferon vy; IL-2 =

interleucina-2; ADCC = citotoxicidade celular

dependente de anticorpos; RcT = receptor de célula T; CAA = célula apresentadora de

antigeno.

2.2 Rejeicdo Mediada por Anticorpos

Os anticorpos podem causar dano ou disfuncdo tecidual per se ou em
conjunto com células imunoinflamatorias competentes.

A rejeicdo mediada por anticorpos (RMA) foi recentemente reconhecida
como uma importante causa de perda do enxerto aguda e cronica, de fato, as
rejeicbes com envolvimento humoral ocorrem mais freqiientemente do que se
imaginava até pouco tempo.

Ocorre em uma fracdo substancial da pacientes transplantados renais, de

21 a 51%, e pode suceder no periodo pos-transplante imediato (rejeicéao
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hiperaguda), nos primeiros meses poés-transplante (RMA aguda) ou tardiamente
(RMA crbnica) (45,46).

A RMA exige tratamento distinto quando comparado com a rejeicao
mediada por células T. A histopatologia ndo € suficientemente sensivel para
detectar a RMA. Desde entdo, a introducdo da andlise do fragmento C4d tem
melhorado a acuracia do diagnéstico de RMA, com uma especificidade de 96% e
sensibilidade de 95% (45-47).

Os critérios para diagnostico sdo a presenca de disfuncdo do enxerto
associada a alteracdes histoldgicas caracteristicas, presenca de depédsito de C4d

no tecido renal, por imunofluorescéncia ou imunohistoquimica, e demonstracédo do

DSA circulante (48,49).

2.2.1 Rejeicdo aguda mediada por anticorpos (RMA aguda)

A existéncia de anticorpos anti-HLA pré-formados € sabidamente danosa ao
enxerto por desencadear a rejeicao hiperaguda. Quando os anticorpos anti-HLA
surgem apos o transplante os seus efeitos também séo deletérios para o enxerto,
por mecanismo humoral e podem coexistir com dano celular mediado por células
T (13).

A rejeicdo hiperaguda ocorre em receptores que ja possuem anticorpos
dirigidos contra os antigenos HLA de classe | do doador. E encontrada naqueles
pacientes que sofreram algum tipo de sensibilizacao prévia por transplante prévio,
gestacado ou transfusdes. A RMA aguda difere da hiperaguda, na medida em que

pode ser desencadeada tanto por anticorpos pré-formados quanto por anticorpos
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anti-doador “de novo” (20,45,46,49). Estes anticorpos séo possivelmente anti-HLA
e /ou anti-endotélio, que ativam a via classica do sistema complemento (20).

O paciente com RMA aguda apresenta uma perda aguda da funcao do
enxerto em geral nas primeiras semanas ap0s o transplante; clinicamente néo
pode ser distinguida da rejeicdo mediada por células e é resistente ao tratamento
convencional de rejeicao aguda (14,50,51). A incidéncia deste tipo de rejeicao
varia de 2,5 a 10% dos transplantados renais nos primeiros meses, mas pode
desenvolver-se anos apos o transplante, freqliientemente desencadeada por
diminuicdo da imunossupressdo (abandono, iatrogénica, ou ma absorgdo)
(46,49,52).

Observa-se que em 20 a 30% das rejeicbes agudas existe um componente
humoral isolado ou associado ao componente celular (45,53,54).

As alteracdes histopatologicas encontradas na rejeicdo aguda mediada por
anticorpos também séo visualizadas nos quatro componentes histolégicos do rim
(55). Nos tubulos, costuma observar-se o dano agudo o qual abrange um espectro
de alteracbes morfologicas que vai desde a perda da borda em escova até a
necrose de coagulacdo. O intersticio costuma apresentar edema, e em algumas
vezes hemorragia e/ou necrose (16).

A alteracdo mais frequente dos glomérulos € a presenca de neutrofilos e
monaocitos na luz capilar, podendo ainda ocorrer trombos de fibrina e necrose
intracapilares (16,56,57). As artérias, nos casosS mais severos, apresentam

necrose fibrindide e/ou inflamacao transmural (55,58).
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Na conferéncia de Banff em 2001, publicada em 2003, foram
estabelecidos os critérios objetivos para o diagndstico e a classificacado da rejeicéo
aguda mediada por anticorpos.

Em termos histopatoldgicos, o dano tubular agudo caracteriza a classe I; a
presenca de neutréfilos e/ou mondcitos elou a trombose em capilares
peritubulares e/ou alcas capilares glomerulares compdem a classe Il; e a necrose
fibrindide e/ou arterite transmural qualifica como classe Ill. Além das alteracfes
morfologicas, sdo necessarios critérios sorologicos (positividade no soro para
anticorpos anti-doador contra antigenos HLA ou outros) e imunopatolégicos
(positividade para a fracdo do complemento C4d por imunofluorescéncia ou
imunoistoquimica em biépsia renal) (23,54), conforme mostra a tabela 1.

Tabela 1. Critérios diagndsticos para RMA aguda

1. Evidéncia Morfolégica de leséo tecidual aguda, como:

- leséo tubular aguda

- neutréfilos e/ou células mononucleares em capilares peritubulares

- necrose fibrindide em artérias

2. Provas Imunopatoldgicas para deteccao da acdo de anticorpos
Presenca de depésito de C4d em capilares peritubulares

3. Provas soroldgicas de anticorpos circulantes espacificos anti- doador

Anticorpo anti-HLA ou contra outros antigenos endoteliais

Adaptado de Colvin RB. Antibody-Mediated Renal Allograft Rejection: Diagnosis and
Pathogenesis. J. Am. Soc. Nephrol. 18:1046-1056,2007.
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Tratamento da RMA aguda

As intervencdes terapéuticas sao dirigidas para o controle da resposta dos
anticorpos anti-HLA e ndo-HLA. Independentemente da natureza do anticorpo, o
tratamento da RMA é baseado em quatro conceitos basicos:

a.Eliminag&o de anticorpos circulantes (através de plasmaferese);

b. Inibicdo de anticorpos residuais (com imunoglobulina intravenosa [1VIg]);

c. Supressao ou deplecao de linfécitos B (com anticorpo monoclonal anti-

CD20, Rituximab);
d. Na presenca de rejeicdo mista com componente celular, supressao da

resposta das células T através do anticorpo anti-linfécito como ATG (54,59-62).

2.2.2 Rejeicédo crbnica mediada por anticorpos (RMA crbénica)

Nos ultimos anos, ficou evidente o papel significativo da presenca dos
aloanticorpos contra antigenos do CPH na patogénese da lesdo que ocasiona a
disfuncéo cronica do enxerto. Varios estudos tém mostrado que, em uma fracao
substancial de receptores de rim, sdo detectados anticorpos anti-HLA classe | ou
I, seja doador reativo (63,64) ou de novo, (64,65), associados com perda tardia do
aloenxerto.

A deposicao da fracdo do complemento C4d em capilares peritubulares do
enxerto renal esta fortemente correlacionada com as lesdes de glomerulopatia do
transplante e com aloanticorpo circulantes (66-68). Em um estudo retrospectivo a
deposicao de C4d foi verificada em 34% das biopsias com nefropatia crénica do
enxerto (67), enfatizando, assim, a participacdo do componente humoral entre os

mecanismos imunoldgicos da rejeicao cronica.
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Tabela 2. Critérios diagnosticos para RMA crbnica

1. Evidéncias histolégicas de injuria crbnica; € necessario a presenca de
pelo menos duas das alteracdes:

- duplicagdo ou multilaminacdo da membrana basal dos capilares

glomerulares

- duplicagdo ou multlaminacdo da membrana basal dos capilares

peritubulares,

- fibrose intimal das artérias sem duplicacdo da camada elastica

- fibrose intersticial / atrofia tubular

2. Deposito de C4d em capilares peritubulares

3. Evidéncia sorolégica de anticorpos circulantes anti-HLA ou outros

antigenos do endotélio.

Adaptado de Colvin RB. Antibody-Mediated Renal Allograft Rejection: Diagnosis and
Pathogenesis. J. Am. Soc. Nephrol. 18:1046-1056,2007.

Tratamento da RMA crdnica

Em contraste com o tratamento da RMA aguda, a terapia ideal para 0 RMA
cronica ainda esta indefinida, visto que a historia natural desta patologia é
desconhecida e o uso de agentes que interfiram no controle a longo prazo de
linfécitos B e plasmécitos ainda néo foi adequadamente testado. A RMA crénica
tem um prognaostico ruim, sem protocolo de tratamento bem definido (49). Billing e
cols. investigaram o uso de IVIG com rituximab em seis pacientes (idades 10-26)
que tinham evidéncia de rejeicdo cronica mediada por anticorpos (69). Todos os

pacientes apresentavam mais que 40% dos CPT marcados para C4d e em todas
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as biopsias haviam varios graus de infiltrado de linfécitos B CD20-positivos. Os
pacientes receberam quatro doses semanais de IVIG (1g/kg), seguido de uma
dose de rituximab (375 mg/m2). A funcdo do enxerto melhorou ou estabilizou em
quatro pacientes apés um ano de observacdo. Fehr e cols.(70) relataram
recentemente que pacientes com RMA crénica foram tratados com uma
combinagao de rituximab + IVIG. Todos apresentaram melhora da fungdo do
enxerto. Os autores concluiram que essa abordagem terapéutica pode representar
uma opc¢ao de tratamento para RMA cronica.

Em resumo, os estudos tém demonstrado a eficicia do rituximab para o
tratamento de rejeicbes refratarias, rejeicdo que contém infiltrados de células B,
RMA aguda e RMA crbnica. As evidéncias mostraram que a creatinina e a
sobrevida do enxerto melhoram no curto e médio prazo . A combinagéo de IVIG
em altas doses com ou sem rituximab parece ser uma abordagem promissora

para reduzir DSA e tratar RMA aguda e RMA cronica (69-73).

2.3 Marcadores de rejeicao mediada por anticorpos
2.3.1 Fragmento C4d

A ligacdo de anticorpos a antigenos usualmente envolve ligagdes nao-
covalentes. As interagBes antigeno-anticorpo sdo potencialmente reversiveis,
suscetiveis a ruptura, pela acdo do sistema do complemento. A ativacdo do
complemento inicia uma série de reagBes enzimaticas em que a clivagem
proteolitica e a ativacdo de proteinas sucessivas da cascata do complemento
levam a ligagcdo covalente ou a “fixacdo” dos fragmentos do complemento a

superficie do antigeno. A figura 2 ilustra as vias de ativacdo do complemento.
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!

Inflamagdo Opsonizagdo

CAM

Figura 2. Vias de ativacdo do sistema do complemento.
MAPs=protease sérica associada a proteina ligadora de manose (MBP);,CAM=
complexo de ataque a membrana.

A fracdo C1 se liga a regido Fc da molécula do anticorpo originando um
agregado antigeno-anticorpo que resulta na formacdo de uma proteinase ativa e
do subcomponente C1s, o qual ativa tanto C4 quanto C2 (figura 2) (74,75). O C4 é
uma glicoproteina de peso molecular (PM) de aproximadamente 200.000
composto de 3 cadeias polipeptidicas ligadas por pontes dissulfeto, uma cadeia a
de PM=93.000, uma cadeia 3 de PM=75.000 e uma cadeia y de PM= 33.000 (76).
A ligacdo do C4 a porcao C1q resulta na sua ativagcao e clivagem em um peptideo
de PM=8.000, o C4a, de cadeia a N-terminal. O restante da cadeia a forma um
grupo reativo que leva a geracao do C4b, o qual vai se ligar covalentemente com
as moléculas préximas contendo grupos amino ou hidroxil, proteinas ou

carboidratos como a regido Fc da cadeia pesada de IgG ou a estruturas da
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superficie da membrana de eritrocitos (75,77,78). O C4b pode permanecer ligado
ou em fase soluvel, podendo ainda ser degradado por proteinas inativadoras de
controle especifico (C3bINA) e formar os fragmentos C4c PM=150.000 e C4d
PM=44.500 (79). O C4d contém sitios tioéster e se mantém covalentemente ligado
ao mesmo sitio (75,77).

O C4d, entdo, € um produto da degradacdo do componente C4 da via
cldssica do complemento. Especificamente € a porcdo alfa-2 da molécula de C4
gue se liga covalentemente a superficie das células endoteliais e a membrana
basal tubular e glomerular, tornando-se uma molécula estavel que permanece por
tempo prolongado e constitui um marcador duradouro e especifico de ativacao

local dessa via imunoldégica (44).

N Fator 1
_—
MCP

Membrana

Figura 3. Formacéo do fragmento C4d, a partir da clivagem do C4b pelo fator 1 e pela
proteina co-fator da membrana (MCP)
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Assim, o C4d é fixado a uma estrutura protéica e é potencialmente um
marcador duravel da resposta imune humoral desencadeado pela ativagdo do
sistema complemento através da via classica. Dessa forma, o depoésito de C4d
nos capilares peritubulares em enxertos renais é atii como um marcador no
diagnodstico de rejeicdo humoral (18,50). Descreve-se na literatura uma
prevaléncia de marcacao positiva para C4d em capilares peritubulares ao redor de
30% em biopsias do enxerto renal com disfuncdo aguda (16,67,80). A tabela 3
mostra os principais estudos que avaliaram o C4d como marcador de RMA e

como fator prognostico de evolucédo do enxerto renal.

Tabela 3. Resumo dos principais estudos sobre a detec¢cao do fragmento
C4d em bidpsia de enxerto renal.

