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RESUMO

Introducdo: A relevancia clinica da presenga de anticorpos anti-HLA apos o
transplante renal tem sido foco de recente atengcdo para os estudiosos da
histocompatibilidade. Pacientes que possuem anticorpos anti-HLA no pos-
transplante apresentam maior incidéncia de rejeicdo aguda (RA) e de nefropatia
cronica do enxerto (NCE). Como consequéncia, alguns perdem o O&rgéo
transplantado ou sofrem com as reagdes imunopatolégicas correspondentes.
Entretanto, existem algumas controveérsias sobre o grau de valorizagdo da presenga
desses anticorpos na etiopatogenia da RA e da NCE, pois nem todos os pacientes
com anticorpos evoluem mal. Objetivo: Avaliar a presenga de anticorpos anti-HLA
no primeiro ano do transplante renal e verificar sua associacdo com a ocorréncia de
RA e NCE. Pacientes e Método: Este estudo incluiu consecutivamente 88 pacientes
submetidos a transplante renal no Servigo de Nefrologia do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, entre outubro de 2002 a outubro de 2004. Amostras de sangue foram
colhidas no 1°, 3° 6° e 12° meses pos-transplante renal, visando a pesquisa de
anticorpos IgG anti-HLA de classes | e Il. Nos pacientes que consentiram, biopsias
renais de protocolo foram realizadas entre 0 2° e 0 3° més e no 12° més pos-
transplante. A detecgédo dos anticorpos foi realizada através de ensaio ELISA (LAT-
M e LAT-1240, One Lambda Inc., USA). Rejeicdo aguda e a NCE foram
diagnosticadas por critérios clinicos, laboratoriais e histopatoldgicos. Resultados:
Oitenta e oito pacientes foram avaliados, sendo 40 (45,5%) do sexo feminino e
setenta e dois (81,8%) de etnia caucasoide. Setenta e um (80,6%) receberam rins de
doador falecido. Foi detectada a presenca de anticorpos anti-HLA em vinte pacientes
(22,7%). Desses, somente 3 (4,4%) desenvolveram anticorpos anti-HLA (classe |) no
periodo pods-transplante; os demais (17) ja os apresentavam no periodo pré-
transplante. No seguimento até um ano, 23 pacientes (26,1%) apresentaram RA e
43 (51,2%) desenvolveram NCE. Nove (45%) pacientes com anticorpos no pés-
transplante desenvolveram RA contra 14 (20,6%) dos sem anticorpos (P=0,058).
Entre os pacientes com anticorpos no pés-transplante, 11 (64,7%) desenvolveram
NCE contra 32 (47,8%) dos sem anticorpos (P=0,329). Na analise histologica, os
anticorpos anti-HLA foram associados a RA IIA (P=0,001) e a NCE grau Il (P=
0,012). As variaveis preditoras para a RA e NCE foram, respectivamente, presenca
de anticorpos anti-HLA de classe | no 1° més poés-transplante (OR= 4,30; IC 95%=
1,32-14,1; P= 0,016) e transplante com ¢6rgado de doador-limitrofe (OR= 4,81; IC
95%= 1,18-20,3; P= 0,028). Setenta por cento (70%) dos pacientes com RA
desenvolveram NCE, contra 45,3% dos pacientes sem RA (P= 0,054).Conclusdo:
Os anticorpos anti-HLA presentes no primeiro ano do transplante renal foram
associados a RA e NCE. A pesquisa de anticorpos anti-HLA no pos-transplante renal
realizada por outros pesquisadores e aqui também avaliada, se adotada como
rotina, possibilitaria a identificagcdo de casos de mau progndstico e a escolha de
planos terapéuticos mais adequados. A correlagdo entre anticorpos anti-HLA e



rejeicdo devera se tornar mais evidente com o passar dos anos, sendo que nossos
resultados fortalecem a convicgdo da necessidade de continuidade desses estudos.

Palavras-chave: Anticorpos anti-HLA. PRA ELISA. Transplante renal. Rejeigao
aguda. Nefropatia cronica do enxerto.



ABSTRACT

Introduction: The clinical relevance of the presence of anti-HLA antibodies following
kidney transplant has been the recent focus of attention of histocompatibility
researchers. Patients who present anti-HLA antibodies in the post-transplant period
have shown higher incidence of acute rejection (AR) and of chronic allograft
nephropathy (CAN). As a result, some lose the transplanted organ or suffer from the
corresponding immunopathological reactions. However, there has been some
controversy as to the importance of the presence of these antibodies in the
ethiopathology of AR and CAN, since not all patients who have these antibodies
present the same outcome. Objective: To evaluate the presence of anti-HLA
antibodies during the first year of kidney transplantation and to check its association
with the occurrence of AR and CAN. Patients and Method: This research included
consecutively 88 patients who had undergone kidney transplants in the Hospital de
Clinicas de Porto Alegre Nephrology Service between October 2002 and October
2004. Blood samples were taken during the 1st, 3rd, 6th and 12th months post
kidney transplant, aiming at researching for Class | and Il IgG anti-HLA antibodies. In
consenting patients, protocol kidney biopsies were carried out between the 2nd and
3rd months and in the 12th month after the transplant. Detection of antibodies was
done through ELISA test (LAT-M and LAT-1240, One Lambda Inc., USA). Acute
rejection and CAN were diagnosed through clinical, laboratorial and histopathological
criteria. Results: Eighty-eight patients were evaluated, among which 40 (45.5%)
were female and seventy-two (81.8%) were Caucasian. Seventy-one (80.6%)
received kidneys from deceased donors. The presence of anti-HLA antibodies was
found in 20 patients (22.7%). Among these, only 3 (4.4%) developed anti-HLA
antibodies (class 1) during the post-transplant period; the remaining (17) already
presented these antibodies during the pre-transplant period. In the follow-up up to
one year, 23 patients (26.1%) presented AR and 43 (51.2%) developed CAN. Nine
patients (45%) with antibodies in the post-transplant period developed AR as
opposed to 14 (20.6%) patients without antibodies (P=0.058). Among the patients
with antibodies in the post-transplant period, 11 (64.7%) developed CAN as opposed
to 32 (47.8%) of those without antibodies (P=0.329). In the histological analysis, the
anti-HLA antibodies were associated to AR IIA (P=0.001) and to CAN degree Il (P=
0.012). The predictive variables for AR and CAN were, respectively, the presence of
Class | anti-HLA antibodies in the first month post-transplant (OR= 4.30; IC 95%=
1.32-14.1; P= 0.016) and transplant with expanded criteria donors (OR= 4.81; IC
95%= 1.18-20.3; P= 0.028). Seventy per cent of the patients presenting AR
developed CAN, as opposed to 45.3% of the patients without AR (P= 0.054).
Conclusion: The anti-HLA antibodies present in the first year of the kidney transplant
were associated to AR and CAN. The research of anti-HLA antibodies in the kidney
post-transplant period carried by other researchers, as well as in this study, if done
routinely, would allow the identification of cases with a poor prognosis and the choice



of more adequate treatments. The correlation of anti-HLA antibodies and rejection
will become more evident with time, and our results reinforce the certainty that these
studies must continue.

Key words: Anti-HLA antibodies. PRA ELISA. Kidney transplantation. Acute
rejection. Chronic allograft nephropathy.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o numero de pacientes com insuficiéncia renal crénica (IRC)
tem crescido de forma preocupante. No Brasil, estima-se que um milhdo de pessoas
tenham problemas renais, embora 70% n3ao tenham conhecimento do fato (*).

Quando ocorre a perda significante da fungcdo renal, o paciente inicia
hemodidlise ou a dialise peritoneal como forma de substituir a filtragdo sangulinea
realizada pelos rins. Esses tratamentos ndo sdo destituidos de risco e diminuem a
qualidade de vida @ ; a taxa de mortalidade dos pacientes em didlise no pais, em
2005, foi de 13% ©.

No Brasil, cerca de 70.000 pessoas estdo em tratamento dialitico, sendo a
distribuicdo por regido assim constituida: 53% na regido sudeste, 20% na regido
nordeste, 16% na regido sul, 7% na regido centro-oeste e 4% na regido norte .

Segundo a Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN), a incidéncia de pacientes
em dialise em 2005, na regido sul, foi de 5256 pacientes e a prevaléncia passou de
160 pacientes em dialise por milhdo de habitantes (ppm) em 1994, para 383 no ano de
2005 @,

O transplante renal € a terapia condiderada mais eficiente para pacientes com
insuficiéncia renal crénica (IRC) terminal. Oitenta por cento dos pacientes a ele
submetidos tém condi¢cbes de retornar as suas atividades profissionais apos trés
meses da cirurgia. O mesmo ndo ocorre com 0s que se encontram em tratamento

dialitico, pois, somente 30% retornam ao trabalho nesse mesmo periodo .
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Atualmente, a lista de espera para transplante renal no pais tem mais de 30.000
pacientes e o tempo médio de espera por um doador é de 2,8 anos @3) A meia-vida
dos enxertos renais é de doze a catorze anos, sendo maior nos que receberam érgaos
de doador vivo ¢,

No inicio do século XX, Emmerich Ullmann, em Viena, fez a primeira tentativa
de transplante experimental animal utilizando tubos protéticos para a anastomose
vascular. Removeu o rim de um cdo e o manteve funcionando por poucos dias em
outro cao receptor. No mesmo periodo, em Lyon, Aléxis Carrel (prémio Nobel de
1912), pioneiro no desenvolvimento de novas técnicas cirurgicas de sutura para a
anastomose vascular - ainda hoje adotadas - comecgou a transplantar rins em modelos
experimentais caninos 7

Poucos anos mais tarde, em 1906, Mathieu Jaboulay, realizou transplante de
rim em humanos, suturando os vasos renais de uma cabra e de um porco nos vasos
do braco de dois pacientes (. Ja em meados de 1930, um cirurgido russo, Yu Yu
Voronoy, realizou sem sucesso, os primeiros transplantes de rins entre humanos, em
seis pacientes envenenados por cloreto de mercurio ®.7)

Essas experiéncias mostraram a necessidade de alguma semelhanga genética
entre o doador e o receptor para o sucesso dos transplantes. No final dos anos 40,
Peter Medawar (prémio Nobel de 1960), trabalhando para o National Institute for
Medical Research (Inglaterra), melhorou o entendimento da rejeicdo através do
resultado de pesquisa sobre Imunologia dos Transplantes, identificando a importancia
da imunidade celular no mecanismo de rejeicdo dos enxertos. Isso permitiu o
desenvolvimento de protocolos de imunossupressao e a consequente reducao de

rejeicdo aguda do enxerto. A cortisona tinha sido recém-descoberta e a azatioprina foi
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identificada em 1959; ambas utilizadas para a imunossupressao basica nas duas
décadas subsequentes © .

O primeiro transplante renal bem-sucedido aconteceu entre gémeos idénticos,
em 1954 © ®  Realizado por Joseph Murray, no hospital Peter Bent Brigham, em
Boston, teve um paciente cuja sobrevida foi de nove anos com fungdo renal
satisfatoria © 7. Oito anos apds (1962), aconteceu o primeiro transplante renal bem-
sucedido, utilizando doador falecido, também realizado por Joseph Murray ®),

No Brasil, o primeiro transplante renal com doador vivo foi realizado em 1965,
pela equipe do professor Emil Sabbaga, no Hospital de Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (USP) ©®.

Em 1966, foi realizado o primeiro transplante simultaneo de rim e pancreas ©,
na Universidade de Minnesota, nos Estados Unidos da América (USA). Foi realizado
por Richard Lilehei e Willian Kelly .

Foi com a descoberta da ciclosporina - em 1972 - que o transplante renal,
alcangou sucesso significativo. Em 1983, os resultados de varios estudos
multicéntricos confirmaram um aumento de 20% na sobrevida do enxerto renal, no
primeiro ano de transplante, dos pacientes tratados com ciclosporina. Os
imunossupressores mais modernos, introduzidos na década de noventa, tais como
tacrolimus e o micofenolato mofetil (MMF), aumentaram ainda mais a sobrevida do
enxerto, alcangando 85 a 90% no final do primeiro ano de transplante ©

O transplante renal € um tratamento bem-estabelecido, principalmente devido a
evolucao da histocompatibilidade, aos avangos na preservagédo de 6rgaos, as drogas
imunossupressoras mais efetivas e ao melhor monitoramento do paciente ®  No
entanto, muitas questdes permanecem problematicas, entre elas o insuficiente numero

de doadores, os efeitos adversos da imunossupressao (infecgdes e tumores) e a
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disfuncao crénica do enxerto: rejeicdo crénica (RC) e nefropatia crénica do enxerto
(NCE).

Diversos estudos sobre a sensibilizagcdo aos antigenos do sistema HLA
(“Human Leucocyte Antigen”) no pds-transplante renal tém indicado que esta via pode
ser importante na deteccdo dos pacientes com maior risco de rejeicdo e perda do

enxerto 1022



24

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE (CPH)

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH) foi, inicialmente,
descoberto como uma regido cromossémica cujos produtos eram responsaveis pela
rapida rejeicdo dos enxertos de tecidos transplantados entre linhagens diferentes de
camundongos. Essa regiao, identificada por George Snell em 1940, estava ligada a
um gene no cromossomo 17 que reconhecia o antigeno Il, e por isso foi chamada de
Histocompatibilidade-2 ou, simplesmente, H-2 ?® .

Os genes do Complexo Principal de Histocompatibilidade, estdo presentes em
todas as espécies de mamiferos e sdo homodlogos aos genes do complexo H-2,
identificados em camundongos ** ?Y. S¢ mais tarde, na década de sessenta, foi
descoberto que esses genes sao de importancia fundamental para a resposta
imunoldgica a outros antigenos protéicos e ndo somente em casos de transplantes®® .

Jean Dausset, Van Rood e seus colegas observaram que pacientes que
desenvolviam reagdes transfusionais ou rejeitavam transplantes, muitas vezes, tinham
anticorpos circulantes que reagiam com os antigenos presentes nos leucécitos, ou nas
células do 6érgédo do doador. Eles presumiram que esses antigenos fossem produtos
de genes polimérficos que distinguiam os tecidos préprios dos nao-préprios. Assim,

foram os primeiros a descrever anticorpos no soro humano contra antigenos HLA (3,

24)
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Na espécie humana, o CPH ¢é a regido genética localizada no brago curto do
cromossomo 6, ocupando um grande segmento do DNA, com aproximadamente 3500
Kb. O CPH humano esta dividido tradicionalmente em trés regides: regido de classe I,
Il e Ill . Cada regido esta dividida em diversos locos, os quais contém os genes que
codificam as glicoproteinas do sistema HLA. Os genes HLA s&o os mais polimérficos
do genoma humano, contendo cerca de 475 alelos HLA de classe | e 444 alelos HLA

23,29 A frequiéncia

de classe Il e sdo expressos de forma mendeliana codominante (
dos alelos HLA varia entre grupos étnicos e raciais (25)

O conjunto de alelos HLA presente em cada cromossomo é chamado de
haplétipo, o qual é transmitido de uma geragao a outra em bloco. Todo individuo herda
dois haplétipos: um de origem materna, outro de origem paterna 3)

Com base no principio de segregacao independente, 25% dos irmaos deveriam

compartilhar os mesmos haplétipos (HLA idénticos), 50% compartilhariam apenas um

haplétipo (haploidénticos) e 25% nao apresentariam identidade no sistema HLA 5),

2.1.1 Regiao de Classe |

A regidao de classe | é constituida pelos locos HLA-A, B e C. Esses locos
apresentam diversos alelos HLA, os quais se expressam em forma de glicoproteinas
na membrana de todas as células nucleadas. Nesta regido, também se encontram
outros genes, distribuidos nos locos X, E, J, H, G e F; semelhantes aos demais, porém
possuindo pouco ou nenhum polimorfismo, baixa expressao na superficie celular e
limitada distribuicdo tissular. A fungdo da maioria desses Uultimos genes nao é
totalmente conhecida, mas postula-se que o HLA-G possa ter alguma participagao no

reconhecimento dos antigenos pelas células NK (natural killer) e que o HLA-H possa
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estar envolvido no metabolismo do ferro. Nessa regido, existem também pseudogenes

(23, 25)

2.1.2 Regiao de Classe

A regido de classe Il esta dividida nos locos HLA-DR, DP e DQ, e seus genes
sdo expressos em forma de glicoproteinas na membrana das células apresentadoras
de antigenos aos linfécitos T CD4 positivos (T CD4+) %

Nessa regido, também sdo encontrados genes que se expressam na forma de
varias proteinas importantes no processamento dos antigenos como TAP
(transportador associado ao processamento de antigenos); proteassomas e 0s genes

HLA-DM, que participam na ligacéo dos peptideos as moléculas de classe Il %29

2.1.3 Regiao de Classe lll

A regido de classe Il situa-se entre as duas anteriores. Seu genes codificam
para varios componentes do sistema do complemento, para o fator de necrose
tumoral (TNF), para a linfotoxina, a linfotoxina- e para algumas proteinas do choque
térmico .

