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RESUMO

Base Tedrica: A biopsia renal protocolar (BRP) é utilizada para deteccdo de alteracbes
histopatoldgicas subclinicas do enxerto renal. Atualmente, com o0 avango nas terapias
imunossupressoras, a utilidade das BRP é questionada.

Objetivos: Avaliar se a realizacdo de bidpsias renais protocolares, no 3° més pds-transplante, em
pacientes considerados como de alto risco imunoldgico para perda do enxerto, levam a condutas
que possam proporcionar melhora na fungé@o e na sobrevida dos rins transplantados neste grupo

de pacientes.

Meétodos: Estudo longitudinal, prospectivo e controlado, executado na Unidade de Transplante
Renal do Servico de Nefrologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, tendo o suporte do
Servico de Imunologia e do Servico de Patologia do mesmo hospital. Foram realizadas biopsias
protocolares na 122 semana pés-transplante em pacientes de alto risco imunologico submetidos a
transplante renal. Nos fragmentos de biopsia foram avaliados aspectos de agressdo tecidual
imunologica (rejeicdes celular e mediada por anticorpos). A amostra foi constituida por 105
pacientes considerados como de alto risco imunologico, definido pela presenca de pelo menos um
dos seguintes critérios: (a) prova cruzada por Citometria de Fluxo (CF) positiva para linfocitos T
e/ou B pré-transplante, (b) reatividade calculada contra painel (cCPRA) superior a 50% para
antigenos de classe I e/ou Il do HLA humano ou (c) presenca de anticorpos contra antigenos
HLA do doador no soro pre-transplante do receptor. Os pacientes foram divididos em 2 grupos,
sendo um grupo submetido a bidpsia e avaliacdo ndo invasiva e outro a avaliacdo ndo invasiva.
Foram analisadas a incidéncia de alteracGes histoldgicas compativeis com rejeicdo, no grupo
submetido a bidpsia, a taxa de filtracdo glomerular estimada (eTFG) pela equacdo CKD-EPI,
proteinuria de 24 horas aos 6, 12, 18 e 24 meses ap0s o transplante e a sobrevida dos enxertos até
24 meses de seguimento, comparativamente, nos dois grupos. Foram realizadas andlises
descritivas com calculo da media e desvio padrdo para variaveis quantitativas paramétricas,
mediana e intervalo interquartilico para variaveis ndo paramétricas, e frequéncia/percentual para
variaveis categoricas.

Os dados longitudinais foram acompanhados até a perda do enxerto, ébito ou até 2 anos
de seguimento. Empregamos a analise GEE (Generalized Estimating Equation) para comparar
marcadores clinicos nos periodos de 6, 12, 18 e 24 meses entre 0S grupos.

Foram realizadas analises referentes aos dados do receptor, do doador e do transplante.

Foi utilizado o teste do Qui-quadrado ou exato de Fisher para variaveis categoricas cruzadas, bem

8



como testes ndo paramétricos de Mann-Whitney ou o teste de Kruskall-Wallis, conforme
apropriado.

Correlacdo de Spearman, foi utilizada para avaliagdo conjunta de variaveis quantitativas.
O nivel adotado para a significancia estatistica foi p < 0,05.

Resultados: Incluidos 53 pacientes no grupo bidpsia e 52 no grupo controle. A demografia dos
receptores, dos doadores e dados do transplante ndo apresentaram diferencas significativas entre
0s grupos, exceto pela maior compatibilidade em locus DR no grupo controle. Quatorze bidpsias
(26,4%) apresentaram resultados alterados, entre eles, 9,4% apresentaram IFTA superior a 20%,
7,5% capilarite peritubular com C4d negativo, 5,7% esclerose glomerular e 3,8% nefropatia por
Poliomavirus. Os resultados das biopsias ndo levaram a intervengdes terapéuticas. Nao houve
diferenca significativa entre os grupos quanto a sobrevida de enxertos e pacientes, na taxa de

filtraco glomerular ou na relagéo proteina/creatinina na urina no tempo de seguimento do estudo.

Conclusdo: Concluimos que a realizacdo de biopsias protocolares com os critérios utilizados no
presente estudo para a defini¢do de alto risco imunoldgico € atil na detecgéo precoce de alteracdes
histoldgicas do enxerto mas de utilidade limitada em propiciar terapias que possam impactar

positivamente a sobrevida do enxerto em medio e longo prazos.

Palavras chave: Transplante Renal, Biopsias protocolares, Rejeicdo Celular, Rejeicdo mediada
por Anticorpos, Transplante Renal de Alto Risco Imunoldgico.



ABSTRACT

Background: Protocol renal biopsy (PRB) is used to detect subclinical histopathological changes
in the renal graft. Currently, with advances in immunosuppressive therapies, the usefulness of
PRBs is questioned.

Objectives: To evaluate whether performing protocol kidney biopsies in the 3rd month post-
transplant in patients considered to be at high immunological risk for graft loss leads to measures

that can improve the survival of transplanted kidneys in this group of patients.

Methods: Longitudinal, prospective and controlled study, carried out at the Renal Transplant Unit
of the Nephrology Service of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre with the support of the
Immunology Service and the Pathology Service of the same hospital. Protocol biopsies were
performed in the 12th week post-transplant in patients at high immunological risk undergoing
kidney transplantation. Aspects of immunological tissue aggression (cellular and antibody-
mediated rejections) were assessed in the biopsy fragments. The sample consisted of 105 patients
considered to be at high immunological risk, defined by the presence of at least one of the
following criteria: (a) crossmatch by Flow Cytometry (FC) positive for T and/or B lymphocytes
pre-transplant, (b) calculated panel reactivity (cPRA) greater than 50% for human HLA class |
and/or 1l antigens or (c) presence of antibodies against donor HLA antigens in the recipient's pre-
transplant serum. Patients were divided into 2 groups, with one group undergoing biopsy and non-
invasive evaluation and the other only undergoing non-invasive evaluation. The incidence of
histological changes compatible with rejection were analyzed in the group undergoing biopsy, the
estimated glomerular filtration rate (eGFR) by the CKD-EPI equation, 24-hour proteinuria at 6,
12, 18 and 24 months after transplantation and the graft survival up to 24 months of follow-up,
comparatively, in both groups. Descriptive analyzes were performed with calculation of the mean
and standard deviation for parametric quantitative variables, median and interquartile range for
non-parametric variables, and frequency/percentage for categorical variables. Longitudinal data
were followed until graft loss, death, or up to 2 years of follow-up. We used GEE (Generalized
Estimating Equation) analysis to compare clinical markers at periods of 6, 12, 18 and 24 months
between groups. Analyzes were carried out regarding recipient, donor and transplant data. The
Chi-square test or Fisher's exact test was used for crossed categorical variables, as well as non-

parametric Mann-Whitney tests or the Kruskall-Wallis test, as appropriate. Spearman correlation
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was used to jointly evaluate quantitative variables. The level adopted for statistical significance
was p < 0.05.

Results: Fifty three patients were included in the biopsy group and 52 in the control group. The
demographics of recipients, donors and transplant data did not show significant differences
between the groups, except for greater compatibility at the DR locus in the control group. Fourteen
biopsies (26.4%) showed altered results, among them, 9.4% had IFTA greater than 20%, 7.5%
peritubular capillaritis with negative C4d, 5.7% glomerular sclerosis and 3.8% polyomavirus
nephropathy . Biopsy results did not lead to therapeutic interventions. There was no significant
difference between the groups regarding graft and patient survival, glomerular filtration rate or
urine protein/creatinine ratio during the study follow-up.

Conclusion: We conclude that performing protocol biopsies, with the definition of high
immunological risk utilized in the present study, is useful in the early detection of histological
changes in the graft but of limited usefulness in providing therapies that can positively impact

graft survival in the medium and long term.

Keywords: Kidney Transplant, Protocol biopsies, Cellular Rejection, Antibody-mediated

rejection, High Immunological Risk Kidney Transplantation.
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1.INTRODUCAO

O transplante renal é o tratamento de escolha para uma significativa por¢do dos
pacientes com perda cronica terminal da funcdo renal (1). No Brasil, atualmente, séo
realizados em torno de 5000 transplantes renais, em sua maioria com 6rgaos de doadores
falecidos (2). Na ultima década a incorporacao de novas tecnologias para a avalia¢do pré-
transplante tornou possivel que se estratifique com maior precisao os riscos imunologicos
ao sucesso dos transplantes. Calcula-se que em torno de 30 a 40% dos receptores de rins
de doadores falecidos sejam de alto risco. As tipagens moleculares dos antigenos HLA
(Human Leucocyte Antigens), tecnologias de provas cruzadas por citometria de fluxo
(CF) e avaliacdo da presenca de anticorpos anti-HLA pelo teste de reatividade contra
painel calculada (cPRA), assim como, e principalmente, a presenca no soro do receptor
do transplante de anticorpos anti-HLA (DSAs) especificos do doador, permitem que
esses pacientes sejam classificados em diferentes extratos de risco imunoldgico, quais
sejam: (a) altissimo risco (pacientes dessensibilizados); (b) alto risco (provas cruzadas
positivas por CF, cPRA elevado e presenca de DSAS); (c) risco padrdo (sem nenhuma
das condicdes previas) e (d) baixo risco (receptores HLA-idénticos e idosos) (3,4).