Estudo Comentarios

Zwirner et al. 1989 (81) Primeiro estudo que detectou C4d em tecido renal

Primeiro trabalho a analisar a expressdo de C4d em
transplante renal

Feucht et al. 1991 (18) Presenca de C4d em capilares peritubulares em casos
de alto risco imunoldgico (painel de reatividade alto,
retransplante)

A presenca de depositos de C4d em capilares
Feucht et al. 1993(82) peritubulares correlacionou com rejeicdes agudas
graves e perda precoce do enxerto

Collins, et al.,1999 (50) Estudos que confirmaram que o C4d é um marcador
Crespo, et al.,2001(59) sensivel e especifico para o diagndstico de RMA
Mauiyyedi, et al.,2002 (16) aguda, associado com a presenca de anticorpos
Bohmig, et al.,2002 (20) circulantes especificos anti-doador

A deposicdo de C4d em capilares peritubulares € um
Lederer, et al.,2001 (19) fator independente de pior sobrevida do enxerto renal
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Takaeuchi et al., (83)

Estudo que identificou a presenca de C4d na rejeicédo
cronica do enxerto renal

Mauiyyedi et al., 2001 (66)

Introducao do conceito de rejeicdo crénica mediada por
anticorpos (RMAC)

Regele et al., 2002 (67)

O fragmento C4d na RMAC estd associado
principalmente ao achado morfolégico de
glomerulopatia cronica do transplante

Racusen et al., 2003 (23)

Foi proposta a alteracdo da classificacdo de Banff de
1997 para incluir a RMA (aguda e cronica)

Colvin et al,, 2007 (49)

Foi introduzido o conceito de “acomodacao” (presenca
do anticorpo anti-doador no soro e do fragmento C4d
em capilares peritubulares, na fase pré-clinica
alteracdes histopatologicas de RMA e disfuncdo do
enxerto renal na fase clinica)

Smith et al.,2008 (84)

Estudo realizado com macacos Cynomolgus que
propde quatro estagios progressivos da rejeicao
cronica mediada por anticorpos (RMAC): (1)Presenca
de DAS circulante, (2)depoésito de C4d em CPT,
(3)glomerulopatia do transplante e (4)aumento da
creatinina/faléncia renal progressiva. Foi demonstrado
gue RMAC desenvolve-se sem “acomodacéao”
imunologica e progride através de quatro estagios
clinicos-patoldgicos diminuindo a sobrevida do enxerto.

Carpio et al., 2011 (80)

A pesquisa de C4d em bidpsias do enxerto renal € util
para detectar RMA, com correlacdes clinico patoldgicas
bem definidas.

A divergéncia nos resultados para C4d entre as técnicas IHC e IF

demonstrados nos estudos compartivos de Michel Mihatsh e Nadasdy serviram de

base para um ajuste na interpretacdo da marcacéao. (85,86)

Conforme atualizacdes realizadas em Banff 07 (48) a interpretacdo da

marcacao para C4d depende da técnica aplicada para sua deteccdo. O score da

coloracdo para C4d € baseado no percentual de tecido marcado em IF/IHC. O
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precipitado deve ser circunferencial e linear, no cértex ou medula dos CPT,
excluindo as areas de fibrose e necrose. A figura 4 mostra o score de coloragédo

para C4d baseado no tecido marcado nas diferentes técnicas.

06 &rea da biépsia Significado e interpretacéo de acordo com a técnica
(cortex e/ou medula) IF IHC
C4d0 Negativo 0% Neg Neg
C4d1 Minino 1<10% Neg Desconhecido
C4d2 Focal 10-50% Desconhecido ? Positivo
C4d3 Difuso 50% Positivo Positivo

Figura 4. Interpretacdo da coloracdo para C4d no enxerto renal. Porcentagem dos CPT afetados e
a influéncia do método diagndstico. Adaptado da referéncia 48.

Feucht e colaboradores (18) foram os primeiros a demonstrar, em 1991, a
marcacado para C4d em capilares peritubulares de biopsias do enxerto renal de
pacientes com alto risco imunolégico e com prova cruzada pré-transplante
negativa, associando este achado a uma menor sobrevida do enxerto em 1 ano de
transplante. A identificacdo do C4d nestas biopsias ndo foi acompanhada de
outros depdsitos de imunoglobulinas no tecido transplantado.

Na série descrita por Mauiyyedi e cols.(16), estudando receptores de
transplante renal, a prevaléncia de positividade para C4d em capilares
peritubulares variou na dependéncia do diagndstico histolégico, nos primeiros 3
meses pos transplante: rejeicdo humoral isolada 30%, rejeicdo celular aguda
(RCA) isolada 15%, sendo em RCA grau | 10% e em grau Il 5%. Na rejeicédo

aguda a prevaléncia global foi entdo de 45%. Em 10% das biopsias com necrose
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tubular aguda isolada também houve marcacao para C4d. No estudo de Béhmig e
cols. (20) foi verificada uma prevaléncia de 21,2% de marcacao positiva para C4d
em capilares peritubulares, em bidpsias indicadas por disfuncdo aguda primaria ou
secundaria do enxerto (mediana de 19 dias pos transplante, sendo 19 bibpsias
feitas ap6s 3 meses do transplante). Neste estudo, os pacientes transplantados
com C4d positivo na bidpsia do enxerto tiveram uma pior evolucdo tardia, com
uma sobrevida do enxerto significativamente pior em 4 anos do que aqueles com
C4d negativo.

A rejeicdo mediada por anticorpos na classificacdo atual de Banff foi
estabelecida com base nos resultados de diversos estudos desenvolvidos a partir
do inicio da década de 90, que identificaram o C4d como marcador de elevada
sensibilidade e especificidade para o diagnostico de rejeicdo humoral. Entretanto,
o significado do C4d nas demais categorias de Banff, ainda é incerto. Carpio e
colaboradores em 2011 (80) descreveram a prevaléncia de C4d em bidpsias de
enxerto renal por indicacdo, onde a marcacéo positiva foi detectada em 31% das
biopsias, das quais 15% tinham marcacao difusa e 16% focal. A distribuicdo de
depodsito de C4d nos CPT das biépsias de acordo com a histopatologia foi 21%,
29% e 4% para os grupos SR, RAC, FI/AT respectivamente. O C4d foi detectado
em todas as bidpsias de RMA, mas considerando todos os casos de C4d+
independente da histologia, a pericapilarite ocorreu em 32 % versus 0,9% dos
casos C4d- compativel com os critérios diagnostico de RMA.

Outro aspecto a considerar sobre a deposicdo do fragmento C4d é a
acuracia e a reprodutibilidade das técnicas atuais, que possa afetar a sua

prevaléncia, o diagndstico clinico e suas consequentes decisdes terapéuticas. Nos
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EUA e paises europeus a prevaléncia de C4d em bidpsias de enxerto renal,
utilizando imunofluorescéncia ou imunihistoquimica varia de 17% a 60%
(16,44,46,47,66,87,88,). Ha poucos relatos da prevaléncia C4d em outros paises.
Recentemente, Ranjan et al (75) descreveram uma prevaléncia global de 45% em
pacientes indianos, e Cheunsuchon et al (47) encontrou uma prevaléncia de
16,4% em receptores tailandeses. Em ambos os estudos a técnica de deteccdo do
C4d foi imuno-histoquimica em parafina.

No Brasil, Ludovico-Martins et al (89) mostrou uma prevaléncia de 45% de
C4d por imunofluorescéncia (IF),considerada técnica padrdo ouro pela maior
acuracia em relagcdo a imuno-histoquimica. Neste estudo foram comparadas a
imunofluorescéncia em criosato com imuno-histoquimica em criosato e imuno-
histoquimica em parafina, observando-se uma boa concordancia entre IF e IHC
em criosato. Entretanto, a acurécia da IHC em parafina para o diagnostico de RMA

foi inferior aos demais métodos.

2.3.2 Anticorpo especifico contra o doador (DAS - donor specific antibody)

A avaliagdo da presenca de aloanticorpos circulantes ndo € realizada
rotineiramente no periodo pés-transplante. O método de microcitotoxicidade
convencional mostra uma baixa sensibilidade para detectar anticorpos contra
antigenos do CPH de classe Il, que sdo também expressos nas células do
endotélio capilar e por isto capazes de desencadear a reagcdo de antigeno-
anticorpo (18,19).

A introducdo de técnicas que melhor identificam anticorpos circulantes

reacendeu o interesse em avaliar a producdo de anticorpos ap0s o transplante e
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seu impacto sobre a ocorréncia de rejeicao e sobrevida do enxerto. Tanto estudos
in vivo como in vitro expandiram o atual entendimento das lesées mediadas por
anticorpos, e atualmente é aceito a contribuicdo dos anticorpos para rejeicoes
agudas e cronicas (90,91).

As tecnologias como a citometria de fluxo e a técnica de Luminex (92),
chamaram a atencao para o fato de que cerca de 18% dos transplantados renais
desenvolvem no pos-transplante anticorpos contra antigenos leucocitarios
humanos (anti-HLA), em boa parte especificamente contra os antigenos HLA do
doador, como descrito por Terasaki (93,94). A correlagdo entre RA de mau
prognostico e o desenvolvimento de anticorpos especificos contra o doador
também foram sugeridos por Halloran e colaboradores (14), que consideraram
como mecanismos patogenéticos mais importantes da rejeicdo mediada por
anticorpos a ativacdo do sistema do complemento e a ativagdo e invasao de
neutroéfilos no rim transplantado (93).

Recentemente o sistema Luminex de rastreamento (screening) foi
introduzido e padronizado no Laboratério de Imunologia do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. Brian e cols. (95) demonstraram a maior sensibilidade desse
sistema de deteccdo em relacdo aos ensaios de citotoxicidade e suas variacoes,
0S quais ainda sao universalmente utilizados pelo menor custo e pela presente
indisponibilidade do equipamento Luminex na grande maioria dos laboratorios de
Imunologia de Transplantes no Brasil. A tecnologia Luminex consiste em uma
série de micro-esferas de poliestireno (beads) contendo fluorocromo de diferentes
intensidades, revestidas com antigenos HLA de Classe | ou Classe Il e reagentes

previamente otimizados para a deteccéo de anticorpos HLA de Classe | ou Classe
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I no soro humano (95). Em um estudo do nosso grupo (96), a avaliacdo de
anticorpos anti-HLA de classe | e classe Il mostrou uma associagdo entre
presenca de anticorpos e rejeicdo aguda e cronica no primeiro ano do transplante.
Nove (45%) pacientes com anticorpos no poés-transplante desenvolveram RA
contra 14 (20,6%) daqueles sem anticorpos. Entre os pacientes com anticorpos no
pés-transplante, 11 (64,7%) desenvolveram rejei¢cdo cronica contra 32 (47,8%) dos
sem anticorpos.

Worthington e cols (63) avaliaram 112 receptores de transplante renal, que
evoluiram para perda do enxerto e foram reinscritos para novo transplante. Esses
pacientes foram comparados com 123 pacientes transplantados, na mesma
ocasido, mas que permaneceram com o enxerto funcionante durante um periodo
de 5 anos. Dentre os pacientes que cursaram para perda do enxerto os autores
puderam detectar anticorpos anti-HLA em 51% deles, enquanto que esses
anticorpos foram detectados em apenas 1,6% dos pacientes do grupo controle.
Anticorpos anti-HLA doador especificos foram detectados em 60% dos pacientes
com anticorpos e precederam a faléncia do enxerto, sugerindo que a producéo de
anticorpos poés- transplante é fator preditor para a faléncia do enxerto.

Crespo e cols (59) estudaram 81 pacientes que apresentaram rejeicao
aguda nos 3 primeiros meses apos transplante e demonstraram que nenhum dos
pacientes com rejeicdo cortico-sensivel apresentou anticorpos anti-HLA doador
especifico, enquanto que esses anticorpos foram detectados em 37% dos
pacientes com rejeicdo cortico-resistente.

Em um estudo prospectivo que avaliou 49 pacientes com risco imunoldgico

elevado, os autores detectaram que 38,8% dos pacientes apresentaram
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anticorpos anti-HLA nao doador especifico e que 22,4% deles apresentaram
anticorpos anti-HLA doador especificos, sendo que estes ultimos cursaram com
rejeicdo mediada por anticorpos (8).

A prevaléncia de anticorpos anti-HLA em 2.278 pacientes transplantados
renais foi de 20,9%, conforme demostrado por Terasaki (94) em um estudo
multicéntrico. Pacientes que desenvolveram anticorpos poés-transplante tiveram
8,3% de faléncia do enxerto em 1 ano, contra 3,3% de faléncia naqueles sem
anticorpos. Os autores sugerem que a presenca de anticorpos circulantes precede
0 episadio de rejeicdo ndo sé em transplante renal, mas também em transplantes
de coracao, figado e pulméo, e que esses anticorpos podem estar envolvidos na
rejeicdo cronica.

Considerando que os anticorpos anti-HLA podem ser detectados antes da
rejeicdo ou da faléncia do enxerto, sugere-se que sua monitorizagdo prospectiva
possa ser um marcador precoce e nao invasivo, que auxilia no diagnostico e na

terapéutica precoce da rejeigéo. (7,63,97,-99)

2.3.3 Linfécitos B e Plasmacitos
2.3.3.1 Linfopoese do linfocito B

Os linfécitos B passam por trés processos basicos de desenvolvimento:
maturacao, ativacao e diferenciacao.