Os genes de Classe | estdo mais proximos do teldbmero, enquanto os genes
de classe Il estdo mais préximos do centrdmero do cromossomo 6 %,

O mapa simplificado do CPH humano pode ser visualizado na figura 1.
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Legenda: C4,C2,B: proteinas do complemento; DM, TAP, proteassomas: proteinas envolvidas no processamento dos

antigenos; HSP: proteina de choque térmico; LT: linfotoxinas; TNF: fator de necrose tumoral.

Adaptado de: Abbas AK, Lichtman AH, Pober JS. Imunologia Celular e Molecular. 52 ed. Rio de Janeiro: Elsevier; 2005.

Figura 1 - Mapa simplificado do CPH humano.
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2.2 PRODUTOS DOS GENES DO CPH: MOLECULAS OU ANTIGENOS HLA

Pelo fato de terem sido reconhecidas primeiramente nos leucécitos, essas
moléculas foram chamadas de Antigenos Leucocitarios Humanos (do inglés Human
Leucocyte Antigens — HLA); controlam a resposta imune apresentando peptideos
“proprios” e “nao-proprios” aos linfocitos T. Podem também - devido ao seu extremo
polimorfismo - funcionar como aloantigenos, servindo, neste caso, como células-alvo
na rejeicdo de enxertos. Atualmente, sabemos que a fungao fisiolégica das moléculas
HLA é a apresentagao de peptideos antigénicos as células T @3)

Os antigenos HLA estdo ancorados a célula por meio dos seus dominios
transmembrana e citoplasmatico. Seus residuos polimérficos (aminoacidos que variam
entre seus diferentes alelos) estdo localizados na fenda ou no sulco extracelular de
ligacédo do peptideo antigénico. Também possuem dominios n&o-polimaérficos os quais
contém os sitios de ligacdo para os linfocitos T CD4+, ou para os linfécitos T CD8
positivos (T CD8+) ?®.

Os linfécitos T CD8+ s6 reconhecem peptideos quando esses estdo associados
as moléculas HLA de classe I. Os linfocitos T CD4+ s6 reconhecem peptideos quando
esses estdo associados as moléculas HLA de classe Il. Este fendbmeno é chamado de
“restricdo ao CPH”, no qual os peptideos antigénicos sé serao reconhecidos se
estiverem associados as molélulas HLA > 20).

A associacido peptideo-HLA pode requerer de quinze a trinta minutos e sua
dissociacdo € muito lenta: o complexo peptideo-HLA pode permanecer associado
durante horas, até muitos dias, permitindo tempo suficiente para assegurar interagdes

produtivas com as células T @%.
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2.2.1 Antigenos HLA de classe |

As moléculas HLA de classe | sdo compostas de duas cadeias polipeptidicas
ligadas nao-covalentemente: uma cadeia alfa, codificada no cromossomo 6 e uma
subunidade codificada no cromossomo 15, denominada B2-microglobulina ?* 2%

A cadeia alfa é altamente polimorfica e consiste de um segmento extracelular
dividido em trés dominios: alfal (a1), alfa 2 (a2) e alfa 3 (a3); uma porgao
transmembrana hidrofobica e de uma porgao curta citoplasmatica. S&do os dominios a1
e a2 que contém os residuos polimérficos, onde os peptideos serdo ligados. Esta
fenda acomoda peptideos de oito a onze aminoacidos. O dominio a3 possui uma alga
que serve como sitio de ligagdo ao linfécito T CD8+ e possui uma sequéncia de
aminoacidos conservada > %)

A B2-microglobulina é similar a regidao externa a3, mas nao contém dominio
transmembrana, sendo invariavel em todas as moléculas do CPH de classe |. Na

auséncia da B2-microglobulina, as cadeias alfa ndo sdo expressas na superficie da

célula 29

2.2.2 Antigenos HLA de Classe Il

As moléculas HLA de Classe Il consistem de duas cadeias polipetidicas
associadas ndo covalentemente: uma cadeia alfa e uma cadeia beta, ambas
codificadas por genes do cromossomo 6 ?* 2%

A cadeia a divide-se em dominios a1 e 02 e a cadeia beta se divide em
dominios beta1 (B1) e beta 2 (B2). S&do os dominios a1 e B1 que interagem para

formar a fenda de ligacdo dos peptideos, a qual acomoda peptideos de dez a trinta

aminoacidos ou mais. Os residuos polimérficos da molécula HLA de classe Il também
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ficam sobre e em volta da fenda, sendo que a maior parte do polimorfismo esta na

cadeia B ?¥.

Os dominios a2 e B2 n&o sdo polimérficos. E no dominio B2 que se encontra a

alca que serve de ligagdo para o linfocito T CD4+ (2329

Tabela 1 - Caracteristicas das Moléculas HLA de Classe | e Il

Caracteristicas das Moléculas HLA de Classe l e ll

Caracteristica HLA de classe | HLA de classe I
Cadeias polipetidicas al, 02, a3 al, a2

B2-microglobulina B1, B2
Localizagao dos residuos Dominios a1 e a2 Dominios a1 e p1
polimérficos
Sitio de ligagdo para o co-receptor Regido a3 liga CD8 Regido p2 liga CD4
decélulaT
Tamanho da fenda de ligacdo do Acomoda peptideos de 8-11 Acomoda peptideos de 10-30
peptideo aminoacidos aminoacidos ou mais
Nomenclatura HLA-A, HLA-B, HLA-C HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP

Adaptado de Abbas AK, Lichtman AH, Pober JS. Imunologia Celular e Molecular. 52 ed. Rio de Janeiro: Elsevier; 2005.

2.2.3 Distribuicéo dos Antigenos HLA de Classe | e ll

As moléculas do CPH de Classe | sdo expressas em todas as células
nucleadas e, em maior densidade, nos linfécitos T, linfécitos B, macréfagos e em
células epiteliais do timo. As moléculas de Classe |l sdo expressas em linfécitos B,
células dendriticas, células endoteliais, mondcitos e macréfagos. Contudo, muitos
outros tipos celulares podem ser induzidos a expressar proteinas de classe Il quando
estimulados por interferon gama, liberado durante a ativacao do linfécito T, como as

células enddcrinas e as células endoteliais %29 .
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2.3 IMUNOLOGIA DOS TRANSPLANTES

Uma grande limitagdo para o éxito do transplante é a resposta imune do
receptor ao tecido do doador. Isso foi inicialmente observado durante as tentativas
mal-sucedidas de transplante de pele em pacientes com queimaduras, a partir de
doadores nao-familiares. O fracasso de tais enxertos levou Peter Medawar e outros
pesquisadores a estudarem o transplante de pele em modelos animais. A reacao
inflamatéria encontrada nos enxertos foi chamada de “rejeicdo” ?%.

Os transplantes podem falhar devido a outros fatores que n&o a rejeicao,

tornando-se importante distinguir rejeicdo de outras causas de perda do enxerto @3),

2.3.1 Reconhecimento de Aloantigenos

O prefixo alo deriva de &llos, do grego, e significa outro "

; portanto,
alorreconhecimento significa: o reconhecimento do outro. As moléculas reconhecidas
como estranhas nos aloenxertos, sdo chamadas de aloantigenos 3)

Um enxerto transplantado entre individuos da mesma espécie, porém
geneticamente diferentes, € chamado de enxerto alogénico, ou aloenxerto. Quando o
enxerto é transplantado entre individuos geneticamente idénticos, temos um enxerto
singénico; se o transplante for realizado entre espécies diferentes, chamamos de
enxerto xenogénico, ou xenoenxerto. Se o enxerto for transplantado de um individuo
para si mesmo, denominamos de enxerto autélogo, ou auto-enxerto (3),

O reconhecimento das células transplantadas é realizado pelo linfocito T. Esse

identifica os antigenos HLA presentes no enxerto como proprios ou estranhos, através

de seu receptor de membrana, chamado de receptor de célula T (TCR) ©). Este
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reconhecimento pode ser realizado por apresentacdo direta ou indireta de
aloantigenos **29),

A apresentacao direta envolve o reconhecimento pelo linfécito T do receptor, de
moléculas HLA intactas exibidas por células apresentadoras de antigenos (APCs) do
doador, presentes no enxerto .

A apresentacao indireta envolve o processamento de moléculas HLA do doador
pelas células apresentadoras de antigenos do receptor com posterior apresentacéo
aos linfocitos T 3.

Tanto os linfocitos T CD4+ quanto os linfocitos T CD8+ sao capazes de mediar
a rejeigdo, induzindo-a através de mecanismos distintos ?¥. Os linfécitos T CD4
auxiliares se diferenciam em células efetoras produtoras de citocinas que irdo lesar o
enxerto e também ativar os linfécitos B a produzirem anticorpos anti-HLA. Os linfécitos
T CD8+ se diferenciam em linfécitos T citotdxicos com potencialidade de destruir as
células do enxerto que expressam moléculas HLA de Classe | &2,

As vias direta e indireta de alorreconhecimento podem estar envolvidas no

processo de rejeicao simultaneamente ou em tempos diferentes apds o transplante(zs).

2.3.2 Rejeicdo de Aloenxertos

A rejeicdo dos enxertos € classificada com base nas caracteristicas

histopatoldgicas ou no curso temporal da rejeigao '®.

2.3.2.1 Rejeigao Hiperaguda

A rejeicdo hiperaguda se caracteriza pela oclusdo tromboética vascular do

enxerto; inicia minutos ou horas apds a anastomose entre os vasos sanguineos do
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hospedeiro e do enxerto. E mediada por anticorpos pré-existentes na circulagdo do
receptor que se ligam aos antigenos endoteliais das células do érgédo do doador. A
ligacdo dos anticorpos ao endotélio vascular ativa o sistema do complemento,
promovendo a quimiotaxia de polimorfonucleares e trombose intravascular (%29,

Atualmente, episddios de rejeicao hiperaguda séo raros, nao ocorrendo em
mais do que 0,5% dos transplantes; quando ocorrem, sdo em geral mediados por
anticorpos do tipo IgG dirigidos contra as moléculas HLA do doador, presentes no
endotélio vascular do 6rgao transplantado (23) Tais anticorpos, geralmente, surgem
como resultado de uma exposicdo prévia a aloantigenos, mediante transfusdes
sanguineas, transplantes prévios ou gestacdes %31

Se o0s anticorpos pré-formados tiverem baixo titulo, ou nao fixarem
complemento, a rejeicao hiperaguda pode se desenvolver lentamente, caracterizando

(23)

a chamada “Rejeicdo Acelerada do Enxerto” Esse tipo de rejeicdo ocorre

geralmente entre dois e cinco dias poés-transplante, produzindo ruptura vascular e

hemorragia intersticial %2 .

2.3.2.2 Rejeigcao Aguda

A rejeicdo aguda (RA) é um processo de lesdao vascular e parenquimatosa

mediada por células T e anticorpos, iniciando-se geralmente apds a primeira semana

(23, 28)

do transplante Sua incidéncia varia de acordo com o protocolo de

imunossupressao adotado, podendo ocorrer em até cinqlenta a 60% dos pacientes

@8 embora a sua incidéncia com os protocolos de imunossupressao atualmente

utilizados fique entre dez e 20% 2.
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Células T efetoras e anticorpos se desenvolvem durante poucos dias ou
semanas, em resposta aos antigenos HLA presentes no endotélio vascular e nas
células parenquimatosas do enxerto ?*

Dois tipos de lesbes vasculares distintas podem ser encontradas nas biopsias
renais, durante a RA: endotelite e vasculite necrotizante. A endotelite é, geralmente,
associada com boa resposta do enxerto ao aumento da imunossupressao; a arterite
necrotizante, freqientemente, é pressagio de perda do enxerto. Esses dois termos
descritivos sao utilizados para denotar a etiologia da RA: endotelite sendo associada a

rejeicdo celular e arterite necrotizante com rejeicdo humoral, mediada por anticorpos

(33)

2.3.2.3 Rejeigao Subclinica

A rejeigao subclinica é definida quando ha presencga de lesdes histologicas de
rejeicdo, em enxertos que estao funcionando bem (%) Ela ¢ distinta clinicamente da
rejeicdo aguda, que, por sua vez, é caracterizada pela deterioragdo da funcgéo renal,

(% Sya incidéncia é variavel entre

medida pela elevagao no valor da creatinina sérica

os centros transplantadores, sendo influenciada pelo momento em que a bidpsia

protocolar foi realizada, pela presengca de um episdédio de RA anterior a bidpsia
- (34)

protocolar e pelo tratamento imunossupressor .

Em um estudo realizado por Nankivell e colaboradores, foi identificada rejeigao

subclinica em 34,3% das biopsias ©°.
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2.3.2.4 Rejeigao Crobnica

Conforme a terapia para o controle da RA foi sendo aperfeicoada, a rejeicao
cronica (RC) emergiu como a principal causa de rejeicdo de aloenxertos . E
caracterizada por alteracbes nos trés principais compartimentos renais: fibrose e
atrofia do intersticio, fibrose e obliteragcdo glomerular e alteragdes vasculares, com
perda da fungdo do enxerto ocorrendo de forma lenta e progressiva, manifestando-se
de meses a anos apés o transplante 2.

A patogénese da rejeigdo crbnica € bem menos compreendida que a da
rejeicdo aguda. Talvez, a principal causa de RC seja a oclusdo arterial, como
resultado da proliferacdo de células musculares lisas da intima. Este processo é
conhecido como arterioesclerose do enxerto e pode se desenvolver em qualquer
transplante vascularizado no periodo de alguns meses a anos apds o transplante % .

Classicamente, na RC, a membrana basal glomerular esta duplicada e essa
caracteristica, conhecida como glomerulopatia crénica do enxerto, € a lesdo mais
especifica da RC. Contudo, pode ser vista em outras condi¢gdes, tais como doencga
glomerular recorrente ou microangiopatia tromboética. O glomérulo, na RC, pode
também mostrar um aumento das células mesangiais e da matriz, mas esse achado é
menos especifico ®° .

As mudangas vasculares cronicas “sugestivas” de rejeicdo crbénica sao:
ruptura da lamina elastica interna e presenca de células inflamatérias na intima
fibrética. O espessamento fibro-intimal nos vasos, sem os achados anteriores, néo é
considerado especifico de rejeicdo cronica. S&o considerados achados uteis a
proliferagcdo de miofibroblastos na intima expandida e formagdo de uma segunda

“neo-intima” “ 3 .
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O tratamento da RC permanece como um dos mais importantes desafios no
transplante de 6rgaos. Nao ha regime terapéutico para controlar a resposta humoral
existente na RC. Portanto, a prevencéo é a melhor medida para essa condigao (23)
Atualmente, devido a fatores nao-imunoldgicos poderem causar mudangas

funcionais e histopatolégicas similares as da RC, essa esta inserida em um contexto

mais abrangente, chamado de Nefropatia Crénica do Enxerto (NCE) ©.

2.3.3 Nefropatia Crénica do Enxerto (NCE)

A NCE é definida como a deterioragédo morfologica e funcional do enxerto renal,
de forma progressiva e irreversivel, evoluindo durante meses a anos apos o
transplante. Achados histoldgicos incluem atrofia tubular, fibrose intersticial,
hiperplasia da intima e uma variedade de lesbes glomerulares caracterizada mais
frequentemente por glomeruloesclerose ©739).

Essas mudancas podem resultar em hipertensao, proteinuria e declinio da
funcao renal © 37

A NCE ¢ abrangente e multifatorial - *?; introduzida nos padrdes de achados
histolégicos (classificacdo Banff) como um termo que engloba varios processos
patoldgicos, nem sempre distinguiveis histologicamente “* *%). A classificacdo de Banff
agrupou, sob o termo Nefropatia Cronica do Enxerto, pelo menos quatro formas
dificeis de serem distinguidas na bidpsia: a rejeicdo crénica, a nefrotoxicidade por
ciclosporina ou tacrolimus, a doenga vascular hipertensiva e a infecgao crénica e/ou
refluxo ",

Deste modo, a NCE nem sempre € sinbnimo de rejeicdo crdnica, que implica

atividade imunoldgica, e nem de disfungcdo cronica do enxerto (definicdo funcional
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independente, sem levar em conta a histologia) (39), Representa a sequela histoldgica
de uma série de interacdes celulares que resultam no dano cumulativo e aumentado
aos néfrons ©®® . Estudos tém demonstrado que pacientes com RA, no primeiro ano

pos-transplante, possuem risco aumentado de desenvolvimento futuro de NCE ®.37)

a (38, 42) .