As biopsias protocolares de transplantes renais foram utilizadas por diversos
centros de exceléncia nas decadas de 1990 e 2000. Projetos prévios do grupo de pesquisa
em Nefrologia e Transplante Renal na Universidade Federal do Rio Grande do Sul
contemplaram a avaliacdo prospectiva das biopsias dos enxertos renais (5-8) e o
desenvolvimento de estratégias ndo invasivas para o diagndstico da rejeicdo de
transplantes renais em situacdes onde este diagndstico € muito dificil e trabalhoso.
Resultantes dos projetos foram publicados artigos em importantes revistas da
especialidade (9-12). Nesse periodo uma elevada incidéncia de rejeicdes sub-clinicas foi
evidenciada por essa abordagem. A seguir, a utilizacdo dos potentes regimes
imunossupressores contemporaneos tornou as bidpsias protocolares pouco Gteis. No
entanto, essa baixa utilidade clinica das biopsias protocolares foi evidenciada em estudos
que excluiram pacientes de alto risco imunoldgico e as recomendag6es das diretrizes em
realizarem-se bidpsias protocolares em pacientes de alto risco € apenas intuitiva, ndo

tendo sido testada em estudos clinicos (13-16).
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Dessa forma concebemos esse estudo com o objetivo de testar a utilidade das
bidpsias protocolares em uma coorte de pacientes transplantados renais de elevado risco

imunoldgico.
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2.REVISAO DA LITERATURA

2.1.Estratégias para localizar e selecionar as informacoes

A reviséo da literatura foi realizada com o objetivo de atualizar o conhecimento sobre a
realizacdo de biopsias renais protocolares desde o inicio da sua realizacdo, com relatos desde a
década de 1980 mas, principalmente, a partir da década de 1990 até a atualidade. A estratégia
de busca envolveu os seguintes bancos de dados: Pubmed/Medline, Scopus, Web of Science,
Embase (Elsevier) e Cochrane Central Register of Controlled Trials (CENTRAL). Foram

realizadas buscas através da combinag¢ao dos seguintes termos: “Kidney Transplantation”,

2

“Kidney Transplant”, “Renal Transplant”, “Kidney Graft”, “Protocol Biopsy” e “Protocol

Biopsies”, conforme a figura 1.

PubMed - 951 resultados(Kidney
Transplantation[mj] OR Kidney Transplant*[tiab] OR
Renal Transplant*[tiab] OR Kidney

Graft*[tiab]) AND ("protocol biopsy"[tiab:~2] OR
"protocol biopsies"[tiab:~2])

84 incluidos 867 excluidos

Embase — 83 artigos

('kidney transplantation'/exp/mj OR ('Kidney
Transplant*' OR 'Renal Transplant*' OR 'Kidney
Graft*'):ti,ab,kw) AND (protocol NEXT/2 biops*) 80 excluidos
AND [embase]/lim NOT ([embase]/lim AND
Imedlinel/lim)

.

14 incluidos

"

Web of Science Core Collection - 1294 resultados

. . TS=("Kidney Transplant*" OR "Renal Transplant*" .
25 incluidos <:| ( v ransp P 1269 excluidos

OR "Kidney Graft*") AND
TS=(protocol NEAR/2 biops*)

Scopus - 1017 resultados

¢

TITLE-ABS-KEY("Kidney Transplant*" OR "Renal
Transplant*" OR "Kidney Graft*") AND 1009 excluidos

TITLE-ABS-KEY(protocol Pre/2 biops*)

8 incluidos

Cochrane Central Register of Controlled Trials
(CENTRAL) - 245 resultados ID Search Hits

#1 MeSH descriptor: [Kidney Transplantation]
explode all trees 4442#2 "Kidney Transplant*" OR
"Renal Transplant*" OR "Kidney Graft*" 7226#3 #1 238 excluidos
OR #2 8983#4 protocol NEXT/2 biops* 390
#5 #3 AND #4 247

¢

7 incluidos

¢

138 incluidos

Figura 1: Estratégia de busca de revisdo bibliografica, conforme objetivos do estudo.
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2.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.2.1. Contexto atual

Atualmente, a doenca renal cronica (DRC) é patologia com elevada incidéncia e
prevaléncia (17,18). Dentre suas causas mais frequentes, podemos citar o Diabete Melito, a
Hipertensdo Arterial Sistémica, as glomerulopatias, as doengas cisticas renais, dentre outras (19).
Para os pacientes com faléncia irreversivel da funcdo renal, apresentam-se como opc¢des

terapéuticas a terapia dialitica e o transplante renal.

O transplante renal é atualmente o tratamento que proporciona a melhor sobrevida e
qualidade de vida para o paciente com DRC (1,20). O avanco na descoberta de novas terapias
imunossupressoras, 0 melhor entendimento sobre 0os mecanismos de rejeicdo e as descobertas
recentes na imunobiologia dos transplantes, com novos processos para tipificagdo dos antigenos
HLA e identificagdo e quantificacdo dos anticorpos anti-HLA, contribuiram fundamentalmente
para esse resultado (3,21-23). Como consequéncia destes avancos, houve uma expressiva melhora
da sobrevida de pacientes e enxertos entre o primeiro e o quinto anos pos-transplante (24,25), o

que ndo se identificou, entretanto, nos desfechos de longo prazo (26).

Dentre as causas de perda do enxerto renal, estdo as rejei¢cdes, tanto as mediadas por
anticorpos (humorais) como celulares, glomerulopatias, recorrentes ou de novo, fibrose
intersticial e atrofia tubular, infeccdo por Polioma virus e outras menos frequentes (27-29). A
contribuicdo exata dos episodios de rejeicdo, celulares ou humorais, agudas ou cronicas, nao esta
claramente estabelecida na literatura mas é, possivelmente, substancial, principalmente se
levarmos em consideracdo que muitos dos casos de atrofia tubular e fibrose intersticial (IFTA) e

glomerulopatia do transplante estdo associados a eventos imunologicos (30).
2.2.2. Conceito

Consideram-se episodios de rejeicdo aguda clinicamente manifestos a deterioracdo na taxa
de filtracdo glomerular associada a alteracGes histologicas especificas no material de bidpsia do
enxerto renal (31,32). Sua ocorréncia determina uma piora do progndéstico da sobrevida do

enxerto renal (33,34).

Rejeicdo subclinica se caracteriza pela presenca de alteragdes histologicas caracteristicas

de rejeicdo aguda no material de bidpsia renal na auséncia de deterioracdo na funcéo renal,
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podendo ser aguda ou cronica, celular ou humoral. O diagndstico se da apenas através de bidpsias
protocolares. (30,35).

2.2.3. Histoérico

A presenca de infiltrados inflamat6rios em bidpsias renais de pacientes com funcao renal
estavel foi descrita inicialmente em estudos da década de 1980 (36,37), sendo observado que a
persisténcia do infiltrado inflamatorio era associado ao desenvolvimento de fibrose intersticial e
perda do enxerto (37). Na década de 1990, Rush e colaboradores iniciaram uma série de estudos
com bidpsias protocolares, baseados no achado de IFTA severa em um paciente com funcéo renal
estavel, submetido a uma bidpsia por indicacdo, realizada antes da perda do enxerto. Com base
neles, os autores, além de cunharem o termo “rejei¢do subclinica”, comprovam a significativa
frequéncia de achados histologicos compativeis com rejeicdo celular em pacientes com funcéo
renal estavel, submetidos ao regime de imunossupressao da época, baseado em corticosteroide,
Azatioprina e Ciclosporina e afirmam a importancia da realizacdo de bidpsias de protocolo para
pesquisa destas alteracdes (35,38-40). Outros autores também documentaram a importancia da
realizacdo de bidpsias de protocolo para deteccao de alteracdes histologicas com possibilidade de
impacto na sobrevida dos enxertos (41-44). Estudos subsequentes demonstraram que o tratamento
das alteracdes subclinicas resultavam em reducédo dos episodios de rejeicdo aguda, reduziam a
ocorréncia de IFTA e proporcionavam melhor funcdo e sobrevida dos rins transplantados,
corroborando a importancia da realizacdo de biopsias protocolares em pacientes submetidos a

esquema de imunossupressdo baseado no uso de Ciclosporina (45,46).

O surgimento da preparagdo “Neoral” de Ciclosporina e a introducdo de Micofenolato
Mofetil em substituicdo a Azatioprina levaram a uma reducéo no nimero de episddios de rejeicdes
precoces (47,48) sem, no entanto, melhorar a sobrevida dos enxertos em 3 anos (48), comprovacao
justificada pelo achado de que esta mudanca no esquema de imunossupressao nao tinha efeito na
reducdo da frequéncia de rejeicdo subclinica entre 1 e 6 meses e que a realizacdo de biopsias
protocolares ainda tinha importancia uma vez que a deteccdo e tratamento das alteracdes

subclinicas tinha impacto positivo na sobrevida dos transplantes renais (45,49).

A substituicdo da Ciclosporina por Tacrolimus trouxe impacto significativo na reducdo da
ocorréncia de rejeicdes subclinicas (50-52). A incidéncia de rejeicao subclinica varia entre 2,6 e
25%, dentro do primeiro ano, em pacientes sob regime de imunossupressdo composto por
Tacrolimus e Micofenolato, sendo influenciada também pelo grau de incompatibilidades

(mismatches) dos antigenos HLA, momento em que a bidpsia de protocolo é realizada, uso de
20



terapia de inducdo com anticorpos policlonais e terapia imunossupressora de manutencéo (53—
55) tornando questionavel a realizacdo de bidpsias protocolares em todos o0s pacientes,
principalmente 0os com risco imunolégico baixo ou padrdo. A conversdo de tratamento
imunossupressor de manutencdo com retirada do inibidor de calcineurina (Tacrolimus ou
Ciclosporina) e introducdo de medicamentos inibidores da mTOR (Sirolimo ou Everolimo)
resultou em um aumento na incidéncia de rejeicao celular subclinica aguda e no surgimento de

anticorpos especificos contra antigenos HLA do doador “de novo” em diferentes estudos (56,57).

Atualmente, as opinides da comunidade cientifica se direcionam a realizacdo de bidpsias
de protocolo principalmente nos pacientes com alto risco imunolégico ndo havendo, entretanto,

estudos clinicos randomizados que demonstrem a necessidade de sua realiza¢éo (30,40,58-61).
2.2.4. A biopsia renal

As bidpsias renais percutaneas dos enxertos renais sao procedimentos seguros. Os dados
atuais apontam para uma baixa taxa de complicacdes maiores associadas a realizacao da bidpsia
renal, variando entre 0,4 e 1%. Pacientes anticoagulados, aqueles com rins intra-abdominais, rins
pediatricos em bloco e receptores obesos apresentam maior risco de complicacbes (33,62).
Entretanto, a reprodutibilidade das bidpsias protocolares tem sido questionada e na avaliacdo dos
seus resultados e da sua utilidade clinica, devem ser considerados, a alta variabilidade inter-
observador, 0 momento no curso do transplante em que a biopsia protocolar é realizada e a
utilizacdo de terapia de inducdo com anticorpos depletadores de linfocitos, que modulam o

sistema imune por tempo mais prolongado (5,63,64).