O processo de maturacdo ocorre na medula 6ssea e é independente da
presenca de antigenos. Os demais ocorrem nos o6rgaos linféides secundarios

(periféricos) e sdo dependentes da presenca de antigenos (100,101).
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A maturacdo dos linfécitos B (Figura 5) inicia-se na medula 6ssea, onde a
célula tronco hematopoética diferencia-se em célula pré-B (célula precursora de
linfécito B), que por sua vez se diferencia em célula pré-B, depois em célula B
imatura e, finalmente, em célula B madura. ApoOs a maturacdo, as células B
migram da medula para a circulacdo e entdo se localizam nos 6rgéos linféides
secundarios, permanecendo nos centros germinativos. Quando estimuladas, dao
origem a dois processos subsequentes, a ativacdo e a diferenciagcdo linfocitéria
(85,86). A maioria dos linfécitos B maduros expressa dois isotipos de
imunoglobulinas em sua superficie, IgM e IgD. Essas imunoglobulinas estéo
ligadas de forma néo covalente (por pontes dissulfeto) a Iga e a Igf3, formando o
“complexo receptor de antigeno em célula B” (RCB) (10,100).

A ativacgao dos linfocitos B inicia-se com a intera¢éo do antigeno e do RCB.
Essa interacdo gera uma cascata de eventos na membrana celular que, por meio
da ativacdo de inositol trifosfato (Ca++ dependente) e diacilglicerol( via proteina
quinase-C), resultara na proliferacéo e na diferenciagéo dos linfocitos B (100).

Os linfécitos B ativos expressam um maior namero de moléculas de classe
Il do complexo principal de histocompatibilidade , de moléculas coestimulatorias
(B7) de receptores de membrana para citocinas derivadas dos linfécitos T
auxiliares. Essas alteracbes permitem que linfocitos B ativados interajam e
respondam aos mediadores secretados pelos linfécitos T auxiliares. Essa
interacdo é fundamental para que ocorra a formacao de linfécito B de memdria
(10).

Uma vez ativados, os linfocitos B sofrem um processo de diferenciacédo que

dara origem as células produtoras de anticorpos e as células B de memoria.
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Vale ressaltar que, dependendo do tipo de antigeno, ocorre uma resposta
mais elaborada ou ndo do linfécito B. Quando o antigeno em questdo € nao-
protéico (lipopolissacarideos-LPS, glicolipidios e &cidos nucléicos), ocorre uma
ativacao direta do linfécito B, com proliferacdo policlonal de plasmdcitos, sem, no
entanto, formacdo de memdéria imunoldgica. Em contrario, se o antigeno é
protéico, ocorre uma resposta mais elaborada, com a interacéo entre linfocitos B e
T. Essa interacdo resulta na producdo de anticorpos e também na formacgéo de
linfécitos B de memodria. Portanto, a diferenciacdo dos linfécitos B em células de
memoria € um processo T- dependente (10).

Os linfécitos B, além da producdo de anticorpos, também atuam como
células apresentadoras de antigenos e tem capacidade de meméria. Os linf6citos
B produzem anticorpos de cinco classes principais: IgG, IgM, IgA, IgE e IgD. Cada
plasmacito em estagio final de diferencia¢éo produz anticorpo de uma Unica classe
ou subclasse.

Nos ultimos anos, tem sido atribuido o papel de células apresentadoras de
antigenos aos linfécitos B. E possivel que estes linfocitos permanecam como
células que fornecam uma fonte de ativacdo permanente aos linfocitos T,

conferindo maior resisténcia aos corticosteréides (101,102).
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Medula ossea Compartimento Periférico
CélulaB
Célula Pré-B Célula Prée-B Imatura
CD19CD20-Ig- CD19CD20"Ty- CD19°CD20'Ig* CD19CD20" CD19CD20" €D19*CD20*
I9'CD38"- Ig'CD38* Ig'CD38"
Blasto Célula B
Plasmdécito de célula B de memdria
Célula Tronco CD19%-CD20Ig° €D19*CD20°Ig*" €D19*CD20*Ig*" €D19*CD20*
CD27+CD38*CD138" CD27+CD38* CD2T'IgM/Tg6/IgA®  Tg'CD38*
cD38

Figura 5. Linfopoiese de célula B. Adaptado de Nature Reviews Immunology, 2006

2.3.3.2 Linfocitos B e Plasmadcitos na rejeicdo do transplante renal

Existem crescentes evidéncias de que as células B em seus mais variados
estagios de maturacdo podem infiltrar érgdos solidos transplantados levando a
rejeicdo aguda. A presenca de células imaturas CD20+ e de células plasmaticas
maduras CD138+ estdo associadas com rejeicdo mais agressiva e resisténcia a
terapia com corticosteréides, e também a piores sobrevidas do enxerto renal (32).
Apesar destes relatos, ainda ndo esta claro o mecanismo de acdo das células B
no enxerto. Classicamente as células B atuam na apresentacdo de antigenos e na
producdo de aloanticorpos através da diferenciagdo em plasmacitos, ou por outro
mecanismo que néo identificado. Por outro lado, a presencga de células CD20+ ou

CD138+ pode constituir um fendmeno inespecifico e sua presenca no intersticio
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renal em marcador de agressao imunoldgica grave e inflamagéo (24), ou ser um
fenbmeno inespecifico da cascata imune.

A associacao destas células com a deposicdo de C4d e com a RMA ainda
nao esta clara.

Os linfocitos B e os plasmacitos sdo conhecidos por desempenhar um papel
crucial na producdo de anticorpos e na manutencdo de respostas aos
aloanticorpos (26,33). Subconjuntos predominantes de células B podem ser
identificados no momento da rejeicdo aguda. Um deles € o linfécito B CD20+, que
se expressa especificamente durante os estagios iniciais de desenvolvimento das
células B. Outros subconjuntos como CD38+ e CD138+ se expressam na fase
final da linhagem de células B, tais como blastos e plasmdcitos. A recente
identificacdo fenotipica das células B revelou que as células CD20+ aparecem em
formagbes de cluster, ou nédulos, e o CD38+ e CD138+ se expressam em
infiltrados difusos no intersticio renal (32,103). Na Tabela 4 sdo apresentados
estudos clinicos que identificaram infiltrados de células plasméticas e

correlacionaram com a sobrevida e fungao do enxerto renal.

Tabela 4. Estudos clinicos de células plasmaticas no transplante renal

Critério para positividade de Comentarios
linfécito B
Xu et al. Marcacao forte e difusa para Houve correlacdo entre C4d+ e CD138+ sugerindo
2008 (33) CD138 gue o infiltrado de células plasmaticas provavelmente

participa da rejeicdo mediada por anticorpos através
da secrecao local de anticorpos

CD20+ se > 275 positivas A combinacdao de infiltrado de células plasmaticas,
Hwang et al. céls/ campo de grande aumento | com células B CD20" preve pior desfechos clinicos
2010 (103) CD38+ se >30% de céls positivas | de rejeicdo aguda celular

no infiltrado
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Tsai et al.
2010 (24)

CD138+ se = 6 céls/campo de
grande aumento

A combinacdo de CD138+ com células CD20+ foi
associada com uma pior fung&o e sobrevida do
enxerto

Historicamente, o foco principal da pesquisa das células B em transplantes

foi em células plasmaticas na fase final da diferenciacdo e sua contribuicdo na

rejeicdo mediada por anticorpos, com producdo de anticorpos especificos do

doador (DSA) (28). Estudos recentes mostram que a rejeicdo a 6rgaos sélidos

pode ser “pura mediada por anticorpos, “pura” com eventos mediados por células

ou, ainda, apresentar uma forma mista com diferentes graus de lesdes aloimunes

humoral e celular (29), como ilustrado na figura 6.

Rejeigdo Celular

Citocinas/
Quimiocinas

o0

Citocinas/
Quimiocina

Coad
=10

Apresentagdo-Ag
Co-etimulagdo

Mudulagdo das Cél
Migragdo e fungdo

Imunossupressdo atual:
Corticosterdides, Timoglobulina e inibidores

da sintese de DNA, produgdo de citocinas

transdugdo de ligagdo e sinal. Rituximab??? ?22?

Rejeigcdo
Mista

DAS

Combinagdo
Terapéutica

s,
v

Anticorpo
pré-formado:
Transplante
Prévio;
Transfusdes:
Gestagoes;

> 4
@ -
Secregdo de
DSA

Novo Tratamento:
IVIg,Imunoadsorgdo/plasmaferese
Rituximab

Figura 6. Possiveis sinais do trafico das células B no enxerto renal durante a rejeicdo aguda.
Adaptado de Zarkhin V, Li L, Sarwal M. To B or not to B? B-cells and graft rejection.

Transplantation 2008;85:1705-1714.
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A deteccédo de linfocitos B na rejeicdo do transplante renal foi descrita em
estudos recentes, resumidos na tabela 5, os quais utilizaram o marcador
imunohistoquimico anti-CD20 para fenotipar os linfécitos B maduros. Este
marcador expressa-se na superficie celular de linfécitos B, ndo mais expressando-
se guando estas células diferenciam-se em plasmadcitos, em que os marcadores
utilizado sdo os anti-CD138 e o anti-CD38 monoclonais (33). Na tabela 6 séo
apresentados alguns estudos pertinentes envolvendo células B e rejeicdo aguda
do enxerto.

Sarwal e col. (25) demonstraram a presenca de agregados de linfocitos B
no intersticio de bidpsias de enxertos renais de pacientes pediatricos com rejeicao
celular aguda. Os pacientes que apresentavam estes agregados de linfocitos B
mostraram maior resisténcia aos corticosterdides e menor sobrevida do enxerto.
Adicionalmente, foram encontradas evidéncias de diferenciacéo de linfocitos B por
meio de analise de microarranjos de DNA.

Hippen e cols. (27) estudaram pacientes com rejeicdo aguda mediada por
linfécitos T Banff tipo 1A e 1B, comparando bidpsias com ou sem marcacéo de anti-
CD20 em um seguimento de quatro anos. Pacientes com infiltrados de linfécitos B
apresentaram menor resposta ao tratamento com corticosterdides e menor
sobrevida do enxerto em comparagdo com o0 grupo sem infiltrado. Apesar da
continua otimizagdo nas Uultimas décadas do tratamento imunossupressor, 0
processo de rejeicdo aguda e cronica continua sendo determinante da sobrevida
do enxerto em longo prazo. O infiltrado celular rico em células plasméticas

caracteriza-se por mais de 10% de plasmdcitos do infiltrado inflamatério intra-
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enxerto o qual tem sido observado em aproximadamente 5% dos pacientes com
rejeicdo aguda comprovada por bidpsia (33).

Becker e cols. (104) descrevem uma série de 27 casos de rejeicdo aguda
mediada por anticorpos refratarios ao tratamento inicial que foram submetidos a
uma nova sessdo terapéutica, convencional para esta situacdo, porém com o
acréscimo de rituximab. Nestes casos os niveis médios de creatinina e o débito
urinério atingiram consideraveis melhora. Em longo prazo, apenas trés pacientes
apresentaram perda do enxerto nao relacionada com morte (seis outros pacientes
morreram por causas nao relacionadas a funcdo do enxerto). Uma limitacdo que
pode ser atribuida ao estudo é a auséncia, embora compreensivel pela gravidade
dos casos, de um grupo controle sem o rituximab.

Tabela 5. Resumo dos estudos que avaliaram o papel do infiltrado de células B no enxerto renal

Estudo Critério para positividade de Comentarios

linfécito B

A densidade de células CD20+ durante a rejei¢cao

Sarwal et al. 2003 ~ CD20+ se > 275 positivas aguda correlacionada com a resisténcia de
(25) cels/campo de grande aumento  glicocorticoides e perda do enxerto

Céls B positivas se marcacao Infiltrado rico em células B durante a rejeicdo aguda
Hippen et al. forte e difusa para CD20 correlacionado com 0 aumento de risco de rejeicdo
2005 (27) esterdide-resistente e sobrevida do enxerto reduzida

Clusters de linfécitos se 215 céls  Presenca de clusters CD20" linféides ndo pressagiam

Kayler et al. 2007 CD20+ se > 50% de céls os resultados de resisténcia a glicocorticoides ou
(105) positivas pior a curto e médio prazo

CD20+ se > 275 positivas N&o houve correlacéo entre o infiltrado rico de
Bagnasco et al. céls/campo de grande aumento células B durante a rejeicdo aguda com o pior
2007 (106) resultado
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Scheepstra et al

CD20+ se > 275 positivas
céls/campo de grande aumento

N&o houve correlacéo entre o numero de células
CD20", em agregados ou em padréo disperso

no infiltrado

2008 (107) Agregados se > 30 céls intersticial e resposta a terapia convencional

A disfuncao cronica do enxerto foi caracterizada por
Martins et al. Contagem de céls plasmaticas depositos de C4d, infiltracdo de células plasmaéticas e
2010 Marcacdo C4d anticorpos anti-HLA em amostras de soro e / ou
(108) Eluicédo de anticorpos eluatos

Correlacao positiva entre estes parametros

CD20+ se > 275 positivas A combinacao de infiltrado de células plasmaticas,

Hwang et al. céls/campo de grande aumento com células B CD20" preve pior desfechos clinicos
2010 (103) CD38+ se >30% de céls positivas  de rejeicdo aguda celular

Tabela 6. Estudos publicados que avaliaram a associacédo entre linfécitos B, rejeicdo aguda e os

desfechos do enxerto renal

Estudo

Numero de
pacientes(intervalo
de idade, em anos)

Tipo de rejeicédo

% de céls CD20+ na
rejeicdo aguda

Tempo de seguimento
(T/S) em meses e %
dos txp com perda do
enxerto ou
recuperacéao
incompleta da funcdo

Grupol. Células B CD20+ fortemente associadas a rejeicdo grave e resistente a esterbéides

RAC : Banff IA, Bou

T/S= 10-16 meses

CD20"