A patogénese da NCE permanece pobremente entendid ; envolve

(37. 40. 42) " Os imunoldgicos levam ao

mecanismos imunolégicos e nao-imunoldgicos
que se denomina rejeicao cronica (RC). Existem achados histolégicos que séao
sugestivos de dano mediado por anticorpos, mas deveriam ser distinguidos, por
exemplo, daqueles achados devidos a hipertensdo ou a toxicidade crbénica por
ciclosporina. Essa € uma das principais dificuldades na determinacdo da causa
especifica da NCE. A possibilidade de os achados histolégicos citados anteriormente
poderem coexistir no mesmo paciente, dificulta ainda mais o diagndstico diferencial®®.

Dentre os fatores imunolégicos importantes para o desenvolvimento da NCE,
destacam-se a baixa compatibilidade no sistema HLA, a sensibilizagdo prévia do
receptor, os anticorpos especificos contra o doador, a disfuncio inicial do enxerto, a
rejeicdo aguda, a ma aderéncia ao tratamento e a imunossupressao insuficiente (®. 37,
40), Diferengas nos antigenos HLA entre doador e receptor, particularmente no loco
DR, confere risco aumentado de desenvolvimento de NCE ©7).

Causas nao-imunoldgicas sdao também importantes e incluem nefrotoxicidade
cronica por inibidores da calcineurina, infecgbes virais (citomegalovirus, virus BK),
hipertensao, lesdo de isquemia/reperfusao, dislipidemias, reativacao da doenca renal
primaria, causa mortis do doador, idade do receptor e do doador, peso, hiperfiltragao
glomerular e receptores de raga negra 40

A presenca de NCE em bidpsias protocolares tem sido associada com um

decréscimo da sobrevida do enxerto a longo prazo 34),
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2.3.4 Classificacdo Histopatoldgica das Rejei¢cfes (Critério Banff)

A classificacdo de Banff para biopsias renais € um método util para avaliar a
rejeicdo do enxerto e guiar seu tratamento. Foi proposta em 1991 por um grupo de
patologistas renais, nefrologistas e cirurgides de transplante, reunidos em Banff, no
Canada. Eles desenvolveram um esquema para padronizacdo internacional de

nomenclatura e critérios para o diagndstico histoldgico da rejeicdo do enxerto renal “"

43)

Esse sistema utiliza uma escala semiquantitativa para classificacdo e
graduagdo de mudangas a curto e a longo prazo que ocorrem nos glomérulos, nos
tubulos, no intersticio, nas artérias e nas arteriolas do enxerto renal. Essas mudancgas
foram codificadas por letras, conforme descrito a seguir: g, para mudangas
glomerulares; i, para mudangas intersticiais; t, para mudangas tubulares; v, para

r (38, 41, 43)_

mudangas vasculares e ah, para achados de hialinose arteriola Para

mudangas crénicas, foi indicado o uso da letra ¢ em frente aos cddigos: cg, ci, ct e cv
(41)_

Essa codificacdo é acompanhada de um escore numérico, colocado apds os
cbdigos de letras, em uma faixa de zero a trés (normal, leve, moderado, severo), na
dependéncia da severidade ou extensao da alteracéo histolégica & 4! 43,

As categorias principais de diagnéstico, propostas por esta classificagéo sao:
- normal

- mudancas “borderline”

- rejei¢cao hiperaguda

- trés graus de rejeigao aguda (1 a lll)
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- trés graus de NCE (I a lll)

- outras (nao representam rejei¢cao), como exemplos, infec¢ao viral, toxicidade
aguda ou crdnica por ciclosporina ou tacrolimus, necrose tubular aguda (NTA), nefrite
aguda intersticial, glomerulonefrite, trombose venosa ou arterial @1,

A tubulite, caracterizada pela presenca de células mononucleares no epitélio do
tubulo renal e a arterite da intima sao lesdes indicativas de rejeicdo aguda. A hialinose
arteriolar é indicativa de toxicidade por ciclosporina ou por tacrolimus ©¢ 4" |

Mudancgas cronicas podem ser vistas no glomérulo, vasos, tubulos e intersticio
(6. 40) " Espessamento fibroso da intima, de inicio recente, é sugestivo de rejeicdo
cronica caso a hipertenséo do paciente seja excluida como causa @)

A classificagao tem sido revisada de dois em dois anos. Em margo de 1997, foi
efetuada uma importante revisdo do sistema Banff. A classificacdo de Banff 97 é,
atualmente, a padronizacao utilizada internacionalmente para escore e classificagao
da rejeicdo em bidpsias de transplante renal. Nela foi adicionada a categoria “rejeicao
mediada por anticorpos”, que foi dividida em imediata (hiperaguda) e retardada (aguda
acelerada). A rejeicao aguda (rejeicao ativa/aguda) foi subdividida em IA, IB, lIA, IIB,
1l (36, 43) )

A rejeicao do tipo | é a rejei¢ao tubulointersticial, sem presenca de arterite. Se a
tubulite € moderada (t2), temos a rejeigdo aguda IA; se é severa (t3), temos a rejeicao
aguda IB. A rejeicao do tipo Il é a rejeigao vascular (arterite intimal). Se a arterite € de
leve a moderada (v1), temos a rejeicao IlIA, se severa (v2), temos a rejeicéo IIB. A
rejeicao do tipo Il € uma rejeigdo severa (v3), com arterite transmural com ou sem
necrose fibrindide do musculo liso % 4344

Algumas das principais mudangas da classificagdo Banff 97, em relagdo ao

Banff 93/95, estdo citadas a seguir: a) a rejeigdo com vasculite foi separada de
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rejeicdo tubulo intersticial; b) a rejeicdo severa requer alteracdo transmural nas
artérias; c) na categoria “nefropatia cronica/esclerosante do enxerto”, o duplo contorno
da membrana basal e o aumento das células mesangiais e da matriz foram graduados
separadamente, ficando o cddigo cg para o duplo contorno e o cédigo mm para

[{pee i)

mudangas na matriz. A colocagao da letra “a” nos graus NCE |, 1l e lll, significa que os
achados nao sao sugestivos de RC e a colocagao da letra “b” significa que os achados
sao fortemente sugestivos de RC; d) a rejeicdo “borderline” deve ser interpretada
somente em um contexto clinico ®® -

Os critérios para a amostragem adequada do fragmento retirado também foram
modificados: a bidpsia deve ter dez ou mais glomérulos (no minimo sete) e ao menos
duas artérias (no minimo uma). O coértex deve estar presente, de forma apropriada,
na amostra .

Em 2001, na 6% conferéncia Banff, critérios para rejeicdo mediada por
anticorpos foram adicionados a Classificagdo Banff 97. A categoria rejeicéo
ativa/aguda foi renomeada para rejeicao celular ativa/aguda e na categoria rejeicao
mediada por anticorpo, os seguintes critérios foram propostos: evidéncia morfolégica
de dano tissular agudo; evidéncia imunopatolégica de agao de anticorpos (deposigcéao
do sub-produto do componente C4 do complemento (C4d) nos capilares peritubulares)
e evidéncia sorologica de anticorpos circulantes contra os antigenos HLA ou contra
outros antigenos endoteliais do doador 4%

No estudo de Aragao e colaboradores “46) "a maioria dos pacientes com RA tipo

lIB e Ill e que possuiam anticorpos anti-HLA IgG no pds-transplante perderam seus

enxertos (P<0,0001).
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2.3.5 Prevencéo e Tratamento das Rejeigdes

Se o0 receptor de um aloenxerto possuir um sistema imune plenamente
funcional, o transplante apresentara - quase invariavelmente - alguma forma de
rejeicdo. As estratégias atualmente utilizadas para evitar ou retardar a rejeicdo séo: a
imunossupressao geral e a minimizagao da forga da reagdo alogénica especifica,
buscando-se a alocagao dos érgédos nos receptores com melhor compatibilidade, por

meio dos testes de histocompatibilidade 2.

2.3.5.1 Imunossupressao

A imunossupressao € a principal estratégia para a prevengao e o tratamento
das rejeicdes em transplantes de drgdos ) .

A azatioprina e a cortisona comegaram a ser utilizadas em transplantes a partir
da década de 60, constituindo-se na imunossupressao basica até o inicio da década
de 80. A ciclosporina comecgou a ser utilizada em 1983; os imunossupressores mais
modernos, como MMF e tacrolimus, foram introduzidos na década de 90 ©)

A combinacao de corticosterdides, azatioprina e ciclosporina foi utilizada pela
maioria dos centros transplantadores por quase duas décadas. Atualmente, a
azatioprina vem sendo substituida pelo uso de MMF %8,

Varias estratégias sao utilizadas para tratar ou prevenir as rejei¢gdes; uma delas
€ o0 uso de toxinas metabdlicas que destroem os linfécitos T em proliferagao, por inibir
a sintese de acido desoxirribonucléico (DNA) nas células em divisdo 7 . A primeira
dessas drogas a ser desenvolvida foi a azatioprina, porém revelou-se téxica para os

precursores de leucécitos na medula éssea. A droga mais nova - amplamente utilizada

nesta classe - € o micofenolato mofetii (MMF). Ele é — atualmente - usado em
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combinagdo com a ciclosporina ou tacrolimus para prevenir RA em aloenxertos 23)

Observacoées clinicas demonstraram que protocolos de imunossupressao utilizando

MMF inibiram a produgdo de anticorpos, reduzindo os episddios de rejeicdo do

enxerto 47 .

Os agentes antiinflamatérios sao utilizados rotineiramente, tanto para a
prevencdo como para o tratamento da rejeicdo de enxertos. Os mais potentes
disponiveis no mercado sao os corticosterodides. Eles bloqueiam a sintese de citocinas

(TNF, IL-1) pelos macrofagos, reduzindo a ativagao celular endotelial do enxerto e o

recrutamento de leucdcitos inflamatorios %2 .

O marco que inaugurou a era moderna dos transplantes foi a introdugado da
ciclosporina na pratica clinica. A ciclosporina € um peptideo ciclico produzido por uma
espécie de fungo, o Tolypocladium inflatum. Sua principal agao nos linfécitos T é a de

inibir a transcricdo de certos genes, principalmente aqueles que codificam a

interleucina 2 (IL-2) e — indiretamente - inibir a proliferacdo de linfocitos B ©7 .

Entretanto, os niveis da droga necessarios para a imunossupressao podem torna-la

nefrotoxica e causar lesdes renais % .

Outra droga imunossupressora potente denominada de tacrolimus (FK-506) foi

introduzida na rotina clinica. Seu mecanismo de acéo é similar ao da ciclosporina (23,

28, 47 23)

) e tem sido progressivamente utilizado em substituicdo a ciclosporina (
O agente imunossupressor rapamicina é um antibiético macrolideo, cujo

principal efeito € inibir a proliferacdo dos linfécitos T. Seu mecanismo de acgao resulta

(23, 28

no bloqueio da habilidade de resposta as citocinas, tais como IL-2 ). O uso da

rapamicina promete melhorar ainda mais a sobrevida precoce do enxerto (23),
Para o tratamento de episddios de RA, sdo usadas doses elevadas de

corticosteréides e na dependéncia da resposta ou gravidade da rejeicdo, sao
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utilizados anticorpos policlonais ou monoclonais, que reconhecem estruturas de
superficie nos linfocitos T. O anticorpo mais amplamente utilizado como
imunossupressor é o OKT3®, especifico para a molécula CD3 humana, um marcador
de superficie do linfocito T ®”. O OKT3® identifica o linfécito T, ativa o sistema do
complemento, lisando ou opsonizando a célula para a fagocitose. Ele também inibe
indiretamente a proliferagdo de linfocitos B %3 47).

Outro anticorpo monoclonal utilizado € o anticorpo especifico para o CD25
(subunidade alfa do receptor de IL-2). Este medicamento, que €& geralmente
administrado no momento do transplante, pode prevenir a ativagcao de linfocitos T
bloqueando a ligagao de IL-2 as células ativadas ou pode depletar o linfocito T ativado
que expressa CD25 3.

A maior limitagdo para o uso destes anticorpos monoclonais obtidos de
camundongos € a de que humanos produzem anticorpos anticamundongo,
neutralizando o efeito imunossupressor. Por essa razdo, foram desenvolvidos
anticorpos quiméricos (“humanizados”) contra CD3 e CD25 &),

Os protocolos de imunossupressao atuais melhoraram consideravelmente a
sobrevida dos enxertos. Antes do uso da ciclosporina, a sobrevida no primeiro ano, de
enxertos de doadores falecidos, sem levar em conta a compatibilidade no sistema
HLA, ficava entre cinqienta a 60%. Apds a introdugéo da ciclosporina, do MMF e de
melhor histocompatibilidade entre receptor e doador, este indice aumentou para 90%
(23)

A RA é tratada com a intensificacdo rapida da terapia imunossupressora. A RC

€ mais insidiosa que a RA e é provavel que a prevencao da RC seja a melhor

abordagem para esse problema %)
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2.3.5.2 Testes de Histocompatibilidade

Diversos testes laboratoriais sdo rotineiramente realizados para reduzir o risco
de rejeicdo em transplantes. Dentre eles, destaca-se a tipagem sanglinea ABO, a
tipagem HLA do receptor e do doador, a prova cruzada pré-transplante e a pesquisa
de anticorpos pré-formados contra um painel de antigenos HLA (Panel Reactive

Antibodies ou PRA) 3.

2.3.5.2.1 Tipagem ABO

Minimizar as diferengas aloantigénicas entre doador e receptor, mediante a
selecdao de doadores com a maior compatibilidade possivel, tem sido a principal
estratégia para reduzir a imunogenicidade dos enxertos ).

A compatibilidade no sistema ABO € a primeira medida a ser observada para
evitar a rejeicdo do enxerto em transplantes de orgaos. Esse teste é obrigatorio e

amplamente utilizado em transplantes de érgéos sélidos .

2.3.5.2.2 Tipagem HLA

A procura da compatibilidade no sistema HLA entre o receptor e o doador é
muito importante, pois quanto maior o numero de semelhangas entre os antigenos ou
alelos HLA do doador e do receptor, maior sera a sobrevida do enxerto “8)

E possivel haver entre zero e seis incompatibilidades (mismatches) de HLA
entre doador e receptor, considerando que a tipagem rotineira do HLA envolva apenas
alelos dos locos HLA-A, HLA-B e HLA-DR #*29),

Até poucos anos atras, a maioria das tipagens HLA era realizada por métodos

sorolégicos. Recentemente, passou a ser realizada através da reacédo em cadeia da
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polimerase (PCR) por SSP (sequence-specific primers) ou SSO (sequence-specific
oligonucleotide) > *9). Essa nova tecnologia permitiu uma tipagem mais segura e
completa dos genes dos locos HLA de classe | e Il e eliminou as reagdes cruzadas
existentes nos métodos soroldgicos .

A importancia da compatibilidade € demonstrada pela melhor sobrevida do
enxerto, a curto e a longo prazo, em transplantes com doador HLA idéntico,
comparado aos transplantes com doador HLA haploidéntico. Esses ultimos possuem
maior éxito quando comparados aos transplantes com irmaos HLA distintos e/ou com
doadores falecidos ©° .