2.2.5. Rejeicdo celular subclinica

Assim como na rejeicdo celular aguda, a rejeicdo celular subclinica € uma resposta
aloimune, onde antigenos do doador sdo levados por células dendriticas (apresentadoras de
antigenos) as células T do receptor via 3 diferentes vias (direta, indireta e semidireta), levando a
ativacdo destas na presenca de sinais de co-estimulacdo, a sua diferenciacdo em subtipos como
Thl, Th2, Thl7 e células T reguladoras e a liberacdo de citocinas (30,65). A presenca de células
T reguladoras para FoxP3" parece exercer um papel protetor do enxerto. Isto é sugerido pela

observacdo de que, mesmo na presenca de IFTA, a sobrevida em longo prazo do enxerto se
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aproxima daquela que se observa em enxertos sem rejei¢do subclinica (66,67). Por outro lado a
presenca de macrdfagos no infiltrado se correlaciona a rejeigdo clinica e ao desenvolvimento de
fibrose intersticial (68-71). Varios estudos apontam para a importancia do diagnostico e
tratamento dos episodios de rejei¢do aguda subclinica para garantir melhor sobrevida dos enxertos
(34,72,73), e o significado da infiltracdo celular presente em bidpsias protocolares ainda foi alvo
de diversas investigacgdes (14,74,75). O mesmo pode ser dito em relacédo a presenca de infiltrados
limitrofes (borderline) nos quais a auséncia de tratamento esta associada a maior incidéncia de
fibrose e atrofia tubular, ocorréncia de rejeicGes celulares, maior taxa de desenvolvimento de DSA
“de novo” e piora na sobrevida de enxertos e pacientes (76). A analise da expressdo génica, nestas
situacOes, podera contribuir para um melhor entendimento sobre 0os mecanismos atuantes em cada

situacdo e seu manejo especifico (77,78).

A presenga de incompatibilidade no locus HLA-DR parece ter correlagdo direta com a
ocorréncia de rejeicdo subclinica. Estudos demonstram que o risco da presenca de alteracGes
subclinicas em bidpsias protocolares aumenta conforme o grau de incompatibilidade neste locus
(53,79). Também a ocorréncia de incompatibilidade em locus DQ esté associado a ocorréncia
aumentada de rejeicdo subclinica (80,81). Entretanto a incidéncia de rejeicdo associada a
incompatibilidade em DQ sofre influéncia do grau de incompatibilidade em locus DR (80).
Adicionalmente, Pacientes com incompatibilidade em locus DR/DQ teriam um maior risco de
desenvolvimento de DSA de novo com niveis de Tacrolimus inferiores a 5 ng/mL (82). Conforme
os critérios de Banff (83), as alteracGes histoldgicas encontradas nas bidpsias com rejeicao celular
subclinica, variam de Borderline a Banff 1A/IB. Banff IIA ou graus maiores de rejeicdo sdo
relativamente raros em pacientes com rejeicao subclinica. Isso provavelmente se deva ao fato de
que graus histologicos mais severos de rejeicao, e, portanto, de agressao ao enxerto, determinem
com maior frequéncia alterac6es de funcao renal, o que em geral leva a realizacdo de uma bidpsia
por indicacdo. Como consequéncia, a principal terapia para 0 manejo dos casos de rejei¢éo celular
subclinica sdo os corticosteroides. O uso de agentes depletadores, como timoglobulina, seriam
reservados para 0s menos frequentes e mais severos casos envolvendo arterite ou tubulite “t3”
(30).

Um sumario da classificacdo Banff (83) em uso atualmente encontra-se na Figura 2 abaixo.

Figura 2 - Classificagcdao de Banff 2019

Categoria 1: Bidpsia normal ou altera¢8es inespecificas
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Categoria 2: Alteragdes mediadas por anticorpos
Rejeicdo Mediada por Anticorpos ativa: Todos os 3 critérios devem ser preenchidos para o diagnéstico
1. Evidéncia histoldgica de leséo tecidual aguda, incluindo 1 ou mais dos seguintes:
*Inflamag&o microvascular (g > 0 e/ou ptc > 0), na auséncia de inflamac&o recorrente ou glomerulonefrite de novo, embora
na presenga de TCMR aguda, infiltrado limitrofe, ou infecgo, ptc =2 1 sozinho n&o é suficiente e g deve ser > 1
+Arterite intimal ou transmural (v > 0)°
*Microangiopatia trombdtica aguda, na auséncia de qualquer outra causa
*Les3o tubular aguda, na auséncia de qualquer outra causa aparente

2. Evidéncia de interagdo atual/recente de anticorpos com o endotélio vascular, incluindo 1 ou mais dos seguintes:
*Coloragao linear de C4d em capilares peritubulares ou vasa recta medular (C4d2 ou C4d3 por FI em sec¢des congeladas
ou C4d > 0 por IHQ em seccbes em parafina)

Inflamag&o microvascular pelo menos moderada ([g + ptc] 22) na auséncia de recidiva ou glomerulonefrite de novo,
embora na presenca de TCMR aguda, limitrofe infiltrado, ou infecgéo, ptc = 2 sozinho nao é suficiente e g deve ser 21
*Expressdo aumentada de transcritos/classificadores génicos no tecido da bidpsia fortemente associada a rejeicao
mediada por anticorpos, se validada minuciosamente

3. Evidéncia soroldgica de anticorpos especificos do doador circulante (DSA para HLA ou outros antigenos). Coloragédo C4d
ou expressao de transcritos/classificadores validados conforme observado acima no critério 2 pode substituir o DSA; no
entanto, testes de DSA completos, incluindo o teste para anticorpos ndo-HLA se o teste de anticorpos HLA for negativo é
fortemente recomendado sempre que os critérios 1 e 2 forem preenchidos

Rejeicdo Mediada por Anticorpos cronica ativa: Todos os 3 critérios devem ser preenchidos para o diagnéstico

1. Evidéncia  morfolégica de lesdo tecidual  cronica, inclundo 1 ou mais dos seguintes:
Glomerulopatia de transplante (cg > 0) se ndo houver evidéncia de MAT crénica ou cronica recorrente/de novo
glomerulonefrite;  inclui  alteragdes  evidentes apenas pela microscopia eletrbnica (ME) (CG1A)
Multicamadas graves da membrana basal capilar peritubular (ptcml1; requer ME)
Fibrose intimal arterial de inicio recente, excluindo outras causas; leucdécitos dentro da intima esclerética favorece a
rejeicdo mediada por anticorpos crénica se néo houver histéria prévia de rejeicdo mediada por células T, mas néo sédo
obrigatérios

2. Idéntico ao critério 2 para a rejeicdo mediada por anticorpos ativa, acima

3. Idéntico ao critério 3 para a rejeicdo mediada por anticorpos ativa, acima, incluindo forte recomendacéo para teste de DSA
sempre que os critérios 1 e 2 forem atendidos. Biépsias que preenchem o critério 1, mas ndo o critério 2, com
evidéncia atual ou prévia de DSA (pds-transplante) pode ser declarada como mostrando rejeicdo mediada por
anticorpos cronica, no entanto o DSA remoto ndo deve ser considerado para o diagnéstico de rejeicdo mediada
por anticorpos crdnica ativa ou ativa

ABMR cronica (inativa)
1. CG>0e/louPTCML grave (PTCML1)

2. Auséncia do critério 2 de interagcao de anticorpos corrente/recente com o endotélio

3. Diagnostico prévio documentado de rejeicdo mediada por anticorpos ativa ou cronica ativa e/ou prévia evidéncia
documentada de DSA

Coloragdo C4d sem evidéncia de rejeicdo: Todas as 4 caracteristicas devem estar presentes para o diagnéstico®
1. Coloragao linear de C4d em capilares peritubulares (C4d2 ou C4d3 por IF em cortes congelados, ou C4d > 0 por IHC em
secOes de parafina)

2. Critério 1 para rejeigcdo mediada por anticorpos ativa ou cronica ndo preenchida

3. Na&o ha evidéncia molecular para a rejeicdo mediada por anticorpos, como no critério 2 para rejeicdo mediada por
anticorpos ativa e cronica ativa

4.  Sem rejeicao mediada por anticorpos aguda ou crénica ativa, ou alterac6es borderline

Categoria 3: Borderline (Suspeito) para rejeicdo mediada por Células T aguda
Focos de tubulite (t1, t2 ou t3) com inflamagéao intersticial leve (11) ou tubulite leve (T1) com inflamagéo intersticial moderada-
grave (12 ou I3)

Sem arterite intimal ou transmural (v = 0)
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Categoria 4: Rejeicdo mediada por Células T
Rejeicdo mediada por Células T aguda

Grau IA: Inflamagao intersticial envolvendo >25% do parénquima cortical ndo esclerético (12 ou I13) com tubulite moderada (T2)
envolvendo 1 ou mais tdbulos, ndo incluindo tGbulos gravemente atréficos®

Grau IB: Inflamagéo intersticial envolvendo >25% do parénquima cortical ndo esclerético (I2 ou 13) com tubulite grave (T3)
envolvendo 1 ou mais tdbulos, n&o incluindo tibulos que sdo severamente atréficos®

Grau IIA: arterite intimal leve a moderada (v1), com ou sem inflamacé&o intersticial e/ou tubulite

Grau |IB: Arterite intimal grave (v2), com ou sem inflamacao intersticial e/ou tubulite

Grau IlI: Arterite transmural e/ou necrose fibrinoide arterial envolvendo a regido medial Masculo liso com arterite intimal de células
mononucleares (V3) associada, com ou sem inflamag&o intersticial e/ou tubulite

Rejeicdo mediada por Células T cronica ativa®

Grau IA: Inflamagéo intersticial envolvendo >25% do parénquima cortical esclerético (i-IFTA2 ou i-IFTA3) E > 25% do parénquima
cortical total (ti2 ou ti3) com tubulite moderada (2 ou t-IFTA2) envolvendo 1 ou mais tabulos, néo incluindo tabulos gravemente
atroficos®; outras causas conhecidas de i-IFTA devem ser excluidas

Grau IB: Inflamagéo intersticial envolvendo >25% do parénquima cortical esclerético (i-IFTA2 ou i-IFTA3) E > 25% do parénquima
cortical total (ti2 ou ti3) com tubulite grave (t3 ou t-IFTA3) envolvendo 1 ou mais tabulos, ndo incluindo tabulos gravemente atréficos;
outras causas conhecidas de i-IFTA devem ser excluidas

Grau II: Arteriopatia cronica do enxerto (fibrose intimal arterial com mononucleo inflamagédo celular na fibrose e formacdo da
neointima). Isso também pode ser uma manifestacdo de rejeicdo mediada por anticorpos cronica ativa ou crénica ou rejeigdo
mediada por anticorpos/rejeicdo mediada por Células T mista

Categoria 5: nefropatia por poliomavirus'
PVN Classe 1
PVL1eClO-1

PVN Classe 2
pvli1leci2-30U
pvl 2 eci0-3 0U
pvi3 eciO-1

PVN Classe 3
PVL3eCl 2-3

2 Os escores individuais das les6es de Banff estdo definidos na Tabela 5, recomendando-se que sejam incluidos no laudo
da biépsia.

b Deve-se notar que essas lesdes arteriais podem ser indicativas de rejeicdo mediada por anticorpos, rejeicdo mediada por
Células T ou mista mediada por anticorpos/mediada por Células T. As lesGes em "V" e a arteriopatia cronica do enxerto
sao pontuadas apenas em artérias com média continua com camadas de musculo liso 22.