Sarwal et al. 67 (1.4-22) A 45% 89% das bidpsias CD20"
2003 (25) Tempo pos-tx: 1més- 9% das biopsias CD20
10 anos
[ [ I
RAC:Banff IA,B T/S= 48 meses
Hippen et al. 27 (26-67) Tempo pos-tx: 49-153 2204 67% das bidpsias CD20"
2005 (27) dias em CD20+ e 14% das biépsias CD20
70-343 em CD20-
[ [ I
T/S= 16 meses
100% das RCA tinham  >2 céls/hpf CD20"
RAC( I ou ll) e RHA clusters de CD20" tinham 4.5 vezes maior
Tsai et al 31 (3-21) Tempo pos-tx:~ 2 17% dos controles risco de perda do que O-
2006 (26) anos tinham clusters de 1 cell/hpf, (p=0,02)

As céls CD20" foram
associadas com RAC
mas nao com RHA
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Martin et al.
2010 (108)

34 (19-69)

RAC: Banff IA e lIIA
Tempo pos-tx: RA 25
+ 8 dias

CAN 920 + 177 dias

100% das RCA
(137+57.2 céls/mm?) e
100% das
CAN(45.4+9.8
céls/mm?) tiveram
CD20": 36% das RCA e
20% das CAN tiveram
padrédo nodular e
outros tiveram céls
CD20" dispersas;0%
dos controles tiveram
CD20"

T/S= no momento da
rejeicao

Apenas o padrao nodular
de céls CD20+ em RA
tendeu a associar-se
com o0 aumento da
creatinina sérica

esteroides

Grupo?2. Células B CD20+ néo preditoras de um resultado desfavoravel ou resisténcia a

Doria et al.
2006 (109)

14 (N/A)

RAC: Banff IA

50%

T/S= 12 meses

N&o houve diferenga no
resultado do enxerto
entre CD20" e CD20°

Kayler et al.
2007 (105)

120 (46.5-15)

RAC: Banff IA ou IB

59%

T/S= 12 meses

CD20": 4% das biopsias
CD20": 6% das bidpsias
T/S= 24 meses

CD20": 19% das
bidpsias

CD20: 13% das bi6psias

Bagnasco et
al.2007 (106)

56 (46+15)

RAC: Banff IA ou IIB
Tempo pos-tx:
2.6+x3.2 meses

44%

T/S= 36 meses
CD20<50/hpf:32%
CD20>100/hpf:33%
CD20>200/hpf:29%

Mengel et al.
2007(110)

126 (48.7+14.3)

RA Borderline: 13 %
biopsias protocolares

e 10.8% por indicacéo

Subclinica Banff

1:5.4% de bibpsias de

protocolo
Tempo pos-tx: 6-26
semanas

87% dos aloenxerto
renais estaveis tinham
infiltrados celulares

T/S=24 meses

Adaptado de Zarkhin V, Li L, Sarwal M. To or not to B? B-cells and graft rejection. Transplantation 2008;85:1705-1714.
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Capitulo 3. Justificativa
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A resposta imune contra o 6rgdo transplantado pode ser mediada por
células T ou por meio da resposta humoral, desencadeada por anticorpos
especificos contra o doador, além de outros mecanismos ainda nao totalmente
elucidados. No que se refere a RA, ha importantes diferencas fisiopatoldgicas
entre a rejeicao aguda celular (RAC) e a rejeicdo humoral, atualmente chamada
de rejeicdo medida por anticorpos (RMA).

O diagnostico da RMA, diferente da RAC, ndo depende apenas da
microscopia oOptica. Existe a necessidade de outros métodos diagnosticos mais
acurados, como a pesquisa de ativacdo do complemento C4d no tecido renal, bem
como a pesquisa dos DSA circulantes. Com o surgimento de novas tecnologias
como citometria de fluxo e a técnica do Luminex, hoje € possivel detectar
anticorpos anti-HLA especificos contra o doador antes da rejeicdo ou da faléncia
do enxerto. Assim, a sua monitorizacdo pode auxiliar no diagnostico e na
terapéutica precoce da RMA.

O C4d é um marcador da ativagdo da via classica do complemento e o seu
depdsito em capilares peritubulares de enxertos renais tem sido descrito como um
achado especifico de RMA. Existe uma correlagdo muito estreita entre o C4d no
tecido e a deteccdo de DSA circulantes. As células B, por outro lado, séo
atualmente reconhecidas como participantes no processo de rejeicdo do enxerto,
A manutencdo dos indices de sobrevida do enxerto renal, principalmente tardia,
sugere 0 envolvimento de outros mecanismos na rejeicdo mediada por linfocitos T
e por anticorpos refratarias aos protocolos de tratamento, demostrando a
necessidade de se aprofundar a investigagcdo da fisiopatogénese da rejeicéo.

Muitos estudos demonstram que episédios de rejeicdo em érgaos soélidos podem
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ser mediados por processos imunoldgicos do tipo “pura, mediada por anticorpos”,
“pura, mediada por células T” ou apresentar um componente misto, isto &, graus
variados de lesao aloimune celular e humoral.

Estudos recentes tém demonstrado que, a despeito do tratamento com
plasmaferese e imunoglobulina e, mais recentemente, com o0 uso do anticorpo
anti-CD20 Rituximab, a RMA ainda aumenta substancialmente o risco de perda do
enxerto renal. Assim, esforcos tém sido concentrados na identificacdo dos
pacientes sob alto risco de desenvolvé-la.

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar marcadores
imunoldgicos de risco para rejeicdo do enxerto renal, a fragdo do complemento
C4d, os DSA circulantes, e o infiltrado de células B CD20+ e CD138+, e sua
associagcdo com o diagnéstico histopatologico, a funcdo e a sobrevida do

aloenxerto em receptores de transplante renal.
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Capitulo 4. Objetivos
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4.1 Objetivo Geral

Avaliar marcadores imunologicos de risco para rejeicdo do enxerto renal,
C4d, DSA circulantes, células B CD20+ e CD138+, e sua associagdo com 0
diagndstico histopatoldgico, a fungdo e a sobrevida do aloenxerto em receptores

de transplante renal.

4.2 Objetivos Especificos

1. Determinar a prevaléncia e o valor prognostico da fracdo do
complemento C4d em transplantados renais com a disfuncéo do aloenxerto.

2. Determinar a prevaléncia e o valor progndstico de anticorpos anti-HLA
doador especifico (DSA) no pos- transplante.

3. Avaliar a expresséao e valor prognostico de linfécitos B e de plasmdcitos
no infiltrado celular de bidpsias do enxerto por indicacdo em transplantados renais.

4. Correlacionar a presenca do fragmento C4d, de DSA e da expressao de
linfécitos B e de plasmécitos em bidpsias de enxerto renal com a histopatologia, a
funcéo e a sobrevida do aloenxerto ao final do terceiro ano de transplante.

5. Avaliar a correlacdo entre os marcadores de rejeicdo C4d, DSA, linfocitos

B e plasmacitos.
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RESUMO

Introducédo: O fragmento C4d e os anticorpos anti-HLA doador especificos (DSA)
sdo marcadores de resposta humoral em enxertos renais com rejeicdo, mas o
papel das células B nesse processo ainda ndo é claro. Neste estudo foi avaliada a
correlagdo entre C4d, DSA e células B em enxertos com disfungdo e sua
associacdo com aspectos morfolégicos, fungéo e sobrevida do rim transplantado.
Material e Métodos: A marcacdo para C4d, células B CD20" e plasmécitos CD138"
foi realizada por imunoperoxidase em bidpsias por indicacdo de 110 receptores de
transplante renal. Positividade para CD20 e CD138 foi definida por curva ROC (=5
céls./mm?). O soro coletado concomitante a biépsia foi testado para DSA classe |
e classe Il. Estes marcadores foram correlacionados com dados clinicos e do

transplante, histopatologia de Banff e a evolucdo do rim transplantado.
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Resultados: Depdsitos de C4d e DSA circulantes foram detectados em 100% e
70% dos pacientes com rejeicdo mediada por anticorpos (RMA) respectivamente,
e nos casos de rejeicdo aguda celular (RAC) em 42% (p<0,001, vs. RMA) e 28%
(p=0,003, vs. RMA). Estes dois marcadores correlacionaram-se positivamente
(r=0,31, p=0,016). Houve correlacéo significativa entre DSA e plasmécitos CD138+
(r=0.32 p=0,006), mas as células CD20 e CD138 nao se correlacionaram entre si.
As células CD138" predominaram na RMA, associadas com maior painel pré-
transplante e DAS, mas nédo a C4d, e as células CD20" predominaram na RAC e
nas biopsias com fibrose intersticial/atrofia tubular, associadas a maior
incompatibilidade HLA e retransplantes. Pacientes com C4d" tiveram pior funcéo e
sobrevida do enxerto em trés anos de transplante, e aqueles com DSA™ uma pior
sobrevida do enxerto. Positividade para CD20 ou CD138 nao foi preditiva da
funcd@o ou sobrevida do enxerto. Na analise multivariada, somente o C4d foi fator
de risco para perda do enxerto.

Conclusbes: Esses resultados confirmam o valor progndstico do C4d e dos DSA
para uma pior evolug¢do do enxerto renal, e sugerem uma associacdo de células B
CD20" com parametros de rejeicdo celular e de plasmdcitos CD138" com
marcadores de resposta humoral. Entretanto, nesse estudo o infiltrado de células
B na biopsia do enxerto ndo foi preditivo de uma pior evolugdo do rim

transplantado.
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ABSTRACT

Introduction: The fragment C4d and the donor specific anti-HLA antibodies
(DSA) are markers of the humoral response in rejecting kidney grafts, but the
role of B cells in this process is still unclear. In this study we evaluated the
correlations between C4d, DSA and B cells in dysfunctional grafts, and their
association with morphological features, and graft function and survival.

Material and Methods: The staining for C4d, CD20" B cells and CD138"
plasmocytes were done by immunoperoxidase in 110 kidney graft biopsies for
cause. Positivity for CD20 and CD138 were established by ROC curve (=5
cellssmm?). Serum collected at biopsy were tested for anti-HLA class | and Il
antibodies. These markers were correlated with clinical and transplant
characteristics, Banff histopathology and graft outcomes.

Results: C4d deposits and circulating DSA were detected in 100% and 70% of
the patients with antibody-mediated rejection (AMR) respectively, and in cases
with acute cellular rejection (ACR) in 42% (p<0.001, vs. AMR) and 28%
(p=0.003, vs. AMR), respectively. Both markers were positively correlated
(r=0.31, p=0.016), and there was also a significant correlation between DSA and
plasmocytes CD138" (r=0.32 p=0.006). CD20 and C138 cells did not show a
correlation. Plasmocytes CD138" predominated in AMR, and were associated
with higher pre transplant PRA and DSA positivity, but not with C4d. CD20" B
cells were highly expressed in ACR and in biopsies with interstitial fibrosis and
tubular atrophy, in association with more HLA mismatches and re-transplants.
Patients with C4d had poorer graft function and survival, and those with DSA"

also had a worse graft survival in three years of transplant. CD20 or CD138 cells
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were not predictive of graft outcomes. In multivariated analysis, only C4d
remained a risk factor for graft loss.

Conclusion: These results confirm the prognostic value of C4d and circulating
DSA for a worse kidney graft outcome, and suggest an association of CD20" B
cells with parameters of cellular rejection whereas CD138" plasmocytes
correlated with markers of the humoral response. However, in this study the B
cell infiltrate in graft biopsy was not predictive of adverse outcomes to the

transplanted kidney.

Key words: renal transplantation, acute rejection, C4d, donor specific

antibodies, CD20 B cells, CD138 plasmocytes
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INTRODUCAO

A incidéncia de rejeicdo aguda do aloenxerto renal diminuiu com 0 uso
de imunossupressores mais potentes, mas muitos enxertos ainda sédo perdidos
por essa causa. O papel da resposta imune humoral na rejeicdo foi
subestimado, visto que somente em 2001 a classificacdo de Banff estabeleceu
critérios para rejeicdo mediada por anticorpos (RMA) (1). Em 2005 foi
adicionado o termo rejei¢cédo cronica ativa mediada por anticorpos (2) associada
a perda tardia do enxerto (3,4). Esta associagéo entre resposta humoral e risco

de perda do enxerto renal tem sido reconhecida ha décadas (5-7).

A incidéncia de RMA em biopsias de enxertos com disfuncdo situa-se ao

redor de 6% nos primeiros meses de transplante (8), mas até 30% dos casos de

rejeicdo aguda podem ter um componente humoral envolvido (9). O produto da

clivagem do complemento C4d é um marcador de RMA e esta associado

a

presenca e titulos elevados de DSA (10), mesmo na disfuncéo tardia do enxerto

renal (4), e a uma pior evolugdo do enxerto como demonstrado em diversos

estudos (6,9,11,12).