Dados recentes, provenientes do CTS (Collaborative Transplant Study-
Heidelberg, Alemanha), mostraram um significativo beneficio da compatibilidade,
especialmente a longo prazo. As analises dos transplantes realizados de 1985 a 2004
reportaram a uma projecao de sobrevida do enxerto aos vinte anos de 40%, em
transplantes com zero incompatibilidades HLA-A, B e DR, decrescendo para 26% nos
pacientes com seis incompatibilidades HLA ©7

Rins de doador falecido com zero incompatibilidades HLA possuem uma meia-
vida de treze anos e dois meses, comparada com os sete anos observados em

enxertos com seis incompatibilidades HLA ©

2.3.5.2.3 Prova Cruzada por Linfocitotoxicidade

Anticorpos pré-formados dirigidos contra os antigenos HLA do enxerto sédo a

principal e mais conhecida causa de rejeicdo hiperaguda ©®" °2 % Esses anticorpos

podem também estar envolvidos em rejeicdes agudas e cronicas "2
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A prova cruzada realizada por citotoxicidade dependente de complemento
(CDC) tem sido a metodologia classica utilizada ha mais de trinta anos para a
deteccdo de anticorpos anti-HLA. Foi descrita por Terasaki e McLelland em 196433 52)

Essa metodologia consiste na incubagao de células mononucleares (linfécitos),
coletadas do sangue periférico do doador, com o soro do receptor. Apds essa
incubacao, é acrescentado soro de coelho como fonte de complemento. Caso tenha
havido reagéo antigeno-anticorpo na superficie das células do doador, o complemento
sera ativado, provocando a lise da célula. O resultado da reacao é evidenciado pela
adicao de um corante vital, geralmente a eosina, que penetra nas células mortas, mas
€ incapaz de penetrar nas células com membrana integra. A leitura ao microscopio
nos permite quantificar a proporcdo de células mortas, entre zero e 100% @
Qualquer quantidade de células mortas, acima de 10% do controle negativo, é
considerada positiva 1) Esse teste também pode ser realizado utilizando-se linfécitos
originarios do bago ou de linfonodos de doadores falecidos 2.

A vantagem desse ensaio € o fato de ser o unico que, devido a leitura ser feita
em relagdo a morte das células, pode melhor mimetizar a realidade in vivo. A grande
desvantagem da técnica por CDC é que ela também detecta autoanticorpos e requer a

(3 A morte

fixacdo do complemento para medir a reatividade dos anticorpos
espontanea de células (principalmente linfécitos B) pode causar um resultado falso-
positivo (19,

Somente na metade dos anos setenta, foi introduzida a prova cruzada contra
linfécitos T, o que permitiu excluir a participacdo de anticorpos dirigidos contra

antigenos HLA de classe Il, ausentes nos linfocitos T em repouso. Mais tarde, foi

introduzida a prova cruzada contra linfécitos T com a adigdo de antiglobulina humana
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(AGH), aumentando a sensibilidade do teste. Além disso, o uso da AGH pode revelar
a presenca de anticorpos nao-fixadores de complemento %% %2

Outro importante avango das técnicas de prova cruzada por CDC foi a
introducdo do DTT (dithiothreitol), que permite identificar a qual isotipo o anticorpo

presente pertence: IgM, IgG ou ambos ©? .

2.3.5.2.4 Prova Cruzada por Citometria de Fluxo

A prova cruzada por citometria de fluxo (FCXM) utiliza imunofluorescéncia
indireta para detectar os aloanticorpos que se ligaram aos linfécitos do doador. Nessa
metodologia, n&do € necessaria a fixagdo do complemento. Feixes de um laser
detectam os linfocitos T e/ou B e a presenca - ou ndo - de anticorpos, através de
marcadores fluorescentes > **). O isotipo do anticorpo pode ser determinado pela
escolha do anticorpo secundario ©.

Para distinguir entre células T e B, utilizam-se anticorpos monoclonais
conjugados a moléculas fluorescentes, dirigidos contra marcadores de membrana de
células T (CD3) e contra marcadores de membrana de células B (CD20 ou CD19). Um
anticorpo secundario, também marcado por uma molécula fluorescente, detecta os
anticorpos ligados a célula do doador. A interpretacdo da FCXM é feita pela
comparagao da intensidade da fluorescéncia da populagdo de células do doador
tratada com o soro do paciente, com a intensidade da fluorescéncia da mesma
populagao celular tratada com um soro controle negativo para anticorpos anti-HLA ©°) .

A FCXM tem-se tornado um método util para detectar baixos niveis de
anticorpos antidoador, sendo que anticorpos - ndo-aparentes na prova cruzada por
CDC, mas detectados por FCXM - sédo frequentemente associados ao aumento de

o (33.54)

episodios de rejeicdo e falha precoce do enxert . Como nao ha métodos para
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confirmar se o anticorpo detectado pela FCXM ¢ dirigido contra os antigenos HLA de
classe | e/ou Il, nem se os anticorpos ligados possuem qualquer efeito patolégico nas
células-alvo, a interpretacdo da FCXM é um pouco delicada e deve levar em conta a
histéria clinica de cada paciente. Portanto, uma FCXM positiva nem sempre se

constitui em uma contra-indicagdo ao transplante ('8 %%

2.3.2.5.5 Avaliacdo da Reatividade contra Painel (PRA)

A avaliacdo da presenca de anticorpos contra um painel de células ou
antigenos HLA (“panel-reactive antibodies” ou PRA) é a forma rotineira de investigar a
sensibilizagao prévia aos antigenos HLA. O resultado informa o grau de aloimunizagao
dos candidatos ao transplante, sendo expresso como um valor percentual. As causas
mais comuns de sensibilizagdo aos antigenos HLA sao as gestagdes, transfusdes e
transplantes prévios %2

A metodologia consiste em testar o soro do paciente com o maior numero
possivel de antigenos HLA ©?. A fonte desses antigenos pode ser: linfécitos obtidos
de pessoas saudaveis; moléculas HLA de classe | e Il purificadas e aderidas a
microplacas (PRA por ensaio imunoenzimatico ELISA) ou moléculas HLA de classe | e
Il ligadas a micro-esferas (PRA por citometria de fluxo) ®®. O soro que reage com a
maioria dos antigenos do painel possui um alto valor de PRA, indicando que o
paciente apresenta um alto nivel de pré-sensibilizagdo aos antigenos HLA ©' %2
Mesmo a prova cruzada sendo negativa, pacientes com alto PRA pré-transplante
possuem risco aumentado de rejeicdo, que pode ser explicado pelo sistema imune
mais reativo do receptor ou por anticorpos especificos ao doador que nédo foram

detectados pelo método CDC ©®V.
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Os pacientes sao classificados - de acordo com a percentagem da PRA - em
nao-sensibilizados, sensibilizados e altamente sensibilizados, expresso como PRA
<10%; PRA 11-50%; PRA > 50%, respectivamente ®° . O desenvolvimento de testes
utilizando ELISA e citometria de fluxo aumentou a sensibilidade e especificidade do
teste PRA ©0),

A PRA por ELISA, assim como a PRA por citometria de fluxo, identifica
anticorpos nao fixadores de complemento; portanto € mais sensivel que o CDC. A

PRA ELISA permite distinguir entre anticorpos anti-HLA de classe | e Il %52

2.4 PRESENCA DE ANTICORPOS ANTI-HLA NO PRE-TRANSPLANTE RENAL

Os anticorpos anti-HLA desempenham um papel importante na sobrevida do
enxerto, principalmente em transplante de rim. A existéncia de anticorpos anti-doador
no pré-transplante esta diretamente envolvida com a patogénese da rejeicéo
hiperaguda e acelerada do enxerto. Portanto, a presenga desses anticorpos pré-
formados é sempre avaliada antes do transplante, através da realizacido da prova
cruzada, utilizando-se amostras de soro atual (sessenta a noventa dias precedentes
ao transplante) e histérico (soro mais antigo disponivel dentro de um periodo de seis a
dezoito meses pré-transplante) do provavel receptor. A detecgéo de aloanticorpos pela
técnica PRA é usada para monitorar a sensibilizacdo dos pacientes em lista de espera
para um transplante % %),

Foi observado em varios estudos que pacientes sensibilizados antes do

transplante possuem menor taxa de sobrevida do enxerto quando comparados a
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pacientes nao-sensibilizados. A taxa de perda dos enxertos esta relacionada ao valor
em percentagem do PRA pré-transplante (14 15 33.56.57),

Monteiro e cols ©®, utilizando PRA ELISA, observaram que 12% dos pacientes
com valores de PRA pré-transplante inferiores a 10% perderam seus enxertos. Esse
indice aumentou para 33% nos pacientes com PRA acima de 10% e para 63% nos
pacientes com PRA maior do que 50%.

Os valores da PRA ELISA pré-transplante também se correlacionaram com a
necessidade de dialise no pdés-transplante, ou seja, 88% nos pacientes com PRA
acima de 50%, 56% nos pacientes com PRA entre 10-50% e 25% nos pacientes com
PRA abaixo de 10% ©%.

9 3 sobrevida do enxerto aos dois anos foi de

No estudo de Susal e Opelz
77% nos pacientes com anticorpos anti-HLA de classe | e de 79% nos pacientes com
anti-HLA de classe |l pré-transplante, comparada a uma sobrevida de 84% nos
pacientes sem anticorpos (P<0,001). A sobrevida decresceu para 60% naqueles
pacientes com anticorpos para ambas as classes HLA e com trés incompatibilidades

HLA. Porém, ficou em 84 * 4% nos pacientes com 0 ou 1 incompatibilidades HLA-A, B

e DR.

2.5 PRESENCA DE ANTICORPOS ANTI-HLA NO POS-TRANSPLANTE RENAL

Anticorpos anti-HLA nao sao rotineiramente monitorados no soro de pacientes
transplantados ) 0 que existem sdo estudos associando a presenca de tais
anticorpos a eventos prejudiciais ao enxerto e a sobrevida do mesmo, que poderao
contribuir para que, no futuro, o monitoramento de anticorpos anti-HLA no pods-

transplante se incorpore a rotina dos centros transplantadores.
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2.5.1 Resposta Humoral aos Aloenxertos — Papel dos Anticorpos anti-HLA

A resposta humoral (mediada por anticorpos) aos aloantigenos desempenha
um papel importante na indugao tanto de rejeicao aguda quanto de rejeigao crénica (a7,
20.33) No trabalho de Costa e cols ?% foi demonstrada correlacéo significativa entre a
presenca de anticorpos anti-HLA do tipo IgG (ELISA) no péds-transplante e a
ocorréncia de RA que nao respondeu a terapia imunossupressora padrao (P< 0,0001)
e a ocorréncia de RC (P < 0,001).

Por mais de trinta anos, o foco de atengao foi o mecanismo celular de rejeigao
aguda e crbnica do enxerto. Os mecanismos humorais eram, principalmente,
considerados como indutores de rejeigao hiperaguda e acelerada, quando anticorpos
HLA anti-doador estavam presentes antes do transplante (729 |

Embora o papel principal no reconhecimento de aloantigenos e a indugao da
cascata de eventos que levam a destruicdo do 6rgao sejam exercidos pela imunidade
mediada por célula (linfécitos T), ndo devemos esquecer da cooperagao entre
linfocitos T e B. A resposta do linfécito T também resulta em ativagao do linfécito B e
consequentemente na produgao de anticorpos an,

Evidéncias acumuladas sugerem associagao entre anticorpos anti-HLA e uma
evolugdo negativa pds-transplante renal, ocorrendo desde rejeigdo hiperaguda, RA
humoral e NCE até perda precoce e diminuigao da sobrevida do enxerto 6 Esses
dados estdo de acordo com duas publicacdes de Terasaki e cols (2003 e 2005) (1469 |
Contudo, no estudo de Morales-Buenorostro e cols ©"), a presenca de anticorpos anti-

HLA no pés-transplante ndo foi associada com um impacto negativo na fungao renal,

em contraste com varios estudos.
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Um artigo recente de Terasaki e cols (¥

, sugeriu a “Teoria Humoral do
Transplante”, na qual os anticorpos causariam diretamente a rejeicdao dos enxertos,
sem acao de células. Nele seu autor apresenta a hipétese de que os anticorpos se
ligariam ao endotélio do enxerto, causando um ciclo de dano e reparo podendo levar
de meses a anos, resultando no espessamento lento e gradual da camada da intima
dos vasos. Esse processo contribuiria como um fator imunolégico, influenciando
negativamente a sobrevida do enxerto a longo prazo.

Segundo revisdo de McKenna e cols 3) baseada em doze estudos, anticorpos
anti-HLA pos-transplante foram detectados em doze a 60% dos pacientes, na
dependéncia da metodologia utilizada. Se no estudo analisado, a metodologia
utilizada foi a prova cruzada doador-especifico por CDC, anticorpos foram detectados
em vinte a 30% dos transplantados; se foi utilizada a prova cruzada por citometria de
fluxo, foram detectados em doze a 60%. Quando foi utilizada a prova cruzada contra
painel (PRA) por CDC ou ELISA, anticorpos anti-HLA foram encontrados em 25 a 50%
e dezenove a 31% dos pacientes, respectivamente.

No estudo de Hourmant e cols ©? | dos 1229 transplantados, 16,8% dos
pacientes tinham anticorpos anti-HLA no pds-transplante. Desses, 5,5% eram
anticorpos especificos ao doador e 11,3% sem especificidade contra o doador. A
compatibilidade HLA-DR, a imunizagdo pré-transplante (PRA>10%) e um ou mais
episoédios de RA foram fatores independentes associados a presencga de anticorpos.

Em sete estudos utilizados para correlacionar RA com a presencga de anticorpos
anti-HLA no pés-transplante, os pacientes com anticorpos tiveram duas a dez vezes
mais incidéncia de RA. Nessa mesma revisao, foi relatado que, nos pacientes sem
anticorpos anti-HLA, a RC foi menos frequente, e a sobrevida foi maior do que nos

pacientes que apresentavam anticorpos anti-HLA (33),
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A taxa de sobrevida do enxerto aos cinco anos nos pacientes que produziram
anticorpos, quando utilizada a metodologia CDC, foi de 12%, comparada a 76%
naqueles pacientes sem anticorpos. Quando foi utilizada a citometria de fluxo, a taxa
de sobrevida foi de 34% nos pacientes com anticorpos e 76% nos pacientes sem
anticorpos. Dos pacientes que produziram anticorpos no pods-transplante, catorze a
45% tinham enxerto funcionante aos cinco anos do transplante (33),

Quando avaliado o isotipo de anticorpo formado, alguns anticorpos
relacionados ao transplante de o6rgaos parecem exercer um papel prejudicial a
sobrevida do enxerto, outros parecem nao ter efeito aparente e um terceiro grupo
pode mesmo estar correlacionado a um efeito benéfico (7

Anticorpos anti-HLA do tipo IgM sao frequentemente correlacionaodos a nao
exercer efeito deletério na sobrevida do enxerto. Ao contrario, anticorpos do tipo 1gG,
se encontrados em uma prova cruzada pré-transplante, contra-indicam a realizacédo do
transplante " 3. Contudo, devemos considerar que, em alguns casos, foi encontrado

17

anticorpo anti-HLA prejudicial ao enxerto, pertencente a classe IgM ) Anticorpos

anti-HLA do isotipo IgA pré-transplante foram associados a melhora na sobrevida do
enxerto "33

Anticorpos, tanto para Classe | como para Classe |lI, mostraram-se prejudiciais
ao enxerto 3 e sua frequéncia variou de estudo para estudo. No estudo de Piazza e
cols "9 foram encontrados anticorpos exclusivos para a Classe | no pds-transplante
(PRA por citometria de fluxo) em 35% dos pacientes, enquanto anticorpos contra a
Classe | e Classe Il foram encontrados em 55% dos casos. Somente 10% produziram
anticorpos exclusivamente contra a Classe |l.

Dos doze pacientes com anticorpos anti-HLA por PRA ELISA no pés-

transplante - que eram negativos no pré-transplante - 50% produziram anticorpos
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contra classe |, 42% contra classe Il e 8% contra classe | e Il ®®. No trabalho de
Harmer e cols ¥, dos noventa pacientes que perderam o enxerto, 85 (95%) tinham
anticorpos anti-HLA pds-perda do enxerto, 76% dirigidos aos antigenos de Classe | e
11% aos antigenos de classe Il. Dos 85 pacientes, somente dez tinham anticorpos no
periodo pré-transplante.

1) 50% dos pacientes produziram anticorpos no

No estudo de Martin e cols
pos-transplante somente para Classe |, 36% para Classe | e Il e 11% somente para
Classe Il. Nos pacientes com o enxerto funcionante, os anticorpos foram detectados
transitoriamente (de uma a oito semanas pos-transplante). Nos pacientes que
perderam o enxerto, os anticorpos foram persistentes, sendo que, em 71% destes
pacientes, os anticorpos estavam presentes pelo menos uma semana antes da perda
do enxerto.