¢ A significancia clinica desses achados pode ser bastante diferente nos enxertos expostos aos anticorpos anti-grupo
sanguineo (aloenxertos ABO-incompativeis), onde ndo aparecem ser prejudicial ao enxerto e pode representar
acomodacéo. No entanto, com anti-HLA anticorpos, tais lesdes podem evoluir para rejeicdo mediada por anticorpos
cronica, e mais dados de desfecho sao necessérios.

4 Os tabulos severamente atréficos sdo definidos como tendo cada uma das 3 caracteristicas: diametro <25% de ttbulos
ndo afetados ou minimamente afetados na mesma bidpsia, um epitélio com aspecto indiferenciado, cuboidal ou achatado
e enrugamento e/ou espessamento pronunciada da membrana basal tubular.

¢ Foi sentido pela maioria dos participantes da reunido de Banff 2019 que o relato de rejeicdo mediada por Células T crénica
ativa deve ser acompanhada por um segundo diagndstico de rejeicado mediada por Células T Borderline ou aguda (com
grau adequado) quando os critérios para ambos os diagnoésticos séo preenchidos.

fUma amostra adequada para tal pontuagio deve incluir 2 biopsias e conter medula. A NPV pode coexistir com a rejei¢éo
mediada por anticorpos ou com a rejeicdo mediada por Células T graus 2 ou 3.

Extraido de Loupy, The Banff 2019 Kidney Meeting Report, American Journal of Transplantation, 2020.
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2.2.6. Rejeicao Subclinica mediada por anticorpos

As rejeicOes mediadas por anticorpos estdo entre as principais causas de perda de enxerto,
sendo muito associadas a episddios de ndo-aderéncia a terapia imunossupressora (27,28). Nesta
situacdo, observa-se a presenca de anticorpos especificos contra antigenos HLA do doador um
elemento diagndstico da rejeicdo humoral, embora a mesma também possa ser diagnosticada na
auséncia detectavel de tais anticorpos (84-87). Observa-se uma correlagdo entre a ocorréncia de
rejeicdo subclinica celular aguda (RSCA) e o surgimento de DSA, podendo ocorrer
simultaneamente ou com formagdo de anticorpos logo antes ou depois da ocorréncia de RSCA
(30,64,88,89). A rejeicdo humoral subclinica é definida na classificacdo de Banff pela presenca
de lesdo tecidual, evidéncia de interacdo recente ou atual entre anticorpos e endotélio e presenca
de anticorpos especificos contra os antigenos HLA do doador ou outros antigenos (83)

A ocorréncia de disfungdo do enxerto e/ou proteindria superior a 500 mg/24, na
concomitancia dos critérios acima descritos leva ao diagnostico da rejeicdo mediada por
anticorpos. Entretanto, na auséncia das manifestacdes clinicas, este diagndstico somente pode ser
feito através de bidpsias de protocolo, as quais sao em geral realizadas em centros transplantadores
que utilizam protocolos de dessensibilizacdo pré-transplante ou quando existe DSA pre-
transplante conhecido. A realizacdo de biopsias nos pacientes apos a deteccdo do surgimento de
DSA “de novo” é uma pratica menos rotineira, de qualquer maneira, nesta situacdo, a biopsia
passaria a ser classificada como bidpsia “por indicagdo” ¢ ndo “protocolar” (58). Entretanto, a
presenca de alteracGes histopatoldgicas compativeis com rejeicdo humoral é grande neste grupo
de pacientes mesmo naqueles com funcéo renal estavel (90). As rejeicGes humorais subclinicas
podem ser classificadas em: (a) Tipo 1, quando associadas a presenca de DSA pré-transplante e,
(b) Tipo 2, quando ha formagdo de DSA “de novo”, apds o transplante. As rejeigdes tipo 1 se
associam mais a presenca de DSA de classe I, estdo menos relacionadas a episddios de rejeicdo
celular e a deteccdo de lesbes de cronicidade na bidpsia, ocorrem mais cedo e carregam um
prognostico melhor que as do tipo 2, as quais estdo mais associadas a anticorpos de classe 1l e a
episodios de rejeicdo celular, em geral com mais lesdes crénicas na bidpsia, com ocorréncia mais
tardia e com pior prognostico do que as do tipo 1 (91,92). A presenca de alterac6es inflamatorias
em bidpsias de protocolo realizadas aos 3 meses pos-transplante, € um fator de mau prognostico
para o desenvolvimento de padréo histologico compativel com rejeicdo mediada por anticorpos

crbnica-ativa (93).
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Vérios estudos demonstram a presenca significativa de rejeicdo humoral subclinica em
pacientes com DSA pré-transplante em bidpsias de protocolo realizadas em diferentes periodos
pos-transplante. Gloor e colaboradores encontraram cerca de 22% de alteragdes compativeis com
glomerulopatia do transplante (cg) em pacientes transplantados com prova-cruzada (cross-match)
positivo em relacdo a pacientes transplantados com incompatibilidade ABO e pacientes com risco
imunolégico convencional (94). Hass e cols analisaram 34 pacientes dessensibilizados pré-
transplante, entre estes, dez realizaram bidpsias entre oito e 363 dias pds transplante. Tais bidpsias
apresentaram achados de rejeicdo humoral subclinica. Bidpsias de seguimento, realizadas cerca
de um ano apos a primeira, mostraram frequéncia de alteragdes associadas a cronicidade, pelos
critérios de Banff, significativamente maiores do que nos 24 pacientes que nao tiveram rejei¢do
humoral subclinica diagnosticada (52). Lerut e colaboradores acompanharam 53 pacientes com
bidpsias protocolares realizadas no 3° més e 1 ano pos-transplante, sendo que capilarite peritubular
foi identificada em 5. Destes, 3 apresentaram critérios histologicos de rejeicdo humoral crénica
nas bidpsias de 1 ano, sugerindo que a presenca desta alteracdo em biopsias protocolares no 3°
més poés-transplante pode ser um fator preditivo importante para o desenvolvimento de lesdes
histoldgicas cronicas (95). Loupy e colaboradores compararam 54 pacientes com DSA pre-
transplante, dessensibilizados no momento do transplante com Imunoglobulina Humana
intravenosa (IVIG) com ou sem Rituximab, com 84 pacientes sem DSA. Bidpsias de protocolo
realizadas no 3° més pos-transplante mostraram, entre os pacientes com DSA positivo, 31% com
rejeicdo humoral subclinica C4d* e 49% C4d". Os pacientes com rejeicdo mediada por anticorpos
subclinica apresentaram maior frequéncia de lesdes de cronicidade, pelos critérios de Banff, em
bidpsias de seguimento realizadas 1 ano ap6s o transplante, tendo também apresentado menor
taxa de filtracdo glomerular e presenca de DSA contra antigenos HLA de classe 11 com maior
MFI do que os pacientes sem rejeicdo (96). Orandi et al. compararam 77 pacientes com rejeicao
mediada por anticorpos subclinica (70 com DSA pré-transplante e 2 com incompatibilidade ABO)
submetidos a biopsia em um tempo médio de 29 dias pos-transplante, com 142 pacientes com
rejeicdo humoral clinica e 2097 controles sem rejeicdo. Os pacientes com rejeicdo humoral
subclinica tiveram risco relativo de perda de enxerto em 5 anos de 2,15 vezes quando comparado
ao grupo sem rejeicdo mas nao diferente do grupo com rejeicdo humoral clinica. Ainda, 0s
pacientes com rejeicao subclinica tratados tiveram um risco de perda de enxerto ndo diferente dos
pacientes do grupo controle (97). Contrariamente, Senev et al. analisaram 924 pacientes
transplantados, dos quais 107 apresentavam DSA pré-transplante. Destes, 56 tiveram resolucéo
do DSA mesmo sem tratamento. Os pacientes nos quais 0 DSA persistiu foram principalmente

aqueles com MFI mais alto e os com anticorpos anti-DQ. A sobrevida dos enxertos em 10 anos
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foi significativamente menor naqueles pacientes nos quais houve persisténcia do DSA, comparado
aos pacientes nos quais houve desaparecimento do DSA ou naqueles sem DSA prévio. A presenca
de rejeicdo humoral subclinica nos pacientes com resolugdo espontanea do DSA ndo determinou
impacto na sobrevida dos enxertos, sugerindo que seria a persisténcia do DSA pré-transplante e
ndo a deteccdo de rejeicdo o fator com maior influéncia na perda de enxerto (86).

Do ponto de vista do manejo terapéutico, permanece sob investigacdo a indicacdo de
terapia para reducdo de anticorpos, usualmente com plasmaferese associada a infusdo de
imunoglobulina humana, para o tratamento de rejeicdo humoral subclinica, especialmente com
DSA preexistente, o qual pode ter suas taxas reduzidas espontaneamente. Se os titulos do DSA
prévio estiverem aumentando e ha presenca inquestionavel de inflamacdo microvascular e outras

injdrias teciduais, a recomendacdo seria de iniciar tratamento parece mais justificada (58).