Sugere-se que os DSA de novo ou pré-formados contra antigenos HLA de
classe | e/ou classe Il ap6s o transplante ativam a via classica do complemento,
gerando depositos de C4d e acumulo de neutréfilos em capilares peritubulares
(CPT) (13,14). Tanto DSA circulantes quanto C4d em CPT sdao, isoladamente
ou em conjunto, fatores de risco para rejei¢cao crénica e ma evolucao do enxerto

(10,15,16), mesmo quando detectados em enxertos clinicamente estaveis (17).
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As células B em diferentes estdgios de maturagcdo, como células
imaturas CD20", plasmablastos CD38" e plasmodcitos CD138" estdo presentes
em formacdo de clusters ou como infiltrados difusos, respectivamente, em
enxertos renais com rejeicdo aguda (18-20). Sugere-se que as células B
estejam associadas a rejeicdo mais agressiva, resisténcia a corticosteroides e
menor sobrevida do enxerto (18,21-23), entretanto alguns estudos né&o
mostraram esta associagao (19,20,24). A apresentacdo antigénica e secrecao
local de aloanticorpos anti-HLA e anti-endotélio sdo mecanismos pelos quais as
células B atuariam no processo de rejeicdo (25,26). E possivel que células
CD20" e plasmadcitos ndo sejam apenas um epifendmeno na rejeicdo, mas sim
marcadores da resposta celular e humoral que resultam em inflamacéo e injaria
tecidual grave, influenciando os desfechos do enxerto renal em longo prazo (18,

21-23).

Neste contexto, a associacdo entre células B, depdsitos de C4d e DSA

circulantes na rejeicdo celular e mediada por anticorpos tem sido intensamente

investigada. O objetivo deste estudo foi correlacionar a presenca de C4d, DSA

circulantes e células B na rejeicdo aguda e sua associacdo com aspectos

morfolégicos, funcéo e sobrevida do rim transplantado, testando a hipotese de que

as células B em enxertos com disfuncao estdo associadas a uma pior evolugédo do

enxerto.

MATERIAL E METODOS

Pacientes
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Entre abril de 2007 e agosto de 2009 foram realizados 208 transplantes renais
no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Destes, foram incluidos 102
pacientes submetidos a biopsia do enxerto por indicacdo e que tinham tecido
renal incluido em parafina disponivel em arquivo. Foram também incluidos oito
pacientes biopsiados entre 2003 e 2006, totalizando 110 pacientes. O protocolo

do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCPA.

Dados clinicos
Foram coletados retrospectivamente dados demograficos e relativos ao
transplante, incluindo pesquisa de anticorpos contra painel (PRA) de classe | e
classe Il pré-transplante (pico e ultimo) e incompatibilidade HLA nos loci A, B e
DR. A funcdo do enxerto foi determinada pela creatinina sérica (mg/dl) no
momento da bidpsia, aos 3, 6, 12, 24 e 36 meses, e no final do seguimento. No
modelo de analise multivariada foi incluida a taxa de filtracdo glomerular
estimada (TFGe) calculada através da equacdo CKD-EPI (27). Os desfechos
funcdo e sobrevida do enxerto foram medidos até agosto de 2011,
correspondendo a data da ultima consulta, registro de retorno a dialise ou de
Obito com rim funcionante.
O protocolo de imunossupressao consistiu de indugdo com Basiliximab
ou Timoglobulina® seguido de prednisona, micofenolato mofetil ou sédico e
inibidor de calcineurina (ciclosporina ou tacrolimus). O diagnéstico de rejeicao
aguda foi baseado no quadro clinico, histopatologia e resposta ao tratamento

especifico. A rejeicdo celular aguda foi tratada com metilprednisolona
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intravenosa, e para terapia de resgate foi utilizado Timoglobulina® ou OKT3®.

Pacientes com rejeicdo aguda mediada por anticorpos foram tratados com

plasmaferese e imunoglobulina intravenosa.

Diagnostico histopatologico

Foi incluido no estudo a primeira bi6psia de cada paciente. A
interpretacdo histopatologica foi feita pela classificacdo de Banff 2007 (28) por
patologista cego aos dados clinicos, e agrupada em categorias: 1) Sem rejeicao
(SR): rim normal, necrose tubular aguda, nefrotoxicidade por inibidor de
calcineurina ou alteracbes “bordeline”; 2) Rejeicdo celular aguda (RCA); 3)
Rejeicdo mediada por anticorpos (RMA); 4) Fibrose intersticial e atrofia tubular
(FIAT). O diagnostico de RMA foi baseado na marcacao positiva de C4d em
>25% dos CPT, presenca de DSA circulantes e alteragbes morfologicas

conforme critérios de Banff.

Imunohistoquimica para C4d, células CD20 e células CD138

Todas as 110 bidpsias incluidas no estudo foram submetidas a
imunohistoquimica pela técnica de peroxidase para marcagdo do fragmento
C4d e de linfécitos B CD20. A analise de plasmdcitos CD138 foi realizada em
92 (83,6%) bidpsias que tinham material estocado suficiente para a analise.

Os fragmentos foram fixados em formol e incluidos em parafina. Os
blocos de parafina foram cortados em fragmentos de 3 a 4 um, fixados a 60°C
por 2 horas e desparafinizados e reidratados em xilol e &lcoois. O bloqueio da

peroxidase enddgena foi realizado com perdxido de hidrogénio diluido em
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metanol (4,5%), por 5 minutos, e a recuperagdo antigénica em panela de
pressdo digital (Biocare Medical, Concord, Califérnia, USA) em tampéao citrato
10mM (pH 6,0). Foi feito bloqueio inespecifico com soro de cabra 1:50 e avidina
D a 1:10. Entre as etapas foram realizadas lavagens com PBS (NaCl 0,15 M,

Fosfatos 6,5mM pH de 7.2).

Deteccéo de C4d

Incubou-se o anticorpo primario policlonal de coelho anti-C4d (American
Research Produtos, Palo Alto, CA, USA) na diluicdo de 1:50 em diluente
Renaissence (Biocare Medical, Concord, California, USA), a 4°C over night.
Apds o blogueio da biotina enddgena, foi feita a incubacdo com anticorpo
secundario biotinilado (Universal Link, Biocare Medical, Concord, Califérnia,
USA) e aplicacdo da enzima peroxidase (HRP horseradish, Biocare Medical,
Concord, Califérnia, USA). A revelacdo foi feita com 3-amino-9-etil-carbazol
Romulin permanente (Biocare Medical, Concord, Califérnia, USA), a contra-
coloracdo com Hematoxilina de Harris e a montagem em meio ndo aquoso,
permanente (Vector Laboratories, Burlington, CA, USA)

O critério de positividade para C4d foi a marcagédo linear e circunferencial
de 25-50% dos CPT (focal) ou > 50% dos CPT (difusa), de localizag&o cortical.
Os casos com marcacao de <25% dos CPT foram considerados negativos para

C4d (28,29).

Deteccao das células CD20
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Incubou-se o anticorpo monoclonal de camundongo anti-CD20 (Dako,
Carpinteria, CA, USA) na diluicdo 1:140 em PBS/BSA 1% a 4°C over night. Foi
feito o bloqueio da biotina enddgena, incubacdo com anticorpo secundario
biotinilado anti-mouse IgG (H+L) (Vector Laboratories, Burlington, CA, USA) na
diluicdo 1:200 por 35 minutos, e incubagdo com a enzima estreptavidina
peroxidase (Vector Laboratories, Burlington, CA, USA) 1:20 por 60 minutos.
Demais etapas conforme descrito acima.

A quantificacdo das células CD20" foi feita por analise digital utilizando
software versdo 4.5 (Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA). As imagens
foram visualizadas através do microscépio Zeiss model AXIOSKOP-40, Carl
Zeiss, Oberkochen, Germany) e a captura das imagens foi feita por camera
Cool Snap-Pro CS (Media Cybernetics). Os campos foram selecionados em
sequencia pelo método da linha grega para evitar sobreposicdo de imagens
(30), com uma média de 25 campos para cada fragmento. A contagem dos
eventos positivos foi realizada com magnitude de 400X e uma resolugéo de
2560X1920 pixels, onde 1 mm correspondia a 5.900 pixels. As areas (em
pixels) sem tecido foram subtraidas da area total, corrigindo o numero de
eventos positivos por area de tecido renal, em cada campo. Para diferenciar da
imagem de fundo, foi estabelecido um treshold especifico de cor para marcacéo
de células positivas, de distribuicdo nodular ou difusa em cortical, areas
perivasculares e nos agregados da juncao cortico-medular. O threshold teve
seus valores de cor gravados para padronizagdo, sendo aplicado a cada
arquivo de imagem, gerando escores corrigidos para a area de superficie do

fragmento, em mm?.
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Deteccdo de plasmocitos CD138"

A recuperacao antigénica foi realizada em micro-ondas por 15 minutos
com hidratagcdo em TBS (salina-tris tamponada, contendo NaCl 0,015M e Tris
0,05M, pH 7,6). A peroxidase enddgena foi bloqueada com a Peroxidase
Blocking Solution do kit. Utilizou-se anticorpo monoclonal de camundongo anti-
CD138 (DAKO, Glostrup, Dinamarca) com o sistema de detecgdo NovoLink
Compact Polymer (Novocastra Reagents, Newcastle, Reino Unido) overnight. O
tecido foi incubado por 30 minutos com a solucédo Post Primary Block do Kkit,
seguido do complexo NovoLink Polymer por 30 minutos. Para a revelacéo, as
laminas foram incubadas com solugdo de 3-amino-9-etil-carbazol a 0,01%
diluido em tampé&o acetato 200mM contendo H,O, a 0,015%. A revelacéo foi
realizada sob microscopia em aumento de 100 X e as células positivas
apresentavam coloragdo acastanhada. As laminas foram contra-coradas com
Hemalunbre de Mayer (Merck, Darmstadt, Alemanha) e montadas com glicergel
(Merck, Darmstadt, Alemanha). Foi realizada a contagem das células positivas
por mm? em relacdo & éarea total da bidpsia, corrigida pelo fator 5,096

previamente estabelecido (31).

Determinacéo dos anticorpos anti-doador especificos (DSA)

A deteccdo de anticorpos anti-HLA de classe | e classe Il em soro
coletado concomitante a biopsia foi realizada pela plataforma Luminex com o kit
LABScreen® Single Antigen (One Lambda, Los Angeles, CA, EUA) através de
citometria de fluxo. Em resumo, foi feita marcagdo com IgG de cabra anti-

humano conjugado com R-ficoeritrina (PE), sendo as amostras transferidas
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para placa de leitura e aquisicdo dos dados no Analisador de Fluxo LabScan
100 (One Lambda, Los Angeles, CA, USA) para deteccdo da emisséo
fluorescente de cada microesfera. Apds a aquisicdo dos dados, os resultados
foram analisados em software HLA Fusion 2.0° (One Lambda, CA, USA).
Considerou-se positivo a presenca de anticorpos anti-HLA classe | ou classe Il

com média da intensidade de fluorescéncia (MFI) maior que 500.

Andlise estatistica

As estatisticas descritivas sdo apresentadas como porcentagens para dados
qualitativos e como médiaztDP ou mediana e intervalos interquartis para dados
quantitativos. O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a normalidade das
variaveis continuas. Foram empregados os testes do Qui quadrado de Pearson
para dados categoricos e ANOVA com correcdo de Bonferroni ou Kruskal-Wallis
para comparacao entre grupos. Correlagdes entre os marcadores de RMA (C4d e
DSA) com variaveis demogréficas, clinicas e com as células B CD20 e CD138
foram calculadas pelo coeficiente de Pearson ou Spearman.

O ponto de corte para positividade de células CD20" (para diagndstico de
RCA) e de células CD138" (para diagndstico de RMA) foi estabelecido por curva
ROC (Receiver Operating Characteristic curve). A evolucao da creatinina sérica do
momento da biopsia ao final do seguimento foi avaliada pela Equacdo de
Estimativas Generalizadas (GEE), utilizando a distribuicdo Gama com fungéo de
ligacdo logaritmica. Foram analisados sete pontos no tempo, comparando

pacientes positivos e negativos para C4d, DSA, C4d e DSA em conjunto, CD20,
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CD138 e CD20 e CD138 em conjunto. A sobrevida do enxerto foi analisada pelo
meétodo de Kaplan Méier pelo teste log-rank.

A associacao entre risco de perda do enxerto e variaveis explanatoérias
(positividade para C4d, DSA, C4d e DSA em conjunto, células CD20 e CD138) foi
estimada pelo modelo de regressdo proporcional de Cox. As razbes de risco
(Hazard ratio, HR) foram calculadas com intervalo de confianca de 95%, apos
ajuste para idade, etnia, tipo de doador, incompatibilidade HLA, categoria de Banff
e nivel de TFGe.

Os dados foram processados e analisados através do programa Statistical
Package for Social Sciences (SPSS) para Windows, versdo 18.0. O nivel de

significancia foi estabelecido em p<0,05.

RESULTADOS
Dados demograficos, clinicos e histopatologia de Banff

Foram incluidas 110 biépsias de 110 receptores de transplante renal para
diagnostico de disfuncdo aguda (< 6 meses) ou crénica (> 6 meses) do enxerto,
com um tempo médio de seguimento de 33+16 meses.

Dos 110 pacientes, 68(61,3%) eram do sexo masculino e 105(95,5%)
brancos. A média de idade dos pacientes foi 42 + 12 anos, variando de 15 anos a
64 anos. Quanto ao tipo de doador, 64(58,2%) eram transplantes de doador
falecido, e 10 (9,1%) retransplantes. Ocorreu funcdo retardada do enxerto em
58(52,7%) casos. Noventa e cinco por cento dos pacientes estavam recebendo IC

(ciclosporina ou tacrolimus), 94% micofenolato mofetil ou sddico, 69 (62,7%)
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receberam terapia de inducdo: Basiliximab em 25,5%, globulina antitimocito em
27,3% e OKT3 em 10%.

Os diagnosticos histopatolégicos foram sem rejeicdo (SR) (N=24, 21,8%),
rejeicdo aguda celular (RAC) (N=50, 45,5%), rejeicdo mediada por anticorpos
(RMA) (N=20, 18,2%) ou fibrose intersticial e/ou atrofia tubular (FIAT) (N=16,
14,5%). Cinco bidpsias com RMA tinham rejeicdo mista (RAC+RMA) com
predominio do componente humoral, sendo incluidas no grupo RMA.