Uma importante contribuicido para a valorizacdo das pesquisas com anticorpos
anti-HLA foi o estudo multicéntrico prospectivo (23 centros transplantadores renais)
realizado por Terasaki e Osawa '® %) No primeiro ano do “13° Workshop

Internacional de Histocompatibilidade” ©

, em 2278 transplantados renais com
enxerto funcionante ha pelo menos seis meses, foi comparada a fungdo do mesmo
com a presenca - ou nao - de anticorpos anti-HLA no pés-transplante. Esses dados
mostraram que a percentagem de perda do enxerto em um ano foi, significativamente,
maior nos pacientes com anticorpos do que nos sem anticorpos; respectivamente
6,6% contra 3,3%, (P= 0,0007). Quando foi comparada a perda do enxerto entre os
pacientes que produziram anticorpos no pods-transplante e os pacientes sem
anticorpos, a percentagem de perda foi maior ainda, respectivamente 8,6% contra

3,0%, (P= 0,00003). No segundo ano da avaliagdo, a percentagem de perda do

enxerto nos pacientes com anticorpos foi 15,1% comparado a 6,8% nos pacientes
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sem anticorpos anti-HLA no pés-transplante (P= 0,00000002). Nos pacientes que
desenvolveram anticorpos no pos-transplante, a percentagem de perda foi de 16,7%
comparado a 6,5% nos pacientes sem anticorpos (P= 0,0000001). A sobrevida do
enxerto aos dois anos foi menor nos pacientes com anticorpos (80%) do que naqueles
sem anticorpos (90%) ©°.

Na metade da década de oitenta, a atencao foi focada nos anticorpos anti-HLA
(IgG) pds-transplante especificos ao doador V. A conclusdo de varios estudos foi
semelhante: o aparecimento de anticorpos anti-HLA doador-especifico esta
relacionado a reducdo da sobrevida do enxerto e ao aumento da RC, quando
comparado aos controles sem anticorpos (1% 12 9. €6),

(13) utilizando a técnica ELISA para deteccao de anticorpos

Worthington e cols
anti HLA doador-especifico, acompanharam uma coorte, por mais de cinco anos, de
235 transplantados renais nao-sensibilizados ao doador no pré-transplante. Como
resultado da pesquisa, foi observado que anticorpos anti-HLA especificos ao doador
foram produzidos por 50,9% dos pacientes que tiveram perda do enxerto contra 1,6%
dos pacientes com enxerto funcionante (P<0,0000001, OR= 64,98). Estes anticorpos
apareceram antes da ocorréncia da perda do enxerto em 60% dos pacientes
(P<0,0000001), em concordancia com outros estudos '3,

Alguns estudos encontraram associagdo da RA e da RC tanto com anticorpos
especificos ao doador como para anticorpos nao-especificos ao doador, enquanto
outros demonstraram essa associagcdo somente com anticorpos especificos ao
doador, tudo isto na dependéncia da técnica utilizada para detectar o anticorpo (33),

Em alguns casos, os anticorpos circulantes foram detectados somente apds a

falha do enxerto; noutros, somente apds a remogao do mesmo. Isso sugeriu que 0s

anticorpos doador-especifico pudessem ficar aderidos ao enxerto, ficando entdo sub-
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avaliados no soro do paciente e — consequentemente - tornando a percentagem de
rejeicdo associada aos anticorpos circulantes subestimada an,

Gerard Rifle e cols ") mostraram ser possivel eluir anticorpos anti-HLA de rins
transplantados e rejeitados, através do uso de bidpsias percuténeas, identificando
assim os anticorpos dentro do préprio enxerto.

Em 20 rins removidos devido & NCE, Laurent Martin e cols " demonstraram,
por citometria de fluxo, que os anticorpos anti-HLA foram identificados em mais de
70% dos rins removidos, enquanto foram encontrados em menos de 45% das
amostras de soros coletadas regularmente durante o periodo de acompanhamento

pos-transplante. Nas amostras de soro coletadas durante as quatro semanas apos a

retirada do 6rgao, os anticorpos aderidos ao enxerto apareceram na circulagao.

2.5.1.1 Anticorpos anti-HLA e a Rejeicao Aguda

Estudos mostram que 20-40% dos pacientes com RA possuem anticorpos anti-
HLA especificos ao doador e que este grupo tem a sobrevida do enxerto diminuida (22,
68) )

No inicio dos anos noventa, Halloran e colaboradores foram os primeiros a
identificar RA de transplantes renais associada com a produc¢do de anticorpos anti-
HLA especifico ao doador, como um achado de progndstico ruim €9)

Um marcador recente de RA humoral é a deposicdo de C4d nos capilares
peritubulares. O C4d é um subproduto estavel do componente C4 que indica que
houve ativacdo da via classica do complemento. Devido a permanecer
covalentemente ligado ao endotélio, fornece evidéncia patoldgica “in situ” de resposta

humoral 79
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Aproximadamente 25 a 50% de todos os episddios de RA confirmados por
bidpsia tém um componente de RA humoral, tomando como base para esse dado a
presenca de deposi¢cao de C4d nos capilares peritubulares, representando, assim, 9%
dos pacientes transplantados ° ®®). Qutros trabalhos tém demonstrado a incidéncia de

(69, 70)

RA humoral de zero a 8% , ha dependéncia do tipo de populagdo estudada

(pacientes com risco imunolégico baixo versus alto) e do tipo de indugdo de
imunossupressao ©.

A perda do enxerto, em um ano, foi consideravelmente maior apés episodios de
RA humoral do que apds episddios de RA celular, respectivamente (30% vs 4%) ©8)
(27-40% vs 3,7%) ™. No estudo de Crespo e cols 'Y, mais de um terco dos pacientes
com RA insensivel ao tratamento com esteroides, tinham evidéncia de RA humoral.

O diagndstico da RA humoral em transplante renal inclui trés achados
importantes propostos pela classificagcdo Banff 97, publicada em 2003 por Racusen e
cols “ tais como: (1) evidéncia morfoldgica de dano tecidual; (2) evidéncia
imunopatolégica de acdo mediada por anticorpo, isto é, deposicdo de C4d nos
capilares peritubulares; (3) evidéncia sorolégica de anticorpos circulantes contra os
antigenos HLA do doador ou a outros antigenos endoteliais do doador.

Um estudo retrospectivo do Departamento de Patologia e Cirurgia da
Universidade de Columbia, New York, com oitenta receptores de rins de doadores
falecidos, demonstrou que, embora todos os pacientes tivessem prova cruzada CDC
negativa contra linfécitos T e B no pré-transplante, alguns desses pacientes tiveram
anticorpos doador-especifico detectados por citometria de fluxo (CF). Esses
anticorpos, contudo, nem sempre foram deletérios, e a sobrevida do enxerto em um

ano foi de 98%. Dos dezessete pacientes que tiveram prova cruzada por citometria de

fluxo positiva, seis necessitaram de plasmaferese e imunoglobulina intravenosa (IVIG)
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para tratar episddios de RA. Este dado sugere que a citometria de fluxo pode limitar o
transplante de o6rgaos de doadores falecidos por identificar anticorpos doador
especifico que nem sempre sdo deletérios para o enxerto 7.

Convém lembrar que a RA humoral pode coexistir com a RA celular "+ 3¢:€9) O
inicio da RA humoral é, geralmente, de uma a trés semanas apds o transplante,
coincidindo com o da RA celular. Contudo, elas podem aparecer meses ou anos apos
o transplante devido a diminuicdo na imunossupressao por ndo aderéncia do paciente
ao tratamento ou pelo aumento do catabolismo das drogas imunossupressoras. A RA
humoral ocorre mais frequentemente em pacientes sensibilizados ou com histéria de
transplantes prévios % %79 Crespo e cols "® observaram que os anticorpos na RA
humoral foram mais comuns para Classe | (60%) do que para classe Il (30%) e que,
em 37% dos casos de RA refrataria ao tratamento com esterdides, havia a presenca
de anticorpo anti-doador no pés-transplante.

Na revisdo de Mauiyyedi e cols foram citados como fatores de risco para RA
humoral: a) PRA com percentual elevado; b) transplantes prévios; c) prova cruzada
histérica positiva; todos associados com sensibilizagées prévias. Em alguns casos, o
sexo feminino foi um fator de risco, provavelmente devido as gestagdes. RA humoral
nao se correlacionou com compatibilidade HLA, tempo de isquemia e idade do doador.
Na RA humoral, a creatinina mostrou-se mais elevada do que na RA celular, sendo a
primeira resistente ao tratamento com esteréides e com anticorpos anticélula T. A
frequéncia de RA humoral em fungdo da imunossupressdao ainda nao foi
estabelecida®®.

Estratégias terapéuticas incluindo combinag¢des de plasmaferese, tacrolimus,

MMF e/ou imunoglobulina intravenosa (IVIG) foram utilizadas com sucesso para tratar
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RA humoral refrataria ao tratamento com esterdides e terapia antilinfécito (globulina
antilinfocito: ALG) ©9).

Terapia utilizando anti-CD20 (marcador de linfécito B), a qual depleta os
linfécitos B e, portanto, possivelmente suprime a producdo de aloanticorpo, pode ser
uma opgao interessante em alguns casos isolados. Essa terapia necessita de maiores
investigagdes antes de ser utilizada como terapia padrao para RA humoral, devido ao
seu custo e ao potencial excesso de imunossupressdo oferecido ao paciente (69),
Terapia com anti-CD52 (marcador de superficie de timdcitos, linfocitos T e linfécitos
B), o qual depleta linfécitos B diretamente, também se torna uma estratégia
interessante®” .

Encontra-se atualmente em estudos clinicos preliminares o uso de inibidores do
complemento, por exemplo, o CD35 soluvel. Esse bloqueia as consequéncias
deletérias pré-inflamatérias da ativacdo do complemento pelo aloanticorpo anti-doador
(69)

Plasmaferese e IVIG também foram utilizadas para dessensibilizar pacientes no
pré-transplante, tais como pacientes que apresentavam prova cruzada positiva contra
seu potencial doador vivo, ou pacientes que, ha muito tempo, estavam na lista de

espera para um transplante com doador falecido ©% 72 .

2.5.1.2 Anticorpos anti-HLA e a Nefropatia Crénica do Enxerto (NCE)

Embora a sobrevida do aloenxerto renal tenha aumentado nos ultimos anos
(80-90% no primeiro ano pos-transplante) ), em decorréncia da melhor prevencao e
do tratamento da rejeicdo aguda, a nefropatia cronica do enxerto (NCE) permanece

como a principal barreira para a sobrevida do 6rgao transplantado ") a longo prazo ©%
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‘0 Ela & responsavel, juntamente com a morte do paciente com o enxerto

funcionante, por uma taxa anual de perda do enxerto em torno de trés a 5% 9.

A NCE representa a principal razdo para os pacientes voltarem para a lista de
espera por um transplante “?),

Em torno de 27 a 40 % de todas as perdas do enxerto entre 0 1° e 3° ano sao
causadas pela NCE ®”). No estudo de Krieger e cols ®”), os autores demonstraram
que a presenga da NCE aumentou em 10,5 vezes o risco de perda do enxerto. Sua
prevaléncia em bidpsias protocolares é de sessenta a 70% “-

O numero de publicacbes a respeito deste assunto vem aumentando
consideravelmente a cada ano, tendo passado de seis em 1996, para noventa e trés
em 2003 “9 denotando o interesse da comunidade cientifica em compreender melhor
os fatores que contribuem para a NCE, encontrar diagnésticos diferenciais entre suas
causas e definir melhor sua patogénese, na tentativa de indicar preditores e/ou
desenvolver tratamentos para preveni-la.

Dentre todas as variaveis que contribuem para a NCE, os fatores imunolégicos
sao claramente demonstrados pela baixa incidéncia de NCE em enxertos de doadores
vivos HLA idénticos ¥,

Varios estudos retrospectivos ou transversais tém mostrado associagao entre a
presenca de anticorpos anti-HLA no pés-transplante e a NCE, ou a perda do enxerto.
Na maioria destes estudos, foi utilizado a PRA para detectar tais anticorpos (19)

Um estudo conduzido pelo Hospital do Rim e Hipertensdo e pela Escola
Paulista de Medicina concluiu que a presenca de anticorpos anti-HLA de classe Il no
pos-translante foi um fator de risco para perda do enxerto renal devido a NCE. Esse

estudo foi prospectivo; baseado em um grande numero de pacientes (n=512) de um

unico centro, sob condicdes similares de terapia imunossupressora. Os papéis dos
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anticorpos anti-HLA de Classe | e de Classe Il foram avaliados separadamente. Sexo
feminino, gestagdes e transfusdées foram associados com a presenca de anti-HLA de
Classe | (P<0,05). Idade ou raga do paciente, tipo e idade do doador, tempo de
isquemia fria, ocorréncia de necrose tubular aguda (NTA), RC ou infecgdo por
citomegalovirus (CMV) nao diferiram entre os grupos com e sem anticorpos. A
deterioracdo do enxerto foi associada com anticorpos anti-HLA de Classe |l
isoladamente ou acompanhados de anticorpos anti-HLA de Classe |. Durante o
primeiro ano de acompanhamento, 12,1% dos pacientes com anticorpos perderam
seus enxertos devido a NCE, enquanto isso ocorreu em somente 5,5% dos pacientes
sem anticorpos no pés-transplante. (P=0,03, RR=2,34). As seguintes variaveis foram
independentemente associadas com a perda do enxerto devido a NCE: anticorpos
anti-HLA de Classe Il, sexo do paciente, ocorréncia prévia de RA e a variacdo da

creatinina ¥ .

2.5.1.3 Anticorpos Anti-HLA e a Rejei¢cao Crdnica

O termo “rejeicao cronica” deveria ser usado naqueles casos de disfuncéo
tardia do enxerto devido a NCE somente quando for possivel identificar mecanismo
aloimune de dano (componente celular ou humoral) 9.

Os achados morfoldgicos classicos associados aos mecanismos de dano
aloimune incluem: fibrose da intima com a presengca de células mononucleares
(arteriopatia crénica do enxerto), duplicagdo da membrana basal glomerular
(glomerulopatia do transplante) e laminagdo da membrana basal dos capilares

peritubulares. Contudo, nem sempre todos esses achados estdo presentes em uma

determinada bidpsia ©% 7.
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Um estudo realizado pela Universidade da Califérnia em Los Angeles, verificou
in vitro, que a ligagdo dos anticorpos anti-HLA Classe | as células endoteliais
promoveu a rejeigdo crbnica %) Em modelos experimentais foi estabelecido que
linfocitos B e anticorpos eram necessarios para o completo desenvolvimento da
arteriosclerose, a principal expressao da rejeigao cronica. Nestes experimentos, feitos
com animais, anticorpos foram necessarios e suficientes para o desenvolvimento de
RC (17, 74) ]

Varios estudos tém mostrado que a ocorréncia de episddios de rejeicdo aguda
precoce e o aparecimento de anticorpos doador-especifico sdo os mais importantes
fatores de risco para o desenvolvimento de disfuncao cronica do enxerto, constituindo-
se em fator prognéstico negativo para a sobrevida no primeiro ano (10)

A forte correlagao entre anticorpos anti-HLA dirigidos ao doador e a rejeigéao
cronica vascular foi demonstrado no trabalho de Piazza e cols 9. Em 120
transplantados renais, sem sensibilizagdo prévia ao doador, foi investigado o papel
dos anticorpos anti-HLA no pés-transplante na ocorréncia de RC e na sobrevida do
enxerto. Os pacientes foram monitorados durante o primeiro ano pods-transplante
através da FCXM e acompanhados por - pelo menos - dois anos, ou até a remocéo do
enxerto. Os pacientes com FCXM positivos para o isotipo IgG foram, posteriormente,
investigados pela prova cruzada contra painel (PRA) por citometria de fluxo para HLA
Classe | e Il. Vinte e nove (24,2%) dos pacientes produziram anticorpos especificos
aos linfocitos T e/ou B do doador. Uma incidéncia significativamente maior de perda
do enxerto determinada imunologicamente foi observada nos pacientes FCXM
positivos quando comparados com aqueles FCXM negativos, respectivamente 34% e

1% (P < 0,00001).
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O estudo de O’Malley e cols (76) sugeriu que o monitoramento de anticorpos por
FCXM, no periodo inicial pés-transplante, pode ser util na identificagdo de pacientes
de alto risco para dano imunolégico a longo prazo. Os autores estudaram cinquenta
pacientes com RC confirmada por bidopsia e 219 pacientes com fungcdo do enxerto
estavel e viram que 75% dos pacientes com RC tiveram uma FCXM positiva dentro do
primeiro més pos-transplante, comparado com apenas 16% dos pacientes com fungao
estavel.