O surgimento “de novo” de anticorpo especifico contra os antigenos HLA do doador
constitui fator de risco importante para o aparecimento de inflamag&o microvascular e reducéo da
sobrevida do enxerto. O grau de incompatibilidade no locus DR e méa-aderéncia ao tratamento,
com desenvolvimento de rejeicdo celular aguda séo fatores progndsticos importantes para o
desenvolvimento “de novo” de DSA (88,98,99). Dados da literatura apontam para a importancia
da realizacéo de biopsias logo apds a detecgdo de novos anticorpos anti-HLA do doador e cerca
de um ano apos, devido a elevada frequéncia da deteccdo de rejeicdo humoral subclinica nestes
pacientes associada ou ndo a presenca de rejeicdo celular aguda, com impacto importante na
sobrevida do enxerto devido a progressdo muitas vezes rapida para lesdes cronicas, conforme os
critérios de Banff (83,100-102). Importante assinalar que nem todos os anticorpos especificos
contra a tipagem HLA do doador, detectados apos o transplante, sdo deletérios (103). Fatores
como titulo, MFI maximo ou a soma dos MFI dos anticorpos, capacidade de fixacdo do
complemento, classe, e locus do antigeno, especificidade, forca e subclasse de 1gG sdo elementos
que influenciam na capacidade do anticorpo em desencadear o processo inflamatorio
endovascular (3,104-106). Novamente, do ponto de vista terapéutico, ndo se indica tratamento
quando uma rejeicdo humoral subclinica crdnica ou crbnica-ativa é encontrada, devendo-se
avaliar a aderéncia ao tratamento. A concomitancia de rejeicdo celular deve ser tratada,

especialmente se ha formacdo de novo DSA (58).

A presenca de alteragdes histologicas compativeis com rejeicdo mediada por anticorpos
na auséncia de DSA detectavel gera controvérsia na literatura. Sablik et al. avaliaram 41 pacientes

com glomerulopatia do transplante em bidpsias por indicacdo, 17 com DSA positivo e 24 sem,
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ndo havendo diferenca significativa entre os grupos quanto aos achados histologicos, condi¢es
clinicas de base, perda de funcdo e sobrevida do enxerto (85). Parajulli et al. compararam 25
pacientes com rejeicdo humoral sem DSA com 155 com DSA e rejeicédo e 228 com DSA mas sem
rejeicdo. Os autores ndo observaram diferencas entre 0s grupos com e sem DSA mas com rejeicéo
e ambos tiveram desempenho pior em termos de taxa de filtracdo glomerular e sobrevida do
enxerto quando comparados aos pacientes com DSA mas sem rejeicdo (84). Entretanto, Senev e
colaboradores estudaram 208 pacientes com diagndstico de rejeicdo humoral por bidpsia, sendo
que 45% dessas eram protocolares. Destes, 123 ndo apresentavam DSA detectavel e tiveram
sobrevida do enxerto similar aos controles sem rejeicdo e significativamente melhor do que os
pacientes com DSA detectavel (86). Callemeyn et al, em estudo multicéntrico, encontraram 26
pacientes sem DSA, dentre 56 pacientes com rejeicdo mediada por anticorpos biopsiados, sendo
35,7% dos casos por protocolo. Apesar de ndo haver diferenca entre 0s grupos em relacdo a
expressdao génica pela analise de RNA e ao infiltrado leucocitario presente nas amostras, 0 grupo
de pacientes com DSA apresentou risco significativamente maior de perda do enxerto (107).

Estudos prévios sugerem que anticorpos contra antigenos ndao-HLA também possam
contribuir para desenvolvimento de rejeicdo com redugdo na sobrevida do enxerto. Chamados
usualmente de anticorpos anti-celulas endoteliais, poderiam causar lesdo sozinhos ou em
associagdo com anticorpos anti-HLA. Podem se desenvolver antes ou ap0s o transplante e os
antigenos correspondentes sdo expressos no endotélio do aloenxerto. Podem ser polimérficos e
capazes de desencadear uma resposta aloimune como as proteinas A e B relacionadas a cadeia do
Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH) classe | (MICA e MICB), glutationa-S-
transferase T1 e queratina 1. Eles também podem ser ndo-polimorficos (autoantigenos), incluindo
0 receptor tipo 1 da Angiotensina Il, vimentina, agrina e peroxisomal-trans-2-enoyl-coenzima a
redutase. Ainda ndo ha consenso na literatura sobre o papel dos anticorpos ndo-HLA no
desenvolvimento de rejeicdo humoral ou sobre a necessidade de inicio de tratamento visando
reducdo dos titulos destes anticorpos durante episodios de rejeicdo aguda, principalmente quando
ndo had DSA detectado (108,109). Também existem relatos de resultados de estudos genbmicos
avaliando a associacdo de polimorfismos de nucleotideos Unicos ndo sinénimos (nsSNPS)
envolvendo proteinas ndo-HLA com desfechos do enxerto renal. Os anticorpos contra muitos
antigenos ndo-polimarficos tem sido considerado auto-anticorpos. Entretanto, quando nsSNPs e
seus epitopos resultantes sao expressos no tecido do doador mas ausentes no receptor, eles podem

atuar como aloantigenos e seus respectivos anticorpos, aloanticorpos. Estudos demonstram que
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incompatibilidades (mismatches) de aminoéacidos de proteinas transmembrana estdo associados a
taxas de filtragdo glomerular menores (58,110,111).

2.2.17. Métodos “nao invasivos” de deteccio de rejeicao:

Vérios métodos ndo invasivos tem sido testados objetivando o diagnéstico de episddios de
rejeicdo clinica ou subclinica bem como sua monitorizacdo ap0s tratamento sem necessidade de
bidpsia. Tais métodos incluem biomarcadores moleculares, andlise da expressao génica no
sangue, urina ou no tecido, biomarcadores protedmicos séricos e a pesquisa de fragmentos do

DNA do doador no sangue do receptor.

A pesquisa e amplificagdo de mRNA como miR-21 e Granzima A, a determinac¢do dos
niveis de quimiocinas como CXCL 9 e CXCL 10 e a pesquisa e quantificacdo de metabolitos na
urina, tem sido associados a episddios de rejeicdo celular aguda ou subclinica, rejeicdo mediada
por anticorpos, ainda que subclinica, infeccdo por polioma virus e presenca de tubulite mesmo
subclinica. O uso desta ferramenta ainda necessita comprovacdo com estudo prospectivo
multicéntrico com grande nimero de pacientes para sua validagdo e uso em pacientes com

suspeita de rejeicdo celular subclinica (30,77,112-118).

A avaliacdo da expressdo génica, usando testes moleculares no sangue ou no tecido renal
tem sido estudada para aprimorar a deteccdo da rejeicdo. Lipman e colaboradores observaram
aumento da expressdo de genes de ativacdo imune em bidpsias de pacientes com rejeicao
borderline e aguda subclinicas (119). Aquino-Dias e colaboradores demonstraram elevada
correlacdo da expressao génica nos compartimentos sangue, urina e tecido renal de pacientes em
disfuncao inicial do enxerto renal (9). Sarwal et al identificaram, em pacientes com disfuncao do
enxerto, através da analise da expressao génica, ao menos 3 subtipos distintos de rejeicdo aguda
que, embora indistinguiveis do ponto de vista histologico, tinham marcadas diferencas na ativacao
imunoldgica e na proliferacdo celular, sendo que a analise imuno-histoquimica demonstrou
associacgdo entre um denso infiltrado de células B CD 20+ e resisténcia clinica a glicocorticéides
e perda de enxerto (120). Hrubéa e colaboradores analisaram a expressao génica em tecido renal
de 28 pacientes biopsiados por indicacdo e protocolarmente aos 3 meses pos-transplante,
encontrando diferencas na expressao génica entre pacientes com alteracoes clinicas e subclinicas
apesar do mesmo aspecto histoldgico de rejeicdo borderline (121). Desvaux et al. em uma analise
de 43 biopsias de enxertos renais, quantificaram a expressdo de mRNA para Granzima B, Fas
ligante, interferon gama e interleucinas 4 e 6, mostrando que a expresséo do gene da Granzima B

provou ser confidvel na deteccdo de rejeicdo aguda, tanto quanto a avaliagdo histolégica e que a
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quantificagdo simultanea aumentada do mRNA para Fas ligante se associa a piores desfechos
(122). Hoffmann e colaboradores demonstraram que a expressdo génica em pacientes com
rejeicdo subclinica era semelhante ao dos com rejeicdo clinica mas expressos em menor grau
(123). Roedder et al. relataram que a analise da expressdo de um conjunto de 17 genes através da
realizacdo de RT-PCR em sangue poderia prever o desenvolvimento de rejeicdo aguda até 3 meses
antes da deteccéo por biopsia (124). Crespo e colaboradores obtiveram maior capacidade preditiva
da ocorréncia de rejeicao subclinica celular e humoral em bidpsias protocolares no 6° més pos-
transplante quando foi utilizada a analise da expressdo de um conjunto de 17 genes juntamente
com o teste ELISPOT (donor reactive enzyme linked immunosorbent spot) para interferon y"(IFN-
y) (125). Einecke et al. analisaram a expressdo de um conjunto de 30 genes em 105 bidpsias renais
realizadas por disfungdo ou proteindria em pacientes com um tempo de transplante entre 1 e 31
anos. Os genes associados a faléncia do enxerto eram relacionados a injuria tecidual,
remodelamento e desdiferenciacdo epitelial com pequena sobreposicdo aos genes associados a
rejeicdo. Os autores sugerem que o escore de risco molecular proposto seria superior aos achados
histopatoldgicos e laboratoriais para predicdo de perda de enxerto (126). O’Connell e
colaboradores analisaram a expressdo génica em 159 biopsias realizadas protocolarmente no 32
més pos-transplante e correlacionaram com o desenvolvimento de lesdes histopatologicas de
cronicidade em bidpsias realizadas aos 12 meses, conseguindo identificar um conjunto de 13
genes associados ao desenvolvimento de fibrose, o que possibilitaria a identificacdo dos pacientes
com maior risco de perda de enxerto aos 3 meses seguidos ao transplante, sem lesdes histologicas
de cronicidade e com possibilidade de mudanca na terapia imunossupressora na tentativa de evitar
a evolucdo para fibrose (127). Ainda, a anélise da expressdo génica em pacientes com alteracdes
borderline e variados graus de fibrose em tecido integro ou fibrotico pode auxiliar na identificacdo
daqueles pacientes com maior risco de progressdo para perda do enxerto (78). Os pacientes com
rejeicdo subclinica teriam um perfil de transcricdo génica de injuria imunoldgica de menor
magnitude do que os pacientes com rejeicdo clinica (128) e mesmo pacientes sem diagndstico de
rejeicao pelos critérios atuais, clinico e histopatoldgico, podem apresentar transcritos moleculares
sugestivos de rejeicao (129). Também, pela avaliacdo do perfil molecular, foi observado por
Modena et al., que a maioria das 81 biopsias que mostravam fibrose intersticial e atrofia tubular
(IFTA) de um total de 234 analisadas, apresentavam injaria imune mediada em andamento ou
rejeicdo cronica que foram detectadas de forma mais sensivel pela analise da expressdo génica.
Esse perfil molecular das biopsias se correlacionou com perda futura do enxerto mesmo em