N&o houve diferenca significativa entre os grupos com relacdo a variaveis
demograficas e clinicas (Tabela 1), exceto o maior intervalo de tempo entre
transplante e bidpsia no grupo FI/AT (p<0,001). Em relagcdo a aspectos do
transplante, a incompatibilidade HLA A, B, DR foi significativamente maior no
grupo RAC (vs. SR, p=0,042). Painel pico anti-classe Il e ultimo PRA >20% pré
transplante foram mais elevados no grupo RMA (p<0,001 e p<0,015,

respectivamente) quando comparados aos demais grupos.

Correlacdo entre histopatologia e marcadores imunolégicos de rejeicao

Na Tabela 2 sdo apresentadas as prevaléncias de C4d, DSA, CD20 e
CD138 de acordo com o tipo histolégico. Para definir positividade para CD20, foi
estabelecido um ponto de corte para o diagnéstico de RAC, e para CD138 um
ponto de corte para diagnéstico de RMA, calculados pela area sob a curva e pela
convergéncia do melhor valor de sensibilidade e especificidade. A é&rea sob a
curva para CD20 foi 0,77, e o ponto de corte 5 células/mm? (CD20*: =5 céls./
mm?), com uma sensibilidade de 70% e especificidade de 79%. Para CD138, a

area sob a curva foi 0,820, e o ponto de corte 5 células/mm? (CD1380": =5 céls./
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mm?), com uma sensibilidade de 72% e especificidade de 90%. A marcacéo
imunohistoquimica para linfécitos CD20" e plasmdcitos CD138" esta ilustrada na
Figura 1.

A prevaléncia global de C4d nas biopsias foi de 50%, e dos 110 pacientes
estudados 34,5% tinham DSA circulantes. DSA anti-HLA classe | ocorreu em 45%
dos casos com RMA (p=0,006 vs. demais categorias), mas a propor¢do de DSA
anti-HLA classe Il foi similar aos demais grupos. Pacientes com RMA
apresentaram 100% e 70% de positividade para C4d na biopsia e DSA circulantes,
respectivamente (Tabela 2), enquanto que nas demais categorias histolégicas este
indice foi significativamente menor, variando entre 31% e 42% para C4d’
(p<0,001) e 20% a 30% para DSA" (p=0,003). O numero de células CD20" foi
significativamente mais elevado na RAC (p=0,001), mas né&o diferiu dos pacientes
com FIAT. Em relagéo a infiltragdo por plasmacitos, o grupo com RMA mostrou
maior nimero de células CD138"/mm? comparado a SR e FIAT (Tabela 2). A
proporcéo de biépsias com positividade para CD20 (= 5 céls./ mm?) foi maior nos
grupos RAC e FIAT (p=0,001), assim como a positividade para CD138 (= 5 céls./

mm?) foi mais elevada no grupo RMA (p=0,004).

Associacdo entre marcadores imunolégicos, dados do transplante e morfologia de
Banff

Os pacientes com C4d” na biopsia eram mais jovens (38+12 vs. 44+11
anos, p=0,011), mas nado houve diferenca no sexo, etnia, prevaléncia de
transplante de doador falecido e fungéo retardada do enxerto, incompatibilidade

HLA e intervalo de tempo entre transplante e desfecho. A maioria das bidpsias
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positivas para C4d (87,3%) foram realizadas nos primeiros seis meses apés o
transplante, e 7(12,7%) apds seis meses (p=0,027). Comparando pacientes DSA"
vs. DSA" néo se verificou diferenca em nenhum parémetro clinico. Pacientes com
marcacao positiva para C4d tiveram ultimo PRA anti-HLA classe | e anti-HLA
classe Il significativamente mais elevados do que os casos C4d (Tabela 3). A
presenca de DSA circulantes esteve associada com maior painel anti-HLA classe |
(p=0,038). Dos pacientes com DSA, 66% (vs. 18% DAS’) apresentaram C4d
positivo na biépsia (p=0,016). Separando DSA anti-HLA classe | e DSA anti-HLA
classe Il, verificou-se que pacientes C4d" apresentaram maior proporcdo apenas
de DSA anti-HLA classe | (p=0,032), e ndo de classe Il (p=0,495) (Tabela 3).

A comparacdo entre pacientes CD20" vs. CD20" e CD138" vs. CD138 néo
mostrou diferengca na idade, sexo, etnia, prevaléncia de funcdo retardada do
enxerto, tempo entre transplante e bidpsia (€6 meses vs. > 6 meses) e tempo
entre transplante e desfecho. Entretanto, houve uma diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos CD20" e CD20 nos seguintes parametros: maior
prevaléncia de doador falecido (61,2% vs. 54,0%, p=0,043) e de transplante prévio
(14,8% vs. 2,1%, p=0,023), e maior incompatibilidade HLA (3,91+1,26 vs.
3,20+1,27, p=0,005), respectivamente. Na comparagdo dos grupos CD138" e
CD138 houve diferenca estatistica na propor¢do de casos com ultimo PRA pré
transplante > 20% (36,4% vs. 13,6% respectivamente, p=0,011). Pacientes com
CD138 =5 céls./mm? tiveram maior proporcdo da DSA* (51,5% vs. 23,7%,
p=0,007). N&o houve associacdo entre CD20" e DSA anti-HLA classe | ou Il, mas
a proporcdo de DSA anti-HLA classe | ou Il tendeu a ser maior nos pacientes

CD138" (28% vs. 13,6%, p=0,09 e 30% vs. 16%, p=0,10).
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Em relacdo aos achados morfolégicos de Banff (Tabela 3), 26(47,2%) dos
pacientes que apresentavam marginagdo de neutrofilos em CPT e 13(23,6%)
daqueles com glomerulite aguda tinham marcacéo para C4d na bidpsia (p=0,039 e
p<0,001 respectivamente, vs. C4d). Dos casos com DSA®, 18(47,4%) tinham
pericapilarite (p<0,001, vs. DSA), mas uma menor prevaléncia de arterite
(p=0,029, vs. DSA’). Dos pacientes com tubulite, 42(62,7%) tinham CD20 =5
céls./mm? (vs. 25[37,3%] CD20", p=0,05), sem diferir nos demais paradmetros. Em
relacdo ao grupo CD138", marginacdo de neutréfilos em CPT foi verificada em
14(70%) dos casos CD138" (vs. 6[30%] CD138", p<0,001) e glomerulite aguda em

11(73,3%) vs. 4(26,7%) respectivamente (p=0,001).

Correlacdes entre os marcadores imunologicos

A presengca de C4d na biopsia do enxerto ndo se correlacionou com
positividade para células B CD20" (r=0,09, p=0,342) ou CD138" (r=0,01, p=0,926),
mas correlacionou-se com presenca de DSA circulantes (r=0,31, p=0,016).
Sessenta e seis por cento dos pacientes C4d* tinham DSA", e 76,4% daqueles
sem marcacédo para Cd4 tinham DSA". Considerando o grau de marcacédo para
C4d, a prevaléncia de DSA" aumentou de 32% para 55% da distribuic&o focal para
a difusa, e foi 23% no grupo C4d (p=0,012). DSA nao se correlacionou com
infiltrado de células CD20" (r=-0,157, p=0,102), mas apresentou uma correla¢io
positiva e significativa com plasmdcitos CD138" (r=0,32 p=0,006). N&o houve
correlacdo entre positividade para células CD138" e CD20" (r=0,003, p=0,978).
Analisando somente os casos de rejeicdo aguda, verificou-se correlagcado negativa

e significativa entre DSA e células CD20" (r=-0,35, p=0,003). A mediana de células
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CD20" foi maior nos pacientes DSA” (p=0,007), e houve uma tendéncia de maior
nimero de células CD138" nos pacientes com DSA™ (p=0,083), como mostra a

Tabela 3.

Funcao do enxerto e positividade para C4d, DSA, CD20 e CD138

A andlise da evolucéo funcional do enxerto de acordo com positividade para 0s
marcadores imunolégicos € apresentada na Figura 2. Foram excluidos os
pacientes sem rejeicdo ou com FIAT, e analisados 0s casos com rejeicao aguda
(RAC e/lou RMA). As médias de creatinina sérica no grupo C4d" foram
significativamente mais elevadas na biépsia (4,7+2,6 vs. 3,6%2,3; p=0,028), aos 6
meses (2,1+0,9 vs. 1,7+£10,8; p=0,047), aos 12 meses (2,0£1,0 vs. 1,6%0,6;
p=0,015), no segundo ano (2,3+1,7 vs. 1,6+0,6; p=0,03) e no ultimo seguimento
(3,7£2,7 vs 2,5+2,3; p=0,014). A analise da EEG mostrou que a evolucdo da
creatinina foi pior nos pacientes C4d" até o final do seguimento, independente do
momento em que foi medida (C4d™ vs. C4d: Wald Chi-Square: 7,045, p=0,006;
momento-C4d Wald Chi-Square: 6,343, p=0,727). Comparando pacientes DSA" e
DSA’", ndo houve diferencga significativa nos periodos analisados, mas a andlise de
C4d/DSA em conjunto mostrou que a evolugdo da creatinina sérica foi pior em 3
anos no grupo com ambos os marcadores positivos, independente do momento da
medida (C4d*/DSA" vs. C4d/DSA": Wald Chi-Square: 5,185, p=0,029; momento-
C4d/DSA Wald Chi-Square: 6,343, p=0,446). A analise dos grupos CD20" (vs.
CD20) e CD138" (vs. CD138") ndo mostrou diferenca na evolugcdo da funcdo do
enxerto em todos os periodos. Quando CD20/CD138 foram analisados em

conjunto, a creatinina sérica foi sistematicamente menor no grupo com ambos 0s
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marcadores. No entanto, houve interagdo entre momento-CD20/CD138 mostrando
gque o grupo é dependente do momento em que a creatinina foi medida
(CD20*/CD138" vs. CD20/CD138: Wald Chi-Square: 6,368, p=0,005; momento-

C4d/ DSA Wald Chi-Square: 20,409, p<0,001).

Sobrevida do enxerto e positividade para C4d, DSA, CD20 e CD138

A andlise pelo Kaplan-Meier mostrou associagdo entre positividade para C4d na
bidpsia e perda do enxerto em 3 anos de transplante (Figura 3). A sobrevida do
enxerto foi significativamente pior nos pacientes com deposigdo 225% de C4d em
CPT quando comparado ao grupo C4d™ (62% vs 86%, p=0,022). Igualmente, no
grupo DSA™ a sobrevida do enxerto foi significativamente pior comparado aos
pacientes DSA™ (61% vs 81%, p=0,045). Positividade para linfécitos B CD20" ou
para plasmoécitos CD138" ndo teve associacdo com sobrevida do enxerto: CD20"
vs. CD20™ (72% vs. 75,5%, p=0,906) e CD138" vs. Cd138 (76% vs. 80%, p=0,679
(Figura 3).

A analise de regressdo de Cox ndo ajustada mostrou que positividade para C4d
ou para DSA circulantes foi preditiva de perda do enxerto, com HR=2,51(IC:1,11-
5,69; p=0,028) e HR=2,15(I1C:1,01-4,41; p=0,048), respectivamente (Tabela 4).
Uma maior taxa de filtracdo glomerular (TFGe) no momento da bidpsia foi fator
protetor contra perda do enxerto, tanto na analise univariada (HR=0,83(IC 0,75-
0,91); p<0,001) quanto na multivariada (HR=0,84(IC 0,77-0,92; p<0,001). Na
analise multivariada com ajuste para funcdo do enxerto no momento da biopsia,
apenas positividade para C4d permaneceu preditivo de perda do enxerto em 3

anos de transplante.
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DISCUSSAO

A rejeicdo aguda do enxerto renal ainda é causa de disfungcdo e perda
precoce e tardia do transplante. Durante a rejeicdo aguda respostas imunes
celulares e humorais operam de forma independente ou concomitante,
ocasionando dano ao rim transplantado muitas vezes de forma irreversivel.
Antigenos endoteliais de classe | e classe Il de capilares e artérias atuam como
alvos para esta resposta imune, onde coexistem diversas assinaturas
moleculares que desencadeiam rejeicdo celular e/ou mediada por anticorpos,
influenciando negativamente a sobrevida dos enxertos (12,13,16,18,32). O
papel central dos linfécitos T na rejeicdo celular estd bem estabelecido, porém
com a ocorréncia de formas graves de rejeicdo e a crescente evidéncia de que
mecanismos humorais estdo envolvidos, uma maior atencao tem sido dada a
RMA (4-9,12-15,33).

Este estudo investigou marcadores imunologicos de rejeicdo aguda,
especialmente RMA, e sua associacao com alteracdes morfolégicas e evolucao
do enxerto em 3 anos de transplante. A prevaléncia global de C4d e DSA
circulantes foi 50% e 38% respectivamente, e dos pacientes com depdsitos de
C4d 66% foram DSA®, achados similares ao relatado por Gaston et al (4).
Ambos marcadores estiveram associados a risco imunologico, representado por
maior painel de anticorpos pré transplante e alteragdes morfologicas de RMA,
como pericapilarite e glomerulite, como ja demonstrado em outras publica¢cdes
(9,34).