Kerman e cols ") demonstraram que 63% dos pacientes com diagndstico de
RC tinham valores de PRA por ELISA no pés-transplante maiores ou iguais a 10% de
positividade, comparado com somente 16% dos pacientes com fungao estavel, sem
rejeicao (P < 0,001). Esta correlagao significante nao foi encontrada quando utilizada a
técnica PRA por CDC (AGH).

Lee e cols " verificaram que todas as perdas crbnicas dos enxertos foram
precedidas pelo desenvolvimento de anticorpos anti-HLA de meses a anos (seis
meses a oito anos) antes da ocorréncia da perda do enxerto. Dos catorze pacientes
com RC, sete formaram anticorpos no 1° ano pés-transplante. Desses, trés perderam
o enxerto no 1° ano; dois no 2° ano; um no 3° ano € um no 6° ano pds-transplante.
Cem por cento (100%) dos pacientes que tiveram RC tinham anticorpos (100% para
antigenos HLA de Classe | e 83% para Classe |l) apds o transplante, comparado a
27% dos pacientes com funcdo renal estavel (P < 0,001). Do grupo com RC, 58%
tinham anticorpos no pré-transplante e 48% os formaram no pés-transplante.

Recentes estudos indicaram que a RC estava associada com anticorpos anti-
HLA doador especifico e com a deposi¢cao de C4d nos capilares peritubulares. Essa

(70, 74

ultima foi um achado tipico nos pacientes com RA e RC humoral ). Em torno de
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60% dos pacientes com achados de RC apresentaram C4d nos capilares
peritubulares ¥

De acordo com o diagnéstico atual, as seguintes evidéncias sao requeridas
para o diagnostico de RC mediada por anticorpos: (1) aumento progressivo no nivel
de creatinina sérica por um periodo de tempo; (2) mudancga fibrética no enxerto; (3)
deposicdo de C4d nos capilares peritubulares; (4) anticorpos anti-HLA doador
especifico in situ ou no sangue periférico ¥ .

O objetivo do estudo de Theruvath e colaboradores (™) foi 0 de determinar se o
regime imunossupressor com FK-506 e MMF poderia ser efetivo nos pacientes com
RC humoral. Apds diagnosticar a rejeicao crénica humoral em quatro pacientes, a
imunossupressao de manutengao (ciclosporina e azatioprina) foi trocada por FK-506 e
MMF, mantendo-se a prednisona; entdo os titulos de anticorpos anti-HLA
decresceram. Em duas pacientes, os anticorpos tornaram-se indetectaveis apés nove
a doze meses. Em um paciente, a bidpsia - apds doze meses - revelou um decréscimo
na deposicdo de C4d nos capilares peritubulares. A RC humoral esteve presente em
13% dos pacientes com disfungao cronica do enxerto.

A prevencéo e tratamento da RC constiuti-se, hoje, o maior desafio no manejo

nao so do transplante renal, mas também do transplante de coracéo e pulmao (74),

2.6 ANTICORPOS DIRIGIDOS A OUTROS ANTIGENOS

Devido ao alto polimorfismo do CPH ('® a maioria dos aloanticorpos é dirigida
contra os antigenos HLA (69) Contudo, numerosos outros anticorpos s&o secretados
em resposta ao o6rgdo transplantado. Esses anticorpos nao-HLA também

desempenham um papel deletério ao resultado do transplante, particularmente o
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grupo de anticorpos contra células endoteliais, anticorpos anti-MICA (Major
Histocompatibility class-I-related chain A - MICA) e alguns outros com alvos ainda nao
identificados """ 7® |

O desenvolvimento desses anticorpos pds-transplante pode estar relacionado
a rejeicdo e a pior sobrevida do enxerto. Um exemplo sdo os aloanticorpos que
possuem como alvo as moléculas de cadeia A relacionadas ao CPH de classe |
(MICA). Essas glicoproteinas sao expressas nas células endoteliais € nos mondcitos,
mas nao em linfocitos. O desenvolvimento péds-transplante de aloanticorpos
especificos a MICA foi correlacionado a rejeicéo crbénica e a diminuicdo da sobrevida
do enxerto, mesmo na presenca de compatibilidade aos antigenos HLA (14 17:79),

No estudo de Mizutani e cols ), dentre os pacientes que perderam seus
enxertos, 52% tinham anticorpos anti-MICA contra 21% dos pacientes que tinham
seus enxertos funcionantes (P<0,001).

Anticorpos endoteliais ndo-HLA tém sido encontrados em alguns episodios de

| (69

rejeicdo humora ) Em transplantes de rim com doadores vivo HLA idénticos, 78%

dos episdédios de rejeicdo podem ser atribuidos a anticorpos pré-formados contra
células endoteliais vasculares '®.

O surgimento de anticorpos anti-idiotipo (anticorpos que podem bloquear a
ligacdo do anticorpo ao seu respectivo antigeno) dirigidos contra os anticorpos anti-
HLA especifico ao doador estao relacionados ao aumento da sobrevida do enxerto (14,
' embora existam achados recentes sugerindo que os anticorpos anti-idiotipo
poderiam estimular os linfécitos B a produzirem anticorpos anti-HLA (1789,

Um estudo cinético mostrou que os anticorpos IgG dirigidos contra linfocitos T e

B do doador aumentaram no 14° dia apés o transplante, diminuindo em torno do 28°

dia. Esse desaparecimento poderia ser explicado pelo surgimento de anticorpos anti-



66

idiotipo. Estudos preliminares revelaram que a ligagao de alguns anticorpos do 14° dia

foram bloqueadas pelo soro do 28° dia ¢
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3 JUSTIFICATIVA PARA O ESTUDO

Nao existem duvidas sobre a importdncia da imunidade celular no
desencadeamento de reagdes prejudiciais ao enxerto, mas esses mecanismos n&o
explicam todos os achados de forma clara e isoladamente. O papel da imunidade
humoral tem ocupado espago nessa area de conhecimento.

Alguns fatos devem ser considerados de importancia para a renovagao do
interesse em relagdo a presencga de anticorpos anti-HLA. Entre eles, devemos citar a
facilidade de pesquisa de anticorpos anti-HLA por intermédio de testes rapidos e
sensiveis por ELISA ou citometria de fluxo, em contraste aos testes de
linfocitotoxicidade anteriormente utilizados. O interesse dos efeitos dos anticorpos
anti-HLA no periodo pés-transplante ficou evidente apds os primeiros resultados de
pesquisas realizadas por diversos estudiosos da area. O desenvolvimento de novas
e mais efetivas drogas imunossupressoras (farmacologicas e bioldgicas)
proporcionou controle mais apropriado da resposta imune-celular e trouxe novo
apelo para o estudo dos anticorpos anti-HLA formados no periodo pré e pés-
transplante, especialmente com a possibilidade de possuirem efeito lento, discreto e
permanente na disfungdo do enxerto.

A preocupacédo atual esta focada em avaliar os efeitos dos anticorpos anti-
HLA em relagédo a disfungdo do enxerto renal apos o transplante. Existem estudos

multicéntricos internacionais ' ) sendo que esses possuem a vantagem de contar
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com um grande numero de casos, mas com amostras extremamente variaveis.
Estudos individuais de um unico centro possuem a vantagem de analisar uma
amostra da mesma populagdo, assim como utilizagcdo do mesmo laboratério, do
mesmo tipo de conduta clinica e da analise de bidpsias com o mesmo grupo de
patologistas.

Devido ao exposto acima, planejou-se um estudo tendo como base a
populacdo de transplantados renais do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, cujo
objetivo € avaliar o papel dos anticorpos anti-HLA no primeiro ano pdés-transplante

em relagao aos desfechos rejeicdo aguda e nefropatia crénica do enxerto.
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4 OBJETIVOS

4.1 PRINCIPAL

Verificar a prevaléncia e a incidéncia de anticorpos anti-HLA em pacientes

transplantados renais.

4.2 SECUNDARIOS

4.2.1 Correlacionar a presenca de anticorpos anti-HLA no pods-transplante
renal com os desfechos rejeicao aguda e nefropatia crénica do enxerto.

4.2.2 Correlacionar a presencga de anticorpos anti-HLA no pods-transplante,
rejeicao aguda e nefropatia crénica do enxerto com os dados demograficos e clinico-
patologicos dos pacientes transplantados.

4.2.3 Correlacionar a suspeita de rejeicao cronica, obtida através dos
achados em biopsias renais de protocolo, com a presencga de anticorpos anti-HLA,
rejeicao aguda e nefropatia cronica do enxerto.

4.2.4 Verificar a concordancia entre os métodos diagndsticos (clinico-

laboratorial e histolégico) para a nefropatia crénica do enxerto.
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5 PACIENTES E METODO

5.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo observacional, prospectivo, de coorte. Tem como fator
de estudo anticorpos anti-HLA e como desfechos a Rejeicdo Aguda e a Nefropatia

Croénica do Enxerto.

5.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Todos aqueles transplantados renais que concordaram em participar do

estudo, assinando o termo de Consentimento Informado (Apéndice A).

5.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos deste estudo aqueles pacientes que, a qualquer momento,

desistiram da pesquisa.

5.4 POPULACAO DE ESTUDO E AMOSTRA

Neste estudo foram incluidos, consecutivamente, 88 pacientes submetidos a
transplante renal no Servigo de Nefrologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, no

periodo de outubro de 2002 a outubro de 2004.
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5.5 CONSIDERACOES ETICAS
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCPA,
acreditado pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), do Ministério da
Saude, Brasil.
Todos os pacientes receberam informagdes sobre o objetivo e os riscos do

estudo e apos assinaram o Termo de Consentimento Informado.

5.6 ACOMPANHAMENTO POS-TRANSPLANTE

Cada paciente foi acompanhado durante seu primeiro ano pés-transplante,
no qual foram realizadas quatro colheitas de sangue: no 1°, 3°, 6° e 12° més.
Naqueles pacientes que consentiram, bidpsias renais de protocolo foram realizadas

entre 0 2° e 0 3° e no 12° més pos-transplante.

5.7 FATOR EM ESTUDO
Foi considerada - como fator em estudo - a presenca de anticorpos anti-HLA

no periodo poés-transplante, detectados através da Reatividade contra Painel (PRA)

por ELISA.

5.8 DESFECHOS

O diagnéstico de rejeicdo aguda (RA) e nefropatia cronica do enxerto (NCE)
foi baseado em critérios clinicos, laboratoriais e/ou histopatoldgicos. Os critérios para

os desfechos estao descritos abaixo:
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5.8.1 Rejeicdo Aguda

a) aumento confirmado da creatinina sérica para valores > 0,3 mg/dL, na
auséncia de obstrucao vascular ou urinaria, nefrotoxicidade e infecgdes;
b) bidpsias renais de protocolo ou por indicagéo clinica, compativeis com RA;

C) resposta ao tratamento especifico para a RA.

5.8.2 Nefropatia Cronica do Enxerto

a) creatinina sérica > 2,0 mg/dL e/ou depuragéo da creatinina endégena (DCE)
< 50 ml/minuto;

b) proteinuria > 500 mg/24h e/ou indice proteina/creatinina (IPC) > 0,5;

c) hipertensao arterial sisttmica (HAS) > 140/90 mmHg ou controlada por
medicamentos anti-hipertensivos;

d) bidpsias renais de protocolo, ou por indicagao clinica.

Os achados histolégicos das bidpsias renais foram graduados de acordo com a

classificacdo de Banff 97.

5.9 SUSPEITA DE REJEIGAO CRONICA

Considerou-se como suspeita de RC achados em bidpsias renais de protocolo que
pudessem ser indicativos do componente imunoldgico da Nefropatia Crbnica do
Enxerto. Os critérios utilizados no estudo para definir “Suspeita de Rejeicao Crénica”
foram: reducdo do calibre vascular, presenca de alteracdes na lamina elastica interna
(ruptura, reduplicacdo e fibrose) e presenca de células inflamatérias na intima

fibrotica. A procura desses achados foi realizada através de uma revisao criteriosa das
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laminas das biopsias, utilizando o “Modelo para bidpsias de transplantes renais”,

disponivel no Transplant Pathology Internet Services (http://tpis.upmc.edu) (Anexo 1).

Para tanto, estiveram envolvidas duas patologistas, sem qualquer conhecimento sobre

a clinica dos pacientes.

5.10 PESQUISA DE ANTICORPOS ANTI-HLA POR ELISA (PRA)

Para detectar os anticorpos anti-HLA de classe | e |l foi utilizado um ensaio
baseado na metodologia ELISA (ELISA LAT-M™ e ELISA LAT ™ 1240, One Lambda
Inc, CA, USA).

O LAT ELISA utilizado detecta somente anticorpos anti-HLA do isotipo I1gG e

identifica separadamente anticorpos anti-HLA de classe | e Il.

Resumo do teste:

Antigenos HLA purificados estao aderidos aos orificios de uma microplaca de
96 pogos. Esses antigenos funcionam como o alvo da ligagdo dos anticorpos
presentes no soro dos pacientes.

O soro do paciente, na diluicdo apropriada, € adicionado a cada orificio da
placa. A ligacdo especifica do anticorpo ao antigeno HLA é detectada por uma
subsequente incubacdo com a enzima fosfatase alcalina que esta conjugada a um
anticorpo secundario de cadeia gama que reconhece somente IgG. Um substrato
colorimétrico para a enzima € adicionado, permitindo entdo, que a extensao da reagao
seja medida quantitativamente através da intensidade da cor produzida, determinada

por espectrofotometria. A densidade 6ptica (DO) foi medida a 630 nm, utilizando uma
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leitora ELISA ELX 800 (Bio-Tec, Instruments Inc, USA). As placas foram analisadas

utilizando o software LAT ™ (One Lambda Inc., CA, USA).
Visao esquematica do teste:

Placa com antigenos HLA (LAT-M ™)

+

soro do paciente (anticorpo anti-HLA?)

DESENVOLVIMENTO DE COR SEM COR
Presenca de anticorpos IgG classe | e/ou |l Auséncia de anticorpos

l

Placa Especifica (LAT ™ 1240)

O valor de corte (cut-off) para os resultados foi calculado da seguinte maneira:

[ (média das leituras da DO do soro controle positivo — média das leituras da
DO dos controles dos diluentes (blank)) x 0,2 ]

Amostras que tiveram valores de DO maiores do que 20% do valor do cut-off,
foram consideradas positivas.

Amostras que tiveram valores de DOs menores do valor do cut-off, foram
consideradas negativas.

Os testes somente foram aceitos se a média do controle positivo (CP) dividida

pela média do controle negativo (CN) deu > 10 e se a média do CP deu > 1000.
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Esta metodologia foi realizada de acordo com as instrugdes do fabricante.

Kits comerciais utilizados:
LAT ™ Mm; pré-screening utilizado para identificar amostras positivas para
anticorpos anti-HLA do tipo IgG.

LAT ™ 1240: utilizada para determinar a % da PRA (0-100%).

Célculo % PRA: n° total de orificios positivos (DO > 20% do cut-off) x 100
n° total de orificios do teste

5.11 BIOPSIAS PROTOCOLARES

As bidpsias foram realizadas com pistola Bard (C. R. Bard Inc, Corington, GA,
USA) e agulha de calibre 16, guiadas por ultrasom.

Foi retirado um fragmento para a microscopia Optica, sendo utilizadas as
coloragdes convencionais.

A interpretacédo da histopatologia foi realizada por patologista renal, de acordo

com a classificacao Banff 1997 %) na auséncia de qualquer informacéo clinica.

5.12 COLETA DE DADOS

Utilizou-se o software HLA-SYS (software de gerenciamento laboratorial do
Servigo de Imunologia do HCPA) e as pastas de acompanhamento pos-transplante do
Servico de Nefrologia para a coleta de dados clinicos como: sexo, idade, raga, numero
de transfusdes, numero de gestacdes, doenga renal primaria, PRA pré-transplante,

tipo e parentesco do doador, tipagem HLA doador e receptor, transplantes prévios,
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imunossupressao inicial e nos momentos de colheita, medicagbes prescritas
(antihipertensivos, anti-colesterolémicos), presengca de IgM ou IgG para CMV,
presenca de IgM ou IgG para hepatites B e C, creatinina sérica, nivel de ciclosporina
sérica, nivel de tacrolimus sérico, glicemia e DCE.

Os seguintes exames foram solicitados nos quatro momentos de colheita: IPC,
proteinuria de 24h, colesterol total e HDL, triglicerideos. (Apéndices B e C).