bidpsias sem inflamacdo histologica (130).
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O estudo de “Genes Expression Profiles — GEPs”, ou seja, a determinacdo do perfil da
expressao génica em amostras de sangue periférico é outra ferramenta ndo invasiva que esta em
desenvolvimento. Friedewald e colaboradores correlacionaram a expressédo génica em amostras
de sangue periférico pareadas com a realizacdo de bidpsias de protocolo. A anélise demonstrou
um alto valor preditivo negativo e um valor preditivo positivo menor, o que possibilitaria a ndo
realizacdo de bidpsias protocolares em pacientes com risco baixo por esta analise (131).
Christakoudi et al. analisaram a expressédo de 22 genes associados a rejeicdo celular em amostras
de sangue periférico. Sinais moleculares da rejeicdo celular foram identificados cerca de 7

semanas antes da disfungdo e da decorrente bidpsia diagnéstica (132).

Zhang e colaboradores identificaram um conjunto de 17 genes cuja expressdo detectada
em amostras de sangue periférico apresentou forte correlagdo com a presenca de rejeicédo
subclinica em bidpsias protocolares realizadas aos 3 meses pos-transplante, identificando
pacientes com alto risco para rejei¢des clinicas mais tardias e perda do enxerto (133). Van Loon
et al analisaram a expressao de um conjunto de oito genes em sangue periférico que demonstrou
boa acurécia diagndstica para rejeicdo mediada por anticorpos tanto previamente quanto durante

0 episadio de rejeicao, no primeiro ano pds transplante ou mais tardiamente (134).

A presenca de niveis elevados de Interferon gama (IFN-y) avaliada pela técnica ELISPOT
tem sido associada a episddios de rejeicdo. Pacientes com baixa frequéncia de células produtoras
de IFN- y'no periodo pos-transplante imediato seriam geralmente livres de episddios de rejeicéo
aguda e exibiriam excelente funcdo aos 6 e aos 12 meses enquanto niveis elevados de reatividade
precoce, inclusive pré-transplante, avaliados por este método indicariam um maior risco de
disfuncdo crénica do enxerto (135,136). Entretanto, o teste ELISPOT para rejei¢do de transplante
ndo foi padronizado e permanece um teste que demanda intenso trabalho. Portanto, a utilidade do
ELISPOT na prética clinica permanece questionavel e ndo tem sido correlacionado com rejeicao
subclinica (30).

A detecgdo de DNA livre, derivado do doador, “donor derived cell free DNA (ddcfDNA)
em sangue ou urina é outra opcao que se apresenta para diagnostico ndo invasivo de rejeicao,
inclusive subclinica. E possivel diferenciar ddcfDNA do DNA livre proveniente do receptor em
sangue e urina sem a necessidade de genotipagem tanto do receptor quanto do doador. Elevados
niveis de ddcfDNA traduzem injdria ao enxerto renal que pode ser secundario a episddios de
rejeicdo, infeccdo, necrose tubular aguda mas também pode ser encontrado em pacientes estaveis

com histologia normal. Sua sensibilidade é maior para rejeicdo mediada por anticorpos e niveis
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normais ndo afastam, mas diminuem a probabilidade de rejeicdo celular. A monitorizacdo de
pacientes estaveis pode permitir a deteccdo precoce de rejeicdo subclinica mas a eficécia desta
abordagem ainda permanece por ser determinada. Niveis normais ndo devem evitar a realizacdo
de biopsias protocolares programadas. Embora essa técnica seja utilizada na rotina clinica, em
especial no Estados Unidos, a sua validacdo em estudos clinicos controlados e randomizados
robustos € necessaria para a avaliacdo mais segura da aplicabilidade e do custo beneficio desta
técnica no contexto da rejeicdo, especialmente levando-se em consideracdo o seu elevado custo
de realizagdo (137,138).

Portanto, no momento atual, na pratica assistencial e mesmo na pesquisa translacional ou
clinica, a bidpsia renal continua sendo o padréo-ouro para o diagndstico das causas de disfuncdo
dos enxertos renais. Os métodos nao invasivos de alto valor preditivo podem, no momento, ser
utilizados para diminuir a frequéncia das biopsias em determinados contextos e conjuntamente
com as informacgdes fornecidas pela bidpsia, serem utilizados para o melhor entendimento dos

processos em andamento no rim transplantado.
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3.MARCO CONCEITUAL DO ESTUDO

Doenga Renal Cronica é patologia
com elevada incidéncia e
prevaléncia na populagdo em geral

Transplante Renal é o tratamento
de escolha para a DRC com melhor
sobrevida e qualidade de vida

|"

entretanto “pool” de doadores é

baixo

Novas drogas imunossupressoras
melhoraram os desfechos de curto
prazo permanecendo inalterados
os de longo prazo

Necessidade
de melhorar
os desfechos
de longo pra-
zo de
transplantes
renais

Figura 3. Marco conceitual do estudo.

Rejei¢bes sub-
clinicas tém
importante im-
pacto na so-
brevida dos
enxertos re-
nais e podem
ser detectadas
no 32 més pds-
transplante

Biopsias Renais protocolares
realizadas por volta do 32 més
pos-transplante pode melhorar
os desfechos de longo prazo de
transplantes renais através da

detecgdo e tratamento de
rejeicdes subclinicas.
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4. JUSTIFICATIVA

Em face da utilidade das bidpsias protocolares em estudos prévios, ao substancial
encurtamento de sobrevida e perda de funcdo de enxertos observados em pacientes de alto risco
imunolégico, e ao fato de que tais pacientes ndo terem sido incluidos de forma representativa em
estudos que empregaram bidpsias protocolares, torna-se importante estudar seu papel em uma
coorte de pacientes com alto risco e avaliar o impacto, nos desfechos relacionados a funcao e
sobrevida dos transplantes, que o conhecimento e tratamento dos achados que as bidpsias renais
protocolares possam proporcionar.
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5. OBJETIVOS

5.1.0bjetivo primario

Avaliar a incidéncia de rejeicbes sub-clinicas, celulares e mediadas por anticorpos, em bidpsias
protocolares realizadas em pacientes de elevado risco imunolégico, submetidos a transplante

renal.

5.2.0bjetivos secundarios

-Avaliar se os achados das biopsias protocolares levam a procedimentos terapéuticos que visem

a preservacdo dos enxertos renais;

-Avaliar se as intervencdes decorrentes das informacbes advindas das bidpsias protocolares
resultam em melhores desfechos dos enxertos em termos de taxas de filtracdo glomerular,

proteinuria e sobrevida de enxertos.
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6.MATERIAIS E METODOS

6.1. Desenho do Estudo: Estudo longitudinal, prospectivo e controlado.

Figura 4. Desenho do estudo.

eTFG - CKD-EPI, relagdo

proteina/creatinna urinaria

351 pacientes 53 pacientes avaliados

transplantados por biopsia e analise

Sobrevida de enxertos e pacientes

nao invasiva

renais

Manutengdo /surgimento de DSA

105 pacientes
com elevado

risco

imunolégico 52 pacientes avaliados proteina/creatinina urindira

elegiveis L
apenas pela analise

nao invasiva

/ eTFG - CKD-EPI, relagdo

Sobrevida de enxertos e pacientes

Manutengdo/surgimento de DSA

6.2. Local de realizacdo e periodo de alocacdo: Servico de Nefrologia, Unidade de Transplante
Renal e Servicos de Imunologia e Patologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Foram
incluidos pacientes considerados como de alto risco imunoldgico transplantados submetidos a
transplante renal no periodo entre maio de 2018 e setembro de 2022, seguidos por 2 anos ou até

Junho de 2023. Os dados foram coletados nos meses de Junho e Julho de 2023.