Depositos de C4d sdo descritos ndo s6 na RMA, mas também na rejeicdo

celular, toxicidade por IC e mesmo em enxertos histologicamente normais, e 0
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significado deste achado ainda ndo é bem compreendido (9,12,35). Apesar da
prevaléncia de C4d variar conforme técnica utilizada e contexto da biopsia
(indicagdo ou de protocolo), o critério para positividade de C4d também
influencia esta prevaléncia. Neste estudo foi considerada marcagao positiva
225% dos CPT pois a imunohistoquimica (IHC) € menos sensivel que a
imunofluorescencia (IF) na definicdo de presenca e escore de C4d (28,36,37), e
também com base em que toda a marcacgéo para C4d por IHC superior a 10% é
considerada positiva pelos atuais critérios de Banff (28). Um achado
interessante do estudo foi a proporcionalidade entre a prevaléncia de DSA
circulantes e o escore de marcagéao de C4d: 23% no grupo negativo, 32% no
focal e 55% no difuso (p=0,012). Deve-se ressaltar, entretanto, que o critério de
positividade de 25% pode ter classificado erroneamente como C4d focal casos
que teriam marcacdo difusa pela IF. Entdo, esta diferenca poderia ser ainda
maior, considerando que a IHC pode ter subestimado a extensdo do C4d com o
viés de identificar DSA circulantes em casos C4d negativos ou com marcacao
focal (38).

Diversos estudos tém mostrado que a deposi¢cdo de C4d, tanto focal como
difusa, influenciam negativamente os resultados do transplante, sendo um
marcador preditivo de pior funcdo e sobrevida do enxerto (3,4,9-12). Neste
estudo o C4d foi o Unico marcador progndstico consistente, mesmo apds ajuste
para funcdo do enxerto na bidpsia e presenca de DSA. Em bidpsias sem
rejeicdo e em enxertos funcionalmente estaveis, entretanto, ainda néo é claro o

quanto o manejo clinico é influenciado pela presenca de C4d. No estudo de
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Nickeleit et al (39), por exemplo, ndo houve diferenca na evolucao de pacientes
com e sem C4d na bidpsia que ndo foram tratados para rejeigéao.

Estudos demonstram que 20 a 90% dos pacientes com rejeicdo aguda tem
DSA formados pds-transplante, e os DSA de novo estdo associados ao
desenvolvimento de rejeicdo cronica e pior sobrevida tardia do enxerto
(4,7,8,12,34). Estudos iniciais (5,40) atribuiram aos anticorpos anti-HLA classe |
um papel predominante na rejeicao humoral, mas posteriormente verificou-se
que os anti-HLA classe Il parecem também contribuir para este processo (7,8).
No presente estudo, RMA e C4d foram associados somente a DSA anti-HLA
classe |, mas o numero de pacientes avaliados foi pequeno.

A contribuicdo desses marcadores isoladamente ou em conjunto na evolugao
do rim transplantado tem sido discutida, mas parece claro que o C4d reflete
atividade dos DSA, produzindo depdsito de anticorpos, dano endotelial e injlria ao
enxerto. Em pacientes sem DSA circulantes, postula-se que a injuria ocorra por
anticorpos ndo-HLA (ex., anti-endotélio) ou concentracdo dos DSA intraenxerto
(41). Gaston et al (4) relataram que 57% dos pacientes com disfuncéo tardia do
enxerto tinham C4d e DSA detectaveis, e que C4d, com ou sem DSA, foi
associado com risco 3 a 4 vezes maior de perda do enxerto. Worthington et al (10)
observaram que pacientes com C4d® difuso e sem DSA responderam ao
tratamento convencional para rejeicao, e aqueles com ambos marcadores tiveram
maior perda do enxerto, sugerindo maior importancia dos DSA circulantes. Em
nosso estudo, ambos marcadores resultaram em pior sobrevida do enxerto e

maior nivel de creatinina ao final de 3 anos, mas na analise multivariada esse
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efeito s6 se manteve para C4d, sugerindo que independente dos DSA, o C4d
possa ter maior valor prognostico.

Os linfocitos B ativados expressam antigenos HLA classe Il e atuam como
células apresentadoras de antigenos, co-localizando com células T CD4".
Diferenciam-se em células produtoras de anticorpos e em células de memodria,
interagindo com linfocitos T na rejeicdo aguda (26). A associacao entre células B e
plasmacitos com deposicdo de C4d e producdo de DSA na rejeicdo do enxerto
renal ainda € alvo de controvérsia, mas sua importancia na rejeicdo aguda (42) e
na rejeicao cronica mediada por anticorpos (26) tem sido reconhecida.

Sarwal et al (18) observaram que a densidade de células B CD20" durante a
rejeicdo aguda correlacionou-se com resisténcia a corticosteroides e menor
sobrevida do enxerto. Hippen et al (23) descreveram desfechos semelhantes de
enxertos com rejeicdo aguda que apresentavam marcacdo forte e difusa para
CD20, e no estudo de Tsai et al (21) pacientes com >2 células CD20*/campo de
grande aumento na biépsia apresentaram um risco 4,5 maior de perda do enxerto
comparado a aqueles com 0-1 células CD20". Nesse estudo, 100% das bidpsias
com RAC tinham infiltrados nodulares de CD20, e os controles apenas 17%.
Martins et al (31) também correlacionaram o infiltrado nodular de células B CD20"
(e ndo o difuso) com pior fungdo do enxerto na rejeicdo aguda. Outros estudos,
entretanto, ndo associaram infiltrados ricos em células CD20" com resisténcia ao
tratamento ou desfechos desfavoraveis, tanto na rejeicdo aguda (19,20) quanto
em enxertos clinicamente estaveis (43). No presente estudo, positividade para
CD20 foi associada a doador falecido, re-transplantes, maior incompatibilidade

HLA e tubulite na biopsia, mas ndo com C4d e DSA classe | ou classe Il, em
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acordo com outros autores (18,44). Observou-se um maior niamero de células
CD20" nas bidpsias com rejeicdo aguda celular, mas ndo houve correlagdo entre
positividade para CD20 com pior funcédo ou risco de perda do enxerto. E possivel
que o limiar de positividade adotado para células B CD20" tenha sido baixo, se
comparado a 300 células/campo no estudo de Muorah et al (45) e 275
células/campo no estudo de Hwang et al (22), ambos mostrando associagdo com
pior evolucdo clinica do enxerto. Optou-se pela contagem por analise digital, um
método acurado e amplamente difundido, pela variabilidade de distribuicdo e
densidade das células CD20" no infiltrado celular. O nimero absoluto de células
CD20" foi corrigido por mm? de tecido cortical, o que produz um escore final de
menor magnitude. Por outro lado, a distribuicdo intersticial das células CD20" —
como infiltrado nodular ou difuso — pode ter importancia prognéstica e, portanto,
deveria ser quantificada separadamente (18,23,31), o que constitui uma limitacao
do presente estudo.

Um ndmero significativo de células B CD20" foi observado no infiltrado de
biopsias sem rejeicdo, mas com dano crbénico predominante. Este estudo né&o
avaliou especificamente este subgrupo no qual foi incluido um niimero pequeno de
pacientes, e também ndo foi definida a presenca de rejeicdo cronica celular ou
humoral pelos critérios de Banff. Postula-se que células B residentes permanecem
no enxerto com capacidade de apresentacdo antigénica (42), mantendo uma
resposta imune celular e/ou humoral danosa ao enxerto. Chama a aten¢éo o dado
de 31% dos pacientes com FIAT terem C4d" na bidpsia e DSA" circulantes.

A infiltracdo por plasmadcitos durante a rejeicdo ndo € um achado comum, e

guando presente tem sido tem sido associada a um pior prognostico do enxerto
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renal (21,22,26,44,46,47). Martin et al (46), comparando pacientes estaveis com
0S que apresentavam perda progressiva de fung¢ao do enxerto, observaram neste
grupo um aumento significativo de células plasméticas em associacdo com C4d e
anticorpos anti-HLA especificos. Tsai et al (21) estabeleceram como limiar de
positividade seis ou mais células CD138"/campo funcionalmente ativas,
verificando associacao apenas com rejei¢cdo celular aguda, e um risco 3,4 vezes
maior de piora funcional e perda do enxerto. No entanto, apenas um caso de RMA
pura e 4 de rejeicdo mista foram incluidos naquele estudo. Utilizamos um limiar
semelhante para positividade de CD138" (= 5 céls/mm?), e estas células
predominaram na RMA associadas a maior PRA pré transplante, pericapilarite e
glomerulite, e uma tendéncia de maior frequéncia de DSA classe | ou Il, sugerindo
um papel preponderante na resposta humoral ao enxerto. Entretanto, nao foi
encontrada associagdo com C4d. Novamente poderia se questionar se o limiar de
positividade adotado para CD138 foi baixo, insuficiente para detectar uma
associagdo com pior evolucdo do enxerto. Poucos estudos avaliaram
especificamente células plasmaticas (ex., CD38 e CD138) em transplante renal, e
o critério de positividade tem sido variavel, como >30% do infiltrado com marcacéo
positiva (22) ou, em uma escala de 0 a 4, escore 3 (marcacdo multifocal) ou 4
(marcacdo difusa) (21). Apesar da auséncia de definicdes, sugere-se que
diferentes linhagens de células B atuam na rejeicdo aguda e cronica do
transplante, associando-se células B imaturas e maduras com resposta celular e
humoral, respectivamente. Neste contexto, o uso terapéutico de rituximab ou
bortezomib tem sido explorado (48), mas a definicAo prognostica destes

marcadores ainda é inconclusiva.
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Este estudo apresenta limitacdes, pelo delineamento retrospectivo e pelo
namero relativamente pequeno de pacientes, com curto tempo de seguimento. A
auséncia de um padrdo ouro como critério diagnostico para positividade de células
B pode constituir um viés, dificultando uma analise progndstica mais acurada. De
outra forma, nossos resultados confirmam o valor prognéstico do C4d para uma
pior funcdo e sobrevida do enxerto renal, e dos anticorpos anti-HLA doador
especificos para perda do enxerto em trés anos de transplante. A associacdo das
células B CD20" com parametros de rejeicdo aguda celular e de plasmadcitos
CD138" com marcadores de resposta humoral sugerem um maior envolvimento
dessas células na RAC e RMA, respectivamente, mas a sua presenca no infiltrado
celular ndo foi determinante de pior fungdo ou sobrevida do enxerto. O valor
prognostico do infiltrado de células B no enxerto renal ainda necessita ser

investigado.
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Tabela 1. Dados demograficos e clinicos dos receptores de transplante renal

SR RAC RMA FIAT s
(n=24) (n=50) (n=20) (n=16)

Idade 42,4 + 11,12 42,6 +12,8 35,8+12,7 41,4+ 84 0,171
Sexo (masculino) 15 (62,5)° 34 (68) 11 (55) 8 (50) 0,541
Etnia (branco) 23 (95,8) 47 (94) 19 (95) 16 (100) 0,796
Doador Falecido 10 (41,7) 26 (52) 5 (25) 5 (31,3) 0,158
Transplante prévio 2 (8,3) 3 (6) 3 (15,8) 2 (12,5) 0,607
Incompatibilidade

LA BB 31+13 39+14 33+£1,3 3,7+£0,8 0,034°
Ultimo PRA >20% 5 (20,8) 7 (14) 10 (50) 4 (25) 0,015

PRA pico pré -Tx g
- I 0,0 (0,0-2,3)" 0,0(0,0-2,5 0,0(0,0-22,0)0 0,0(0,0-32) 0,347
asse

PRA pico pré -Tx
0,0 (0,0-0,0) 0,0 (0,0-0,0) 26 (0,0-67) 0,0 (0,0-31) <0,001°

classe Il

Inducéo 15 (62,5) 28 (56) 12 (60) 12 (75) 0,599
DGF 15 (68,2) 22 (44) 12 (63,2) 8 (50) 0,212
Tempo Tx-Bx (dias) 16 (8-24) 10 (7-18) 20 (10-72) 334 (200-643)  <0,001'

Tempo Tx-desfecho
26,6 + 11 329+135 32,5+14,8 41,0+ 27,0 0,051
(meses)

Sobrevida do
3(12,5) 12 (24,0) 7 (35,0) 7 (43,8) 0,118
enxerto em 3 anos

PRA: reatividade contra painel; Tx: transplante; DGF: funcéo retardada do enxerto; Bx:
bidpsia; *Média + DP; °n(%); RAC vs. SR, p=0,042; “Mediana(llQ)

°*RMA vs. SR, p=0,002; RMA vs. RAC, p<0,001; RMA vs FIAT, p=0,016

'FIAT vs. SR, p<0,001; FIAT vs. RAC, p<0,001; FIAT vs. RAH, p=0,026
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Tabela 2. Prevaléncia dos marcadores imunol6gicos de rejeicdo do enxerto conforme a

categoria histologica

SR RAC RMA FIAT P
(n=24) (n=50) (n=20) (n=16)

C4d Positivo 9 (37,5)% 21 (42) 20 (100) 5(31,3) <0,001

C4d focal 3(12,5) 8 (16,0) 8 (40) 3 (18,8)

C4d difuso 6 (25,0) 13 (26,0) 12 (60) 2(12,5)
DSA classe |

| 5 (20,8) 14 (28,0) 14 (70,0) 5(31,2) 0,003
ou
DSA classe | 1(4,2) 4(8,0) 9(45,0) 3(18,7) 0,006
DSA classe Il 4(16,6) 10(20,0) 5(25,0) 2(12,5) 0,829
CD20 b 9,5 (5,75- .