Para a variavel doador-limitrofe, foram considerados critérios tais como: idade
do doador maior do que sessenta anos ou, entre cinquenta-59 anos, se houver histéria
de hipertensao, doenga renal, morte por AVC e creatinina > 1,5mg/dL. Idade maior do
que quarenta anos para aqueles doadores com histéria de diabetes mellitus ©1 82

Para o célculo da variavel DCE calculada, foi utilizada a formula de Cockcroft e

Gault )

DCEc= (140 — idade) x peso x 0,85 (se sexo feminino).
72 x creatinina

Para a caracterizagao dos desfechos, foi utilizado o protocolo constante no

Apéndice E.

5.13 IMUNOSSUPRESSAO

A imunossupressao administrada aos pacientes seguiu o protocolo padronizado
do Servigo de Nefrologia do HCPA, obedecendo a critérios clinicos tais como: tipo de
doador, numero de transplantes prévios, PRA pré-transplante e compatibilidade HLA.

A imunossupressao de base foi constituida da associagcao de corticosteréides
(prednisona) com inibidores da calcineurina (ciclosporina ou tacrolimus) e de um
agente antiproliferativo (micofenolato mofetil ou sédico, sirolimus ou azatioprina). Nos

pacientes considerados de alto risco imunoldgico, foi feita indugao com globulina anti-
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timocitaria; naqueles que apresentaram disfuncéao inicial do enxerto foi feita indugao
com anticorpos contra o receptor da interleucina-2 (basiliximab). As doses de
manutengao foram decrescentes e seguiram o protocolo do Servigo de Nefrologia.

Os pacientes que apresentaram episédios de rejeicdo aguda foram,
inicialmente, tratados com metilprednisolona intravenosa (250-500 mg por trés a cinco
dias). Episddios de RA resistente aos esterdides foram tratados com anticorpos
monoclonais anti-CD3 (OKT3®). Rejeicdes humorais foram tratadas, de acordo com
protocolo vigente, com sessdes de plasmaferese e imunoglobulinas policlonais

endovenosas.

5.14 ANALISE ESTATISTICA

Para detectar uma diferengca de quarenta pontos percentuais de nefropatia
crbnica do enxerto entre os pacientes com e sem anticorpos anti-HLA, o tamanho
amostral (n) estimado foi de 72 pacientes, considerando um p < 0,05 e um poder
estatistico de 80% ([3=0,20).

Os dados foram analisados utilizando o pacote estatistico SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences) para Windows, versédo 14.0.

As variaveis quantitativas com distribuicdo simétrica foram descritas através de
média e desvio-padrao; as variaveis com distribuicdo assimétrica foram descritas
através de mediana e percentis 25-75, exceto as variaveis proteinuria, IPC e
incompatibilidades HLA, que apresentaram distribuicdo assimétrica, mas foram
apresentadas como média e desvio-padrao para fins de comparagao com a literatura.
Ja as variaveis qualitativas foram descritas através de frequéncias absolutas e

relativas.
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Para comparar a presenca de anticorpos anti-HLA, nefropatia crénica do
enxerto e rejeicdo aguda em relacdo as variaveis quantitativas com distribuicdo
simétrica e assimétrica, foram utilizados - respectivamente, os teste t-Student e Mann-
Whitney. Os testes qui-quadrado de Pearson ou exato de Fisher foram aplicados na
avaliacao das variaveis qualitativas.

Para avaliar os preditores de desfechos em estudo e controlar possiveis
variaveis de confusdo, o modelo de regressao logistica multiplo foi aplicado. Como
medida de efeito, foi obtida a razdo de chances (odds ratio) ajustada e seu respectivo
intervalo de confianca para cada preditor que entrou no modelo.

A concordancia entre as avaliacdes das bidpsias, e os critérios clinicos para o
diagnostico da Nefropatia Cronica do Enxerto foi avaliada pelo coeficiente Kappa,
cujos valores abaixo de 0,4 foram considerados fracos, de 0,4 a 0,6 moderados e
acima de 0,6 fortes.

O nivel de significancia estatistica foi estabebelcido em P < 0,05.
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6 RESULTADOS

No periodo de outubro de 2002 a outubro de 2004, 95 pacientes foram elegiveis
para o estudo. Desses, quatro (4,21%) nao aceitaram participar do estudo. Dos 91
pacientes que concordaram, trés (3,16%) desistiram, restando 88 pacientes como

amostra definitiva.

6.1 CARACTERISTICAS RELACIONADAS AO PRE-TRANSPLANTE

Dos 88 pacientes avaliados neste estudo, quarenta e oito (54,5%) eram do
sexo masculino e setenta e dois (81,8%) de etnia caucasoide. A média de idade dos
pacientes foi de 43,0 + 10,9 anos. Quarenta e quatro pacientes (50,0%) haviam
realizado transfusdes; trinta e seis (40,9%) tiveram gestagbes no pré-transplante.
Doze (13,6%) tinham transplantes prévios, sendo que somente um paciente havia
realizado mais de um transplante.

Setenta e um pacientes (80,6%) receberam rins de doadores falecidos e
dezessete (19,4%), de doadores vivos (4 idénticos; 7 haploidénticos e 6 distintos).
Desses, dois foram nao-aparentados.

A etiologia da insuficiéncia renal cronica (IRC) nao foi determinada em 33% dos
pacientes, seguida por hipertensdo arterial sistémica (HAS) em 26,1% dos

pacientes. Em dez pacientes (11,4%) foi encontrada glomerulonefrite crénica (GNC)
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e em cinco (5,7%), diabetes mellitus (DM). As seguintes doengas foram incluidas na
categoria “outras”: pielonefrite crénica (PNC), doencga renal policistica (DRP), lupus
eritematoso sistémico (LES), glomeruloesclerose segmentar e focal (GESF), nefrite
hereditaria (NH), doenca de Fabry, IRC pés-parto, uropatia obstrutiva, refluxo vesico-
uretral (RVU), mieloma multiplo (MM) e glomerulopatia IgA.

Esses dados estao dispostos na tabela 2.

Tabela 2 — Caracteristicas relacionadas ao pré-transplante

Caracteristicas demogréficas e pré-transplante

(n=88)
Idade * 43,0+£10,9
Sexo **
Masculino 48 (54,5)
Feminino 40 (45,5)
Etnia **
Caucasoide 72 (81,8)
Nao-caucasoide 16 (18,2)
N° de transfusdes ***
0,5
(0,0-3,0)
0 ~ *kk
N° de gestacles 2.0
(1,0-3,0)
Doenca que levou a perda da funcéo renal **
Indeterminada 29 (33,0)
Hipertenséo arterial sistémica 23 (26,1)
Glomerulonefrite crénica 10 (11,4)
Diabetes mellitus 5(5,7)
Outras **** 21 (23,9)
Transplantes prévios ** 12 (13,6)
Tempo de hemodialise (em anos) *** 4 (2-5,5)
Incompatibilidades HLA *
A 1,08 + 0,71
B 1,13+ 0,71
DR 0,72+ 0,68
ABDR 3,10+ 1,24
Tipo de doador **
Vivo 17(19,4)
Falecido 71(80,6)

* média + desvio padrdo; ** n(%); *** mediana (percentis 25 — 75); **** PNC (n=1); NH (n=2); GESF (n=3); Doenga de
Fabry (n=1); IRC poés-parto (n=1); LES (n=4); Uropatia Obstrutiva (n=1), Doenga Renal Policistica (n=5); Mieloma multiplo
(n=1); RVU (n=1); Glomerulopatia IgA (n=1)
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Em relagdo as incompatibilidades HLA, 49 (69,0%) pacientes tinham trés ou
mais incompatibilidades nos locos A, B, DR. Trinta e seis (40,9%) tinham mais de
duas incompatibilidades nos locos A e B e 29 (40,8%) tinham uma ou menos
incompatibilidades no loco DR.

O tempo de didlise pré-transplante, em mediana, foi de 48 meses.

6.2 CARACTERISTICAS RELACIONADAS AO POS-TRANSPLANTE

Dos 88 pacientes pos-transplante, foi detectada a presenga de anticorpos IgG
anti-HLA em vinte (22,7%). Desses, dezessete (85%) eram de classe |, 11 (55%)
eram de classe Il e oito (40%) eram de classe | e Il. Anticorpos foram exclusivos de

classe | em nove pacientes e exclusivos de classe |l em trés pacientes (figura 2).
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Legenda: Cl= Classe I; Cll= Classe Il

Figura 2 - Distribuicdo de anticorpos IgG anti-HLA no pds-transplante, segundo sua classe .
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Dos 68 pacientes que nao apresentavam anticorpos anti-HLA no pré-
transplante, somente trés formaram anticorpos (Classe |) no pés-transplante,
revelando uma incidéncia de  4,4%. Dos trés pacientes que formaram anticorpos,
nenhum desenvolveu RA, e dois apresentaram NCE no seguimento.

Dos vinte pacientes com anticorpos no pré-transplante, nove os negativaram,
em momentos diferentes no primeiro ano poés-transplante. Desses, seis
desenvolveram NCE e trés deles apresentaram RA. Somente um paciente voltou a
formar anticorpos.

A presenca de rejeicdo aguda foi registrada em 23 pacientes (26,1%), e a
NCE por critérios clinico-laboratoriais e/ou histolégicos foi encontrada em 43
pacientes (51,2%).

Vinte e nove pacientes (33%) realizaram a biépsia protocolar entre 0 2° e o 3°
més pos-transplante e dezoito (21,4%) realizaram a bidpsia protocolar no 12° més
pos-transplante. A prevaléncia de Nefropatia Crénica do Enxerto (NCE) — nas
biépsias protocolares - foi de 68,8% e nas bidpsias nao-protocolares foi de 25%.

A rejeigao aguda foi encontrada em 9,4% das bidpsias protocolares.

A perda do enxerto renal, detectada no primeiro ano apdés o transplante,
ocorreu em 5,7% (n=5) dos pacientes. Dessas perdas, duas (2,3%) foram devidas a
obito com o enxerto funcionante e trés (3,4%) por disfuncéo do enxerto.

Os achados acima encontram-se sumarizados na tabela 3.



Tabela 3 - Caracteristicas relacionadas ao pos-transplante

&3

Achados pés-transplante n=88
Prevaléncia de anticorpos anti-HLA 20 (22,7)
Classe | 17 (19,3)
Classe Il 11 (12,5)
Classe l e ll 8 (9,1)
Somente CI 9(10,2)
Somente CII 3(3,4)
Incidéncia de anticorpos anti-HLA 3(4,4)
Incidéncia de RA 23 (26,1)
Episédios RA/paciente* 1,35+0,71
Presenca de NCE (n=84) 43 (51,2)
Bidpsias protocolares entre 2° e 3° més 29 (33,0)
Biopsias protocolares no 12° més 18 (21,4)
NCE em biodpsias protocolares (n=32) 22 (68,8)
NCE em bidpsias nao-protocolares (n=40) 10 (25,0)
RA em bidpsias protocolares (n=32) 3(9,4)
Perdas do enxerto no 1° ano pos-transplante 5(5,7)
Obito com enxerto funcionante 2(2,3)
Disfungéo do enxerto 3 (3,4)

Os dados s&o apresentados como contagem e percentual: n° (%).
*: média + desvio padrao

Cl: classe I; Cll: Classe II; NCE: nefropatia cronica do enxerto; RA: rejeicdo aguda.

6.2.1 Achados histolégicos das bidpsias renais protocolares

A maioria (79,3%) dos achados das bidpsias do 2°-3° més pds-transplante foi

considerada normal. A percentagem de necrose tubular foi maior na bidpsia

protocolar realizada entre o 2° e 0 3° més, do que na bidpsia realizada no 12° més.

Nao houve achado de RA na bidpsia do 12° més. Achados de NCE e alteracbes

associadas a nefrotoxicidade por inibidores da calcineurina foram maiores na biopsia

do 12° més.

Uma descricdo mais detalhada dos achados histopatolégicos encontra-se na

tabela 4.
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Tabela 4 — Achados histoldgicos das bidpsias protocolares conforme o momento da avaliagao

bidpsias 2°-3° més  biopsias12° més

Diagnéstico (n=29) (n=18)
n (%) n (%)

Normal (sem rejei¢ao) 23 (79,3) 6 (33,3)
Suspeita de rejei¢cdo aguda 1(3,4) 1(5,6)
Rejeicdo aguda

A 3(10,3) 0 (0,0)
Nefropatia crénica do enxerto

Grau | 11 (37,9) 10 (55,6)

Grau I 0(0,0) 4 (22,2)
Alteracdes associadas a inibidores da calcineurina 3(10,3) 5(27,7)
Necrose tubular 16 (55,2) 3 (16,7)
N&o representativa 13,4) -

Das bidpsias protocolares que evidenciaram NCE, 41% tiveram achados

sugestivos de rejeicao cronica.

6.3 ANALISE DA PRESENGCA DE ANTICORPOS ANTI-HLA NO PRIMEIRO ANO
POS-TRANSPLANTE

6.3.1 Anticorpos anti-HLA e as caracteristicas do pré-transplante

O numero de transplantes prévios se correlacionou, significativamente, com a
presenca de anticorpos anti-HLA no periodo pds-transplante (P=0,025).

O numero de transfusdes foi maior nos pacientes com anticorpos anti-HLA do
que nos pacientes sem anticorpos no pos-transplante, porém sem significancia
estatistica (P=0,057).

Pacientes com anticorpos anti-HLA apresentaram numero menor de casos de
infeccao por CMV do que os pacientes sem anticorpos.

Nao houve diferenga significativa entre os grupos com anticorpos e sem
anticorpos anti-HLA no pds-transplante, quando foram avaliadas as variaveis: etnia do
receptor, gestacdes, idade e sexo do receptor, doenga renal primaria, hepatites B e C

do receptor e tempo de hemodialise. Estes dados podem ser observados na tabela 5.



Tabela 5 — Caracterizagdo demografica e pré-transplante de acordo com a presenga de anticorpos
IgG anti-HLA no primeiro ano pos-transplante

Presenca de anticorpos

Caracteristicas Total anti-HLA no 1° ano p04s-tx p
demogréficas e pré-tx (n=88) Sim N&o
(n=20) (n=68)
Idade * 43,0+10,9 421+11,6 43,3+10,7 0,667 ®
Sexo **
Masculino 48 (54,5) 9 (45,0) 39 (57,4) 0,472°
Feminino 40 (45,5) 11 (55,0) 29 (42,6)
Etnia **
Caucasoide 72 (81,8) 16 (80,0) 56 (82,4) 0,753°
N&ao-caucasoide 16 (18,2) 4 (20,0) 12 (17,6)
N° de transfusdes *** 0,5 1,5 0,0 0,057 °
(0,0-3,0) (0,0 - 6,0) (0,0-2,0)
N° de gestagbes *** (n=40) 2,0 3,0 2,0 0,241 °
(1,0-3,0) (2,0-5,0) (1,0-3,0)
Doencga que levou a perda da
fungéo renal **
Indeterminada 29 (33,0) 7 (35,0) 22 (32,4) 0,971°
HAS 23 (26,1) 5(25,0) 18 (26,5)
Glomerulonefrite Crdénica 10 (11,4) 3 (15,0) 7 (10,3)
DM 5(5,7) 1(5,0) 4 (5,9)
Outras **** 21(23,9) 4 (20,0) 17 (25,0)
Hepatite B pré-tx (receptor) ** 5(5,7) 1(5,0) 4 (5,9) 1,000 °
Hepatite C pré-tx (receptor) ** 14 (15,9) 4 (20,0) 10 (14,7) 0,728°
Infecgdo por CMV IgG **
Receptor (n=82) 79 (96,3) 16 (84,2) 63 (100,0) 0,011°
n=19 n=63
Doador (n=86) 81 (94,2) 17 (89,5) 64 (95,5) 0,305 °
n=19 n=67
Transplantes prévios ** 12 (13,6) 6 (30,0) 6 (8,8) 0,025°
Tempo de didlise (anos)*** 4 (2-5,5) 4,3 (3-6) 4 (2-5,5) 0,436 °

* média £ desvio padrdo; ** n(%); *** mediana (percentis 25 — 75); **** PNC (n=1); NH (n=2); GESF (n=3); Doenga de
Fabry (n=1); IRC p6- parto (n=1); LES (n=4); Uropatia Obstrutiva (n=1), Doenga Renal Policistica (n=5); Mieloma multiplo
(n=1); RVU (n=1); Glomerulopatia IgA (n=1) °teste t-Student; ° teste qui-quadrado de Pearson; ° teste de Mann-Whitney
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6.3.2 Anticorpos anti-HLA em relacdo as caracteristicas do transplante e do

pos-transplante

Quarenta e cinco por cento (45%) dos pacientes com anticorpos no pos-
transplante apresentaram RA contra 20,6% dos pacientes sem anticorpos.
(P=0,058). Nao houve diferenca - estatisticamente significativa - quando foi avaliado
se os pacientes com anticorpos tinham mais NCE do que os pacientes sem
anticorpos, sendo as percentagens 64,7% e 47,8%, respectivamente (P=0,329).