6.3. Participantes:

6.3.1 Critérios de Inclusao:

- Transplantados renais adultos, com elevado risco imunoldgico, que consintam em participar do
estudo, pela assinatura do TCLE (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido). O alto risco

imunoldgico € definido por:

(a) Prova cruzada pré-transplante para linfocitos T positiva por citometria de fluxo (desvio de

canais superior a 62);
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(b) Prova cruzada pré-transplante para linfocitos B positiva por citometria de fluxo (desvio de

canalis superior a 112);
(c) Reatividade calculada contra painel superior a 50% em classe | e/ou classe Il;

(d) Presenga, no soro pré-transplante, de anticorpos anti-HLA do doador, de classe | e/ou Il com

intensidade e fluorescéncia superior a 1000.
6.3.2. Critérios de Exclusao:
- Pacientes cujos fragmentos de bidpsias ndo sejam representativos;

- Pacientes com disfunc@o do enxerto nos quais haja indicagdo de bidpsia do enxerto renal nas 4

semanas que antecedem a biopsia protocolar;
- Pacientes com contra-indicacéo a realizagdo de biopsia protocolar.
6.3.3. Origem e Método de selec@o dos pacientes:

O estudo iniciou como um ensaio clinico com randomizacdo 1:1 para a realizagdo da
biopsia protocolar. Com o advento da pandemia COVID 19, nos anos de 2020 — 2022, foi
necessario interromper a randomizacgédo e as bidpsias protocolares s6 foram realizadas quando
houvesse seguranca para tal, sendo os demais pacientes alocados ao grupo controle. Para alcancar
0 nimero proposto de pacientes em cada grupo foram também incluidos os pacientes de um estudo
piloto prévio realizado entre 2018 e 2019, que utilizou os mesmos critérios para definicdo do
risco. Na amostra final, foram incluidos 29 pacientes do estudo piloto (todos com biopsia), 11
pacientes o periodo do estudo randomizado (5 no grupo biépsia e 6 no grupo sem bidpsia) e 65
pacientes incluidos no periodo pos-randomizacdo (19 no grupo com bidpsia e 46 no grupo sem

bidpsia), totalizando 105 pacientes, sendo 53 no grupo com bidpsia e 52 no grupo sem biopsia.
6.4. Variaveis:

6.4.1. Desfechos Estudados:

- Incidéncia de alteracdes histoldgicas do tipo rejeicdo nas bidpsias protocolares;

- Incidéncia de rejeicdes clinicamente manifestas;

- Incidéncia de DSAs de novo;

- Permanéncia de DSAS prévios;
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- Taxa de filtragdo glomerular estimada (e TFG) pela equacdo CKD-EPI e proteinuria de 24 horas
aos 6, 12, 18 e 24 meses apds o transplante;

- Sobrevida dos enxertos e pacientes até 24 meses de seguimento.
6.4.2. Exposigoes:

No grupo submetido as biopsias protocolares, além do manejo clinico usual, os pacientes
foram submetidos a realizacdo de bidpsia do enxerto na 122 semana pés-transplante renal. Nos
fragmentos de bidpsia foram avaliados aspectos de agressdo tecidual imunoldgica (rejeicdes
celular e medida por anticorpos) e os decorrentes de infecces, em especial pelo polioma-virus.
No momento da bidpsia, foram avaliados também a presenca de anticorpos anti-HLA e agentes
infecciosos danosos ao enxerto (polioma-virus e citomegalovirus), além da avaliagdo de rotina
comumente feita nesse periodo pos-transplante. As biopsias foram analisadas por patologista com
experiéncia em transplante renal. A classificacdo de Banff (83) foi utilizada para estadiamento
das alteracdes histopatologicas presentes no material de bidpsia (Quadro 1). O grupo controle foi

submetido ao mesmo manejo do grupo bidpsia, mas sem exposicao a esta.
6.5. Métodos:

As bidpsias renais foram realizadas no centro cirdrgico ambulatorial do HCPA. Os
pacientes foram admitidos para o procedimento e verificados sinais vitais, assegurando-se 0
controle da pressdo arterial. As bidpsias foram realizadas com pistola semi-automatica com agulha
16G para bidpsia renal, sob controle ecografico em tempo real. Apds o procedimento foi feito
controle ecografico, curativo compressivo e colocacdo de peso de 2 kg sobre o local do enxerto.
O paciente permaneceu em repouso por 12 horas com controle intensivo da pressdo arterial e

verificacdo de hematdria, tendo alta apds esse periodo.

Os fragmentos de cada biopsia de enxerto renal foram processados de acordo com técnicas
padronizadas de histopatologia e imunohistoquimica descritas abaixo. Nos pacientes
proteinuricos (proteinuria e 24 horas > 1,0g ou indice proteina/creatinina > 1) foi feita também a
andlise o tecido renal por imunofluorescéncia. As amostras de sangue periférico para as avaliagdes
hematoldgicas, bioguimicas e moleculares e urina para avaliagdes bioquimicas e de infec¢ao,
foram processadas logo apds a coleta de acordo com a rotina do laboratério do Hospital de

Clinicas de Porto Alegre em todos os pacientes do estudo.

6.5.1. Analises Histopatologicas:
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Apos a realizacdo da biopsia renal, os fragmentos foram encaminhados ao Servico de
Patologia, fixados em solugcdo aquosa de formaldeido 10% (formalina) e submetidos a protocolo
de processamento para inclusdo em parafina. Para a microscopia 6tica, foram cortados fragmentos
entre 2 e 3 um e realizadas coloragdes com hematoxilina e eosina, metenamina de prata, &cido
periddico de Schiff e tricrbmico de Masson. Fragmentos mais espessos foram necessarios para

estudos especificos com vermelho congo ou para testes de imunoperoxidase.
6.5.2.Andlises Imunohistoquimicas:

A partir do material fixado em formalina foram realizados os estudos de imuno-
histoquimica, pelas técnicas de imunoperoxidade ou imunofluorescéncia, com anticorpos
especificos para C4d para marcacdo da fracdo C4 do complemento(C4/C4d Anticorpo
(Monoclonal) - QuidelOrtho Corporation, San Diego, CA, USA) e para deteccdo do antigeno SV
40(SV40 (MRQ-4) Anticorpo Monoclonal — Cell Marque®- Merck KGaA, Darmstadt,

Alemanha) para marcagéo do virus polioma.
6.5.3.Analise dos Anticorpos Anti-HLA
6.5.3.1. Anticorpos Anti-HLA

Para determinacdo dos anticorpos anti-HLA foi utilizada a tecnologia Luminex®. Nesse
método moléculas HLA solubilizadas sdo ligadas a uma matriz solida, esferas de poliestireno
(beads). Nesses ensaios as beads sdo impregnadas com diferentes proporcoes de dois corantes
fluorescentes (sinais classificadores) para produzir até 100 distintas populacbes de esferas. O
reagente anti-globulina nos ensaios de esferas € rotulado com um terceiro corante fluorescente (o
sinal repdrter) para que, usando um instrumento de laser duplo, a assinatura de fluorescéncia de
cada esfera possa ser acessada identificando uma populacdo de beads por um laser, enquanto a
fluorescéncia repdrter avalia simultaneamente a ligacdo anticorpo — HLA especifica. O ensaio
baseado em esferas é analisado na plataforma Luminex e é semi-quantitativo. O nivel da ligacao
do anticorpo a um antigeno HLA especifico é expresso como a intensidade de fluorescéncia média
(MFI) do sinal reporter. Pacientes com intensidade de MFI superior a 1000 foram considerados
como tendo um determinado anticorpo que pode ou ndo ser especifico para o doador, nesse

segundo caso denominado DSA.

Trés tipos de painéis variam na composicdo de seus antigenos alvo: (a) painéis de
antigenos agrupados tém duas ou mais diferentes populagdes de contas revestidas com afinidade

purificada para antigenos HLA de classe | (HLA-A, HLA-B e HLA-C) ou moléculas de proteinas
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HLA de classe Il (HLA-DR, HLA-DQ e HLA-DP) obtidos a partir de maltiplas linhas celulares
individuais e sdo usados como teste de triagem para a detec¢do do anticorpo HLA; (b) painéis
fenotipicos nos quais cada populacdo de proteinas HLA classe | ou HLA classe 1l é de uma
linhagem celular derivada de um unico individuo; e (c) beads de antigeno Gnico (SAB = single
antigenbead) em que cada populacéo de esferas é revestida com uma molécula representando um
Unico antigeno de HLA classe | ou Il alélico clonado que permite uma analise precisa da
especificidade do anticorpo. Painéis de antigenos agrupados sdo relativamente baratos e indicam
a presenca ou auséncia de anticorpos para uma determinada classe HLA, mas eles ndo fornecem
especificidade nem representam todos os antigenos possiveis. Os painéis fenotipicos sdo
semelhantes aos ensaios baseados em células nos quais mais de uma especificidade de HLA esta
presente em cada populacéo de esferas, 0 que requer maior conhecimento na interpretacdo dos
resultados que painéis agrupados ou de antigeno unico. Matrizes SAB sdo as mais sensiveis e
especificas, proporcionando maior grau de resolucdo de anticorpos anti-HLA, e séo
particularmente Uteis na identificacdo precisa de anticorpos em pacientes altamente

sensibilizados.
6.5.3.2. Reatividade Contra Painel (PRA):

Uma vez conhecidas as especificidades dos anticorpos presentes no soro de um
determinado individuo, calcula-se a porcentagem de reatividade contra o painel de antigenos
HLA, utilizando-se a frequéncia conhecida na populacéo dos antigenos contra os quais o0 paciente
tem anticorpos. Essa avaliacdo é presentemente denominada cPRA (reatividade contra painel

calculada).
6.6. Viés:

A maior possibilidade de viés de selecdo decorreu da impossibilidade de manter o estudo
randomizado em funcdo da pandemia COVID-19. Isso determinou que a alocacdo aos grupos
fosse feita de acordo com a possibilidade de fazer-se ou ndo a bidpsia ao longo do periodo do
estudo, fator que independeu da vontade dos investigadores, e a inclusdo na analise dos pacientes
de um estudo piloto prévio. Apesar disso, ndo houve diferenca significativa nos diversos
parametros demograficas dos pacientes entre o grupo submetido a bidpsia protocolar e o grupo
controle. Outro aspecto, também determinado pela pandemia por Coronavirus, foi a diferenca no
tempo de seguimento no grupo controle que foi mais curto, embora essa diferenca tenha sido
considerada na analise estatistica dos resultados e ndo tenha interferido na hip6tese do estudo de

que a bidpsia de protocolo levaria a condutas que melhorassem os desfechos.
40



6.7. Tamanho da Amostra

Para que se atingisse uma TFG (Taxa de Filtracdo Glomerular) de 10 mL/min superior no
grupo bidpsia protocolar, em decorréncia do tratamento de agressdes sub-clinicas, foi considerado
0 poder (erro beta) de 90% e uma possibilidade de erro alfa de 0,01. Desta forma, consideramos
suficiente a inclusdo de 50 pacientes em cada grupo. Ao final, foram incluidos 105 pacientes no

estudo, 53 no grupo biopsia e 52 no grupo controle.
6.8. Analise Estatistica

Foram realizadas andlises descritivas com célculo da média e desvio padréo para variaveis
quantitativas paramétricas, mediana e intervalo interquartilico para variaveis ndo paramétricas, e
frequéncia/percentual para variaveis categoricas.