) ) 1 (0,0-8,5) 19 (2,0-84,7) 2 (0,26-53,5) 0,001
(céls/mm"©) 18,0)
CD20=5

; 5 6 (25,0) 33 (66,0) 9 (45,0) 13 (81,3) 0,001
(céls/mm®)
CD138

) o 0,5(0,0-1,8) 3(0,0-21,3) 7,9(2,5-21,1) 1,3(0,0-4,3) 0,013°
(céls/mm®)
CD138 =25

; 5 2 (10,0) 17(40,5) 11(64,7) 3(21,4) 0,004
(céls/mm®)

DSA: anticorpos doador especifico; ®n(%); "Mediana e intervalo interquartil
‘RAC vs. SR: p<0,001; RAC vs. RMA: p=0,051; RAC vs. FIAT: p=0,178; 9h=92
°*RMA vs. SR: p=0,001; RMA vs. RAC: p=0,238; RMA vs. FIAT: p=0,010
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Tabela 3. Marcadores imunolégicos e morfolégicos dos pacientes com C4d +/- e DSA +/-

cad’ Cad P DSA" DSA P
(n=55) (n=55) (n=38) (n=72)
Ultimo painel pré
0,0(0,0-22,0) 0,0(0,0-0,00 0,004 0,0(0,0-16,5) 0,0(0,0-0,00 0,038
Tx classe | (%)
Ultimo painel pré
0,0(0,0-31) 0,0(0,0-0,0) <0,001 0,0(0,0-11,2) 0,0(0,0-0,0)0 0,096
Tx classe Il (%)
C4d positivo - - - 25(66,0%) 13(18,0%) 0,016
DSA" classe | 15(27,3) 6(11,1) 0,032 - - -
DSA" classe II 12(21,7) 9(16,7) 0,495 - - -
Glomerulite 13(23,6%) 5(9,1%) 0,039 8(21,0%) 10(13,9%) 0,334
Neutrofilos em
CcPT 26(47,2%) 1(1,8%) <0,001 18(47,4%) 9(12,5%) <0,001
Tubulite 33(60,0%) 34(61,0%) 0,845 24(63,1%) 43(59,7%) 0,725
Arterite 11(20,0%) 7(12,7%) 0,303 2(5,2%) 16(22,2%) 0,029
CD20 (céls/mm?) 12(1-45) 5 (1-25) 0,401 2(0-18,4) 10(2,0-63,8) 0,007
CD138 (céls/mm?)  3,1(0-11,4) 1,6(0-8,9) 0,381 7(0-12,0) 1,5(0-6,4) 0,083

Tx: transplante; CPT: capilares peritubulares
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Tabela 4. Fatores independentes associados a perda do enxerto pelo modelo de regresséo

de Cox para taxas proporcionadas

_ Hazard Ratio bruta Hazard Ratio
Variavel P .
(95% IC) ajustada (95% IC)

Idade (anos) 1,01(0,98-1,04) 0,703 NI
Etnia (branco) 0,37(0,11-1,23) 0,104 NI
Tipo de doador

_ 1,1(0,52-2,33) 0,810 NI
(falecido)
Incompatibilidade HLA 1,1(0,80-1,45) 0,654 NI

CKD-EPI na biopsia

_ ) 0,83(0,75-0,91) <0,001 0,84(0,77-0,92) <0,001
(ml/min/1,73m?)

Banff 2007

Sem rejeicao 1.0 NI

RAC 1,62(0,45-5,78) 0,458 NI

RMA 2,16(0,55-8,47) 0.269 NI

FI/AT 1,49(0,33-6,66) 0,603 NI
C4d positive 2,51(1,11-5,69) 0,028 2,24(1,02-5,17) 0,047
DSA positive 2,15(1,01-4,41) 0,048 1,79(0,84-3,83) 0,130
CD20 = 5 (céls/mm?) 1,05(0,49-2,25) 0,906 NI
CD138 = 5 (céls/mm?) 1,21(0,48-3,04) 0,682 NI

IC: Intervalo de Confianca; NI: ndo incluido no modelo de regressao; DSA: anticorpos
dador especifico; RAC= Rejeicdo Aguda Celular; RMA= Rejeicdo Mediada por Anticorpos;
FIAT=Fibrose Intersticial e/ou Atrofia Tubular
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Figura 1. (A) Infiltrado tubulo-intersticial de localizagdo periglomerular com
distribuicdo nodular, constituindo um agregado de células B CD20" (aumento
original 200x). (B) Infiltrado tubulo-intersticial de distribuigdo difusa constituido de

plasmoécitos CD138" (aumento original de 200x).
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Tempo pos-biopsia (meses)
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Figura 2. Evolugéo da creatinina sérica (mg/dl) do momento da biépsia do enxerto até o
desfecho (média de tempo de seguimento: 33+16 meses) de acordo com positividade para

C4d, DSA, CD20 e CD138.
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Figura 3. Sobrevida cumulativa do enxerto renal de acordo com a positividade

para C4d (A) e DSA (B).
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Capitulo 7. Consideragdes Finais
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A presenca da deposicdo de C4d em capilares peritubulares, associada as
concentracfes séricas detectiveis de anticorpo doador-especifico em pacientes
com disfuncdo do rim transplantado sao critérios indispensaveis para o diagnéstico
de rejeicdo mediada por anticorpos. Os anticorpos anti-antigeno leucocitério
humano (anti-HLA) previamente formados, e a producdo de novo de anticorpos
anti-HLA doador-especifico constituem um grande desafio imunoldgico
relacionado com rejeigcéo e risco de perda do enxerto. As células B desempenham
um papel chave na regulacdo do sistema imune através da acdo como células
apresentadoras de antigenos, cooperagdo com os linfécitos T e producdo de
anticorpos, contribuindo diretamente para o desenvolvimento da rejeicéo celular
e/ou humoral. Historicamente, o foco principal das pesquisas sobre células B no
transplante foi na fase final de diferenciacdo das células plasmaticas e seu papel
na rejeicdo mediada por anticorpos, com a producdo de DSA circulantes. Estudos
recentes descrevem o papel anticorpo-independente das células B, devido a
capacidade destas células secretarem citocinas e quimiocinas pro inflamatérias e
participarem na apresentagcdo de antigenos.

Neste cenario, o presente estudo teve como objetivo geral avaliar a
associacdo de marcadores imunolégicos de rejeicdo, como o C4d, células CD20+,
plasmdcitos CD138+ e os anticorpos doador especificos com o diagnostico
histopatolégico, a funcdo e a sobrevida do aloenxerto em receptores de
transplante renal. Os resultados do presente estudo permitem as seguintes

consideracgoes:
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. A fracdo do complemento C4d detectado por imunohistoquimica em

bidpsias do enxerto por indicacdo foi o Unico fator prognostico dentre os
analisados para pior funcdo e sobrevida do enxerto renal em trés anos de
transplante.

Pacientes com DSA circulantes pos transplante também apresentaram pior
sobrevida do enxerto, mas a funcéo renal no final do seguimento n&o diferiu
do grupo sem rejeicao ou daqueles com fibrose interstitical/atrofia tubular.

A positividade e a densidade dos linfécitos B CD20" no infiltrado celular das
biopsias do enxerto por indicacdo nao tiveram impacto sobre a evolucédo da
funcao e sobrevida do enxerto renal.

A positividade e a densidade dos plasmécitos CD138" no infiltrado celular
das biopsias do enxerto por indicacdo ndo tiveram impacto sobre a
evolucéo da fungéo e sobrevida do enxerto renal.

As células B predominaram na rejeicdo aguda celular, enquanto que o
nimero de plasmoécitos CD138" foi maior na rejeicdo mediada por
anticorpos.

A presenca de C4d nas biopsias correlacionou-se com a presenca de DSA
circulantes, assim como os DSA também se correlacionaram positiva e
significativamente com plasmécitos CD138".

Ndo houve correlagdo entre células CD20" e plasmdcitos CD138" nas

bidpsias do enxerto.

8. A auséncia de um ponto de corte pré estabelecido, a ser adotado para

definir positividade para células B — tanto linfécitos CD20" quanto plasmécitos

CD138" - na rejeicdo aguda do enxerto renal com disfuncdo pode ter
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produzido um viés no presente estudo, impedindo uma analise de progndstico

mais acurada.
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Capitulo 8. Anexos
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Anexo A. Protocolo de coleta de dados
DADOS DEMOGRAFICOS, CLINICOS E DO TRANSPLANTE RENAL:

Nome: Registro:

Idade: anos Sexo: ( )M ( )F Etnia: ( )B ()P
Data do transplante:___ /  /

Data da biépsia do enxerto:__ / /

Doador: Falecido ( ) Vivo relacionado ( ) Vivo néo relacionado ( )
Limitrofe ()
HLA: A/ ; B / ;Dr___,
Receptor: HLA: A/ ; B / ;Dr___,
Cross-matching: Pré Tx___ ; P6s Tx:
Anticorpos anti-HLA: Pos Tx: () positivo () negativo
Especificidade:

Infeccdo: CMV ( ); Hepatite B ( ); Hepatite C ( ); Polioma ( )

Tempo de isquemia fria:

Tempo de anomastose vascular:

Gestacoes prévias:

Transfusdes sanguineas:
Transplante:

DIE (dialise na primeira semana): ( ) Sim ( ) Nao
Imunossupresséo: Inducéo Manutengao:
Basilixmab ( ) Prednisona ( )
AC Anti-linfocitério Policlonal ( ) MMF/MES ( )
Globulina anti-timocitaria () Ciclosporina ()
OKT3 ( ) Tocrolimus ()

Rapamicina ( )

Rejeicdo aguda clinica: ( ) Sim ( ) Nao

Banff: Suspeita RA( ) IA( ) IB() HA() NIB() () Humoral ( ) NTA()
Toxidade CYA: Tacro( ) NCEI() NCEI() NCEII()

Creatinina sérica (mg/dl): 6 meses: ;1 ano: ; 2 anos: ; 3
anos: ; Ultima creatinina:
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Anexo B. Critérios morfoldgicos para a interpretacéo histopatoldgica de Banff 2007

INTEREPRETAQAO DA BIOPSIA RENAL

Nome:

N° Lamina:

AMOSTRA:

( ) Insatisfatéria — menos de 7 glomérulos e sem artérias

() Marginal — 7 glomérulos e 1 artéria

( ) Adequada 10 ou mais glomérulos com pelo menos 2 artérias

TUBULITE:

( ) t0: Nenhuma célula mononuclear

( ) t1:1 a4 cels por seccéo tubular ( ou por 10 cels tubulares)

( ) t2:5a 10 cels por seccéo tubular

() t3: > 10 cels por seccéao tubular, ou presenca de pelo menos 2 areas de
destruicdo da MTB acompanhada por i2/i3 e t2 em outro lugar da biopsia

ARTERITE:

( ) vO: Sem arterite

( ) vl: Leve a moderada arterite intimal ( com linfocitos/edema reduzindo o I[imen
em < 25%) em pelo menos 1 corte

() v2: Severa arterite intimal com pelo menos 25% de reducé&o luminal em pelo
menos 1 corte

() v3: Arterite transmural e/ou alteracao fibrindide arterial e necrose muscular lisa
da média com infiltrado linfécito no vaso.

*Indica infarto ou hemorragia interstical

INFLAMACAO INTERSTICAL:

() i0: Nenhuma ou < 10% infiltrado interticial em parénquima nao cicatrizado

( )il: 10 a 25% do parénquima inflamado

() i2: 26 a 50% do parénquima inflamado

() i3:>50% do parénquima inflamado

* Indica presenca de > 10% de eosinofilos, neutrofilos ou céls plasmaticas
(especificar qual)

GLOMERULITE:

() g0: Sem glomerulite

() gl: Glomerulite em menos de 25% dos glomérulos

() g2: Glomerulite segmentar ou global em 25 a 75% dos glomérulos

() g3: Glomerulite (basicamente global) em 75% dos glomérulos

ESPESSAMENTO HIALINO ARTERIOLAR

() ah0: Sem espessamento hialino PAS-positivo

( ) ahl: Leve a moderado espessamento hialino PAS-positivo em ao menos 1
arteriola

() ah2: Moderado a severo PAS- positivo espessamento hialino em mais de 1
arteriola

( ) ah3: Severo espessamento hialino em muitas artérias
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AUMENTO DA MATRIZ MESANGIAL:

() mmO: sem aumento da matriz mensagial

() mml: até 25% dos glomérulos ndo-escleréticos afetados (a0 menos moderado
aumento da matriz mensagial)

() mm2: 26 a 50% dos glomérulos ndo-esclerdéticos afetados (a0 menos
moderado aumento da matriz mensagial)

() mm3: mais de 50% dos glomérulos ndo-escleroticos afetados (a0 menos
moderado aumento da matriz mensagial)

CELULAS INFLAMATORIAS! EM CAPILARES PERITUBULARES:
() pctO: sem significante infiltrado de céls inflamatérias

() pctl: cpt corticais com 3 a 4 céls inflamatorias luminais

() pct2: cpt corticais com 5 a 10 céls inflamatdrias luminais

() pct3: cpt corticais com > 10 céls inflamatoérias luminais
INeutrofilos (polimorfonucleares), mononucleares

Acrescentar o simbolo * quando as céls forem somente linfocitos

CATEGORIA HISTOLGICA PELA CLASSIFICAQAO DE 2007:

Normal ( )

Rejeicdo mediada por anticorpos ( )

Suspeita de rejeicdo aguda mediada por células (borderline) ( )

Rejeicdo aguda celular: tipo IA( ) tipo IB () tipo HA( ) tipo 1B ( ) tipo I ()

Fibrose Intersticial e atrofia tubular sem evidéncia de etiologia especifica:
Graul () Graull () Grau lll ()

Arteriopatia crénica do enxerto ( )
Necrose tubular aguda ( )

Nefrotoxicidade por inibidor de calcineurina ()
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