Os dados longitudinais foram acompanhados até a perda do enxerto, 6bito ou até 2 anos
de seguimento. Empregamos a analise GEE (Generalized Estimating Equation) para comparar
marcadores clinicos nos periodos de 6, 12, 18 e 24 meses entre 0S grupos.

Foram realizadas analises referentes aos dados do receptor, do doador e do transplante.
Foi utilizado o teste do Qui-quadrado ou exato de Fisher para variaveis categoricas cruzadas, bem
como testes ndo paramétricos de Mann-Whitney ou o teste de Kruskall-Wallis, conforme
apropriado.

A anélise de sobrevida de enxertos e pacientes foi realizada pelo método de Kaplan-Meier.

Os dados faltantes foram registrados como missing. Perda de seguimento foi tratado com
censura.

O nivel adotado para a significancia estatistica foi p < 0,05.
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8.CONSIDERACOES FINAIS

As bibpsias protocolares foram instrumentos valiosos na assisténcia ao paciente
transplantado renal e a sua utilizagdo adequada levou a melhoras em desfechos duros em uma
época em que a imunossupressdo farmacoldgica e biolégica eram menos eficientes que
atualmente. O desenvolvimento e uso clinico do Tacrolimo, associado a antiproliferativos
potentes, como 0s micofenolatos, levou a uma redugédo substancial na incidéncia de agressoes
aloimunes sub-clinicas detectadas pelas bi6psias protocolares em pacientes sem risco
imunologico diferenciado. Esta reducdo tornou-se ainda mais pronunciada com a utilizagdo quase
universal de inducdo com anticorpos, em especial os depletadores de linfocitos T.
Adicionalmente, foram desenvolvidas e validadas estratégias para a remocdo e modulacdo da
resposta imune mediada por anticorpos, tudo isso implicando em uma imunossupressdo mais
intensa com reducdo da resposta aos aloantigenos e consequente reducgéo das agressoes clinicas e

sub-clinicas.

Desta forma, restou a avaliacdo do papel das biopsias protocolares nos pacientes com
maior risco imunologico, cuja caracterizacdo foi enormemente aprimorada com as tipagens
moleculares dos antigenos do sistema HLA, as novas ferramentas de avaliacdo da resposta
aloimune mediada por anticorpos, tais como provas cruzadas muito sensiveis e plataformas de

avaliacdo dos anticorpos anti-HLA.

O balanco entre a qualificacdo do risco imunoldgico, a eficiéncia da imunossupressdo e
das ferramentas ndo-invasivas para a detec¢do das agressoes € crucial para estabelecer o papel das
bidpsias protocolares que, no entanto, permanecem sendo procedimentos invasivos, caros e

sujeitos a variabilidade de interpretacdes.

Nesse estudo em que realizamos bidpsias protocolares no terceiro més pds-transplante,
encontramos, com os critérios de risco imunoldgico e terapia imunossupressora utilizados, uma
significativa frequéncia de alteracdes histologicas que, entretanto, tiveram um potencial limitado
em propiciar medidas terapéuticas que pudessem levar a um impacto benéfico nas sobrevidas em

curto e médio prazos.
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9.PERSPECTIVAS FUTURAS

A pesquisa desenvolvida abre caminho para a realizagcdo de novos estudos. Antevemos um
estudo randomizado robusto, preferencialmente multicéntrico, para avaliar a necessidade e o
papel das bidpsias protocolares no transplante renal. Uma classificacdo mais rigorosa do alto risco
imunolégico, tais como as que se pode obter pela mensuracdo da quantidade e afinidade dos
anticorpos anti-HLA, possivelmente seja Gtil no estabelecimento deste risco. Outra promissora
area, em rapido desenvolvimento, que pode agregar significativamente para a avaliacdo
hsitoldégica e imunopatoldgica dos transplantes renais, sdo as ferramentas e tecnologias de
aprendizado por maquina, inteligéncia artificial e patologia digital. Adicionalmente, as analises
das expressdes génica e protbmica no material das biopsias e também em amostras ndo invasivas
tais como sangue periférico e urina, podem tornar mais acurada a avaliagdo da agressao aloimune
e de outros tipos de agressdo ao tecido transplantado. Por fim, estudos devem ter tempos de
seguimento mais prolongados, possivelmente com biopsias sequenciais, podendo, assim,
contribuir para uma melhor compreensdo do papel destas bidpsias protocolares no manejo dos
pacientes de maior risco imunoldgico e, assim, levar a melhoras na funcdo e sobrevida mais

prolongada dos aloenxertos renais.
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10.ANEXOS E/OU APENDICES

10.1 Strobe Statement

STROBE Statement—checklist of items that should be included in reports of

observational studies

Recommendation

Title and abstract

(a) Indicate the study’s design with a commonly used term in the
title or the abstract Pagina 1

(b) Provide in the abstract an informative and balanced summary
of what was done and what was found Pagina 2

Introduction

Background/rationale

Explain the scientific background and rationale for the
investigation being reported Paginas 12, 15 e 31

Objectives State specific objectives, including any prespecified hypotheses
Pagina 32

Methods

Study design Present key elements of study design early in the paper
Pagina 33

Setting Describe the setting, locations, and relevant dates, including

periods of recruitment, exposure, follow-up, and data collection

Pagina 33

Participants

(a) Cohort study—Give the eligibility criteria, and the sources and
methods of selection of participants. Describe methods of follow-

up Pagina 33

Case-control study—Give the eligibility criteria, and the sources
and methods of case ascertainment and control selection. Give the
rationale for the choice of cases and controls

Cross-sectional study—Give the eligibility criteria, and the sources
and methods of selection of participants

(b) Cohort study—For matched studies, give matching criteria and
number of exposed and unexposed
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Case-control study—For matched studies, give matching criteria
and the number of controls per case

Variables 7 Clearly define all outcomes, exposures, predictors, potential
confounders, and effect modifiers. Give diagnostic criteria, if
applicable Pagina 35

Data sources/ 8* For each variable of interest, give sources of data and details of

measurement methods of assessment (measurement). Describe comparability of
assessment methods if there is more than one group Pagina 36

Bias 9 Describe any efforts to address potential sources of bias
Pagina 38

Study size 10 Explain how the study size was arrived at
Pagina 38

Quantitative variables 11 Explain how quantitative variables were handled in the analyses. If
applicable, describe which groupings were chosen and why
Pagina 39

Statistical methods 12 (a) Describe all statistical methods, including those used to control

for confounding Pagina 39

(b) Describe any methods used to examine subgroups and

interactions Pagina 39

(c) Explain how missing data were addressed. Pagina 39.

(d) Cohort study—If applicable, explain how loss to follow-up was

addressed Pagina 39.

Case-control study—If applicable, explain how matching of cases
and controls was addressed

Cross-sectional study—If applicable, describe analytical methods
taking account of sampling strategy

(e) Describe any sensitivity analyses
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https://service.elsevier.com/app/home/supporthub/
publishing/
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about Editorial Manager via interactive tutorials. You can also talk 24/7 to our customer

support team by phone and
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10.3. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do Projeto: Avaliacdo Prospectiva das Biopsias Renais Protocolares em
Receptores de Transplante Renal com Alto Risco Imunolégico

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo objetivo é avaliar
a indicacédo da realizacao de biépsia renal de vigilancia entre o segundo e o terceiro més
poés-transplante, em pacientes com risco elevado para ocorréncia de rejeicdo. Esta
pesquisa estd sendo realizada pela Unidade de Transplante Renal do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Se vocé aceitar participar da pesquisa, 0s procedimentos envolvidos em sua
participacdo sdo 0s seguintes:uma coleta de sangue (5mL) e uma coleta de urina
(coletada uma amostra em horario aleatério), para auxiliar na identificacdo das
alteragdes renais, proporcionando um diagnoéstico eficaz e seguro. Adicionalmente os
fragmentos de bidpsia renal, utilizada no manejo do seu transplante, serdo examinados
por técnicas utilizadas neste estudo. Estes materiais serdo analisados nos laboratérios
de analises clinicas, de Imunologia e no servi¢o de Patologia do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre.

Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participacdo na
pesquisaestao relacionados as coletas de sangue e urina e ao procedimento da biopsia
renal. As colheitas de sangue (por puncao da veia do braco) e urina ndo oferecem risco
significativo, podendo ocorrer apenas um peqgueno desconforto na colheita de sangue,
hematoma na area da puncéo da veia e, quanto a urina, um desconforto na hora da
colheita para armazenar a mesma dentro do frasco. A bidpsia renal sera realizada em
torno da 10® semana poés-transplante, sendo assim, para fazer parte do estudo o
participante deve permitir a utilizacdo das informacfes oriundas da bidpsia do seu
transplante renal, para analise pelo estudo. Para a realizacdo da biépsia € necessaria
sua permanéncia no hospital por aproximadamente 12 horas.Os riscos associados a
biépsia sdo: sangramento na urina, hematoma local e em raros casos ha necessidade
de cirurgia (menor que 1%) e até mesmo da retirada do rim transplantado (1 a cada
2000 casos).

Os possiveis beneficios decorrentes da participagdo na pesquisa serdomelhores
praticas relacionadas ao manejo das possiveis complica¢des associadas ao transplante
renal de futuros pacientes.

7

Sua participagdo napesquisa € totalmente voluntaria, ou seja, ndo é
obrigatéria.Caso vocé decida néo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu
consentimento, nao havera nenhum prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou possa
vir a receber na instituicao.

N&o esta previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participacdo napesquisa
e vocé nao tera nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.
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Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua participa¢cdo na
pesquisa, vocé recebera todo o atendimento necessério, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados
confidencialmente.Os resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a
identificacdo dos participantes, ou seja, 0 seu nome ndo aparecera na publicacdo dos
resultados.

Caso vocé tenha davidas,poderd entrar em contato com o pesquisador
responsavel Dr. Roberto CerattiManfro pelo telefone 33598876, com o pesquisador Dr.
Rodrigo Fontanive Franco, pelos telefones 33598876 ou 33598121 ou com o Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51)
33597640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra
para os pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:
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