N&o houve diferenga significativa no tempo decorrido entre o transplante e o
primeiro episodio de RA entre os grupos com e sem anticorpos anti-HLA (P=0,688).

O numero de episodios de rejeicdo aguda foi maior nos pacientes com
anticorpos anti-HLA (P= 0,024) e 20% dos pacientes com anticorpos anti-HLA no
pos-transplante realizaram plasmaferese, devido a ocorréncia de rejeicdo humoral,
contrastando com 1,5% dos pacientes sem anticorpos anti-HLA (P=0,009).

A comparacéao entre a presenca e a auséncia de anticorpos anti-HLA no pos-
transplante ndo mostrou diferenga significativa em relagdo ao tipo de doador, ao
grau de parentesco do doador-vivo, a compatibilidade HLA nos transplantes com
doador-vivo, em relag&o a suspeita de rejei¢cado crbnica, ao uso de orgaos de doador-
limitrofe, ao uso de inibidores dos receptores da interleucina-2 (IL-2R) e a
antigenemia positiva para o CMV no pos-transplante.

Quando comparada a imunossupressao inicial farmacologica associada a
biolégica, houve maior uso da imunossupresséo constituida de prednisona, MMF e
ciclosporina no grupo sem anticorpos. No grupo com anticorpos, houve maior uso de

prednisona, MMF e tacrolimus.
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Nao houve diferenga - estatisticamente significativa - entre os pacientes com
e sem anticorpos quando avaliada se a imunossupressao inicial era somente
farmacolégica ou farmacolégica associada a biolégica (P=0,075).

Trinta e cinco por cento dos pacientes com anticorpos no poés-transplante
usaram OKT3® como terapia de indugdo ou para resgate de rejeicdo cortico-
resistente (P <0,001).

Quando analisadas as incompatibilidades HLA-A, B, e DR em relagdo a
presenca de anticorpos anti-HLA no pés-transplante, observou-se nos pacientes com
anticorpos, maior numero de incompatibilidades no loco B, comparando-se aos
pacientes sem anticorpos (P=0,025). Dezessete pacientes (25%) do grupo sem
anticorpos nao tiveram incompatibilidades no loco B. Enquanto nenhum paciente do
grupo com anticorpos foi idéntico ao doador, no loco B.

Os dados acima podem ser mais bem visualizados na tabela 6.



Tabela 6 — Avaliagao dos parametros relacionados ao transplante e ao pds-transplante conforme
a presencga de anticorpos IgG anti-HLA no primeiro ano pds-transplante
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Presenca de anticorpos

anti-HLA no 1° ano p04s-tx

Variaveis Sim N&o P
(n=20) (n=68)
Tipo de doador **
Vivo 1(5,0) 16 (23,5) 0,104 °
Falecido 19 (95,0) 52 (76,5)
Grau de parentesco do doador-vivo ** (n=17)
Aparentado 1 (100,0) 14 (87,5) 1,000 ¢
Nao-aparentado 0(0,0) 2 (12,5)
Doador-limitrofe ** (n=65) 6 (33,3) 11(23,4) 0,530 ¢
n=18 n=47
Incompatibilidades HLA
A (0/1/2) 3/10/7 16/33/19 0,674°
B (0/1/2) 0/14/6 17/29/22 0,025°
AB (0/1/2/3/4) 0/2/9/6/3 9/9/23/19/8 0,484 °
DR (0/1/2) (n=71) 9/9/1 20/24/8 0,497 °
ABDR (0/1/2/3/4/5/6) (n=71) 0/0/5/9/3/2/0  2/3/12/15/13/5/2 0,600 °
Imunossupressao Inicial **
Farmacologica 6 (30,0) 38 (55,9) 0,075°
Farmacologica e Biologica 14 (70,0) 30 (44,1)
IS Farmacoldégica **
P+A+C 0(0,0) 1(2,7) 0,496 °
P+MMF+C 4 (66,7) 31 (83,8)
P+MMF+T 2 (33,3) 4(10,8)
P+S+C 0(0,0) 1(2,7)
IS Farmacoldgica e Bioldgica **
P+C 3(15,0) 2(3,0) <0,001°
P+A+C 0(0,0) 1(1,5)
P+MMF+C 6 (30,0) 54 (80,6)
P+MMF+T 10 (50,0) 6 (9,0)
P+MMF 1(5,0) 0(0,0)
P+S+C 0(0,0) 4 (6,0)
OKT3®* 7 (35,0) 0 (0,0) <0,001°
IL-2R ** 7 (35,0) 30 (44,1) 0,639°
Realizou Plasmaferese ** 4 (20,0) 1(1,5) 0,009 °
Antigenemia Positiva ** 3 (15,0) 4 (5,9) 0,190 °
Rejeicao Aguda 9(45,0) 14(20,6) 0,058 °
Episddios de Rejeicao Aguda 20+14 1,0+ 0,0 0,024 °
NCE (n=84) ** 11(64,7) 32 (47,8) 0,329°
n=17 n=67
Suspeita de RC (n=25) ** 2 (40,0%) 7 (35%) 1,000 °
n=5 n=20

* média + desvio padrao; ** n(%); *** mediana (percentis 25 — 75); ; P teste qui-quadrado de Pearson; °teste

de Mann-Whitney; 9 teste exato de Fisher

IS: imunossupressao; P: prednisona; A: azatioprina; C: ciclosporina; MMF: micofenolato mofetil; T:
tacrolimus; S: sirolimus; OKT3®: anticorpo monoclonal anti-CD3; IL-2R: anticorpos monoclonal anti-receptor

de IL-2; NCE: nefropatia crénica do enxerto; RC: rejeigcao cronica.
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6.3.3 Anticorpos anti-HLA em relac&o aos achados histoldgicos

A tabela abaixo apresenta os achados histolégicos das bidpsias protocolares
e das nao-protocolares, comparando-0os a presencga ou auséncia de anticorpos anti-

HLA no pds-transplante.

Tabela 7 — Achados histoldgicos das bidpsias protocolares e ndo-protocolares em relagdo a presenca
de anticorpos IgG anti-HLA no primeiro ano pés-transplante

Presenca de anticorpos anti-HLA

. o Sim Nao
Diagnostico (n=13) (n=46) P
n (%) n (%)
Normal (sem rejeigéo) 7 (53,8) 36 (78,3) 0,080°
RA
1A 8 (61,5) 6 (13,0) 0,001 °
1B 2 (15,4) 0(0,0) 0,066 °
11 2(15,4) 0(0,0) 0,066 °
NCE
Grau | 5(38,5) 20 (43,5) 0,996 °
Grau Il 5 (38,5) 3 (6,5) 0,012 ¢
Alteragdes por inibidores da 2 (15,4) 8 (17,4) 1,000 ¢
calcineurina
Necrose tubular 12 (92,3) 35 (76,1) 0,372°
Suspeita de RA 3(23,1) 4 (8,7) 0,352 ¢

RA: rejeicdo aguda; NCE: nefropatia cronica do enxerto; ;
® teste qui-quadrado de Pearson; ¢ teste exato de Fisher
Duas bidpsias nao foram representativas, isto €, estavam inadequadas para a
avaliagcao, sendo excluidas da analise.
A presenga de rejeicdo aguda IIA e de NCE grau |l mostrou-se
significativamente aumentada nos pacientes com anticorpos anti-HLA.
Nenhum dos pacientes sem anticorpos anti-HLA apresentou RA IIB e IlI.
Alteracbes associadas a nefrotoxicidade por inibidores da calcineurina nao

foram associadas a presenga de anticorpos (P=1,000).
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A necrose tubular e a suspeita de RA foram maiores no grupo com anticorpos,
porém sem diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo sem

anticorpos.

6.4 ANALISE DA PRESENCA DE REJEICAO AGUDA NO PRIMEIRO ANO POS-
TRANSPLANTE

6.4.1 Rejeicdo aguda em relacdo as caracteristicas do pré-transplante

Na tabela 8, encontram-se os dados demograficos e de pré-transplante
relacionados a rejei¢do aguda.

A presencga de anticorpos anti-HLA de classe | e de classe Il foi mais elevada
nos pacientes com rejeicdo aguda: trinta e quatro por cento dos pacientes com
rejeicdo aguda tinham anticorpos anti-HLA de classe | no periodo pré-transplante,
comparado a 15,6% dos pacientes que ndo desenvolveram rejeigdo aguda. Porém,
esta diferengca ndo alcangou significancia estatistica. De modo semelhante, 26,1%
dos pacientes com rejeicdo aguda tinham anticorpos anti-HLA de classe Il no pré-
transplante, comparado a 10,9% dos pacientes sem rejeicdo aguda.

Nao houve diferenga - estatisticamente significativa - em relagcéo a idade, ao
sexo e a etnia do receptor, ao numero de transfusbes e as gestagdes pré-
transplante, a presenca de transplantes prévios, a doenca renal primaria e a

presenca de IgG para hepatites B, C e para CMV.



Tabela 8 — Caracterizacdo demografica e pré-transplante de acordo a presenga de rejei¢do

aguda no primeiro ano pés-transplante
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Caracteristicas demograficas e pré-

Rejeicdo Aguda

Sim N&o P

transplante (n=23) (n=65)
Idade * 43,6 +£11,2 42,8 +10,8 0,765 °
Sexo **

Masculino 13 (56,5) 35 (53,8) 1,000 °

Feminino 10 (43,5) 30 (46,2)
Etnia **

Caucasoide 20 (87,0) 52 (80,0) 0,546 °

Nao-caucasoide 3 (13,0) 13 (20,0)
N° de tranfusdes *** 0 (0-2) 1(0-3) 0,695 °
N° de gestagdes *** 2(1,8-3) 2,5(1-4,3) 0,379 °
Doencga que levou a perda da fungao renal **

Indeterminada 10 (43,5) 19 (29,2) 0,424 °

HAS 4(17,4) 19 (29,2)

Glomerulonefrite crénica 3(13,0) 7(10,8)

DM 0(0,0) 5(7,7)

Outras **** 6 (26,1) 15(23,1)
Hepatite B pré-tx ** 0(0,0) 5(7,7) 0,320 °
Hepatite C pré-tx ** 6 (26,1) 8 (12,3) 0,181°
Infecgao por CMV IgG **

Receptor 18 (94,7) 61 (96,8) 0,552°

Doador 20 (90,9) 61 (95,3) 0,599 °
Transplantes prévios ** 4(17,4) 8 (12,3) 0,504 °
Presenca de Anticorpos anti-HLA ** 9 (39,1) 11 (17,2) 0,063 °
Presenca de Anticorpos anti-HLA de Classe | ** 8(34,8) 10 (15,6) 0,072°
Presenca de Anticorpos anti-HLA de classe Il ** 6 (26,1) 7(10,9) 0,096 °

Abreviagbes: HAS: hipertenséo arterial sistémica; DM: diabetes mellitus; CMV: citomegalovirus
* média £ desvio padrao; ** n(%); *** mediana (percentis 25 — 75); **** PNC (n=1); NH (n=2); GESF (n=3); Doenga de
Fabry (n=1); IRC p6- parto (n=1); LES (n=4); Uropatia Obstrutiva (n=1), Doenga Renal Policistica (n=5); Mieloma multiplo
(n=1); RVU (n=1); Glomerulopatia IgA (n=1); ? teste t-Student; ° teste qui-quadrado de Pearson; ° teste de Mann-Whitney

6.4.2 Rejeicdo aguda em relagdo as caracteristicas do transplante e do poés-

transplante

Os dados do transplante e do pés-transplante em relagdo ao desfecho rejeicao

aguda estao dispostos na tabela 9.

O tipo de doador, o grau de parentesco do doador-vivo, o uso de 6rgaos de

doador-limitrofe, o uso de inibidores dos receptores da interleucina-2 (IL-2R), as

incompatibilidades HLA, a imunossupressao inicial, o uso de OKT3®, 0 uso de

inibidores dos receptores da interleucina-2 (IL-2R), a presenga de anticorpos anti-
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HLA de Classe Il e a suspeita de rejeicdo crénica ndo se correlacionaram
significativamente com a presenca de rejeicao aguda.

Houve correlagdo estatisticamente significativa quando comparada a
compatibilidade nos antigenos HLA (idénticos, haploidénticos e distintos) entre
receptor e doador-vivo com a presenca ou auséncia de RA. Oitenta por cento dos
pacientes com RA foram considerados distintos em relagdo a compatibilidade HLA,
contra 16,7% dos pacientes sem RA (P=0,031).

O valor P (0,058) foi limitrofe na analise da associagao entre anticorpos anti-
HLA e a presenca de RA. Parece haver uma tendéncia destes anticorpos serem de

classe | (P=0,061) (Figura 3).

704
P=0,058
60- '
A P=0,061
g 50+ o A P=0,147
T 40 : 34,8 A
o
© 30 com RA
S 1 21,7 sem RA
'O\E 201 16,9 138
9,2
10
0
ac HLA ac HLA ClI ac HLA ClI

Anticorpos anti-HLA poés transplante

Legenda: ac HLA: anticorpos anti-HLA; ac HLA Cl= anticorpos anti-HLA de classe I; ac HLA ClI=
anticorpos anti-HLA de classe |

Figura 3 — Rejeigdo aguda em relagéo a presencga de anticorpos IgG anti-HLA no pds-transplante.

Foi encontrado valor limitrofe para o P na avaliagdo da rejeicdo aguda com a
variavel NCE. Setenta por cento dos pacientes com RA desenvolveram NCE, contra

45,3% dos pacientes sem RA (P=0,054).
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A realizacao de plasmaferese ocorreu com maior frequéncia nos pacientes com
rejeicdo aguda do que no grupo sem RA (P=0,016). No paciente sem RA submetido
a plasmaferese, a indicacdo da mesma foi devido a recorréncia de
glomeruloesclerose segmentar e focal.

Ocorréncia de infeccdo por CMV no pds-transplante foi maior nos pacientes

com rejei¢gado aguda do que nos pacientes sem rejeicao aguda (P= 0,012).
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Tabela 9 — Avaliagao dos parametros relacionados ao transplante e ao pés-transplante conforme a

presenca de rejeicdo aguda no primeiro pds-transplante

Rejeicdo Aguda

Variaveis Sim N&o P
(n=23) (n=65)
Tipo de doador **
Vivo 5(21,7) 12 (18,5) 0,763 °
Falecido 18 (78,3) 53 (81,5)
Grau de parentesco do doador-vivo ** (n=17)
Aparentado 3(60,0) 12 (100,0) 0,074 °
N&o-aparentado 2 (40,0) 0 (0,0)
Doador-limitrofe ** (n=65) 4 (25,0) 13 (26,5) 1,000 ¢
n=16 n=49
Compatibilidade HLA com doador-vivo** (n=17)
Idéntico 1(20,0) 3(25,0) 0,031°
Haploidéntico 0 (0,0) 7 (58,3)
Distinto 4 (80,0) 2(16,7)
Incompatibilidades HLA
A (0/1/2) 4/9/10 15/34/16 0,234°
B (0/1/2) 3/10/10 14/33/18 0,341°
AB (0/1/2/3/4) 2/1/6/10/4 7/10/26/15/7 0,221°
DR (0/1/2) n=71 8/8/2 21/25/7 0,930°
ABDR (0/1/2/3/4/5/6) (n=71) 0/1/416/4/2/1  2/2/13/18/12/5/1  0,960°
Imunossupressao Inicial **
Farmacologica 11 (47,8) 33 (50,8) 1,000°
Farmacoldgica e Bioldgica 12 (52,2) 32 (49,2)
IS Farmacoldgica **
P+A+C 0(0,0) 1(3,1) 0,777°
P+MMF+C 10 (90,9) 25(78,1)
P+MMF+T 1(9,1) 5(15,6)
P+S+C 0(0,0) 1(3,1)
IS Farmacologica e Biologica **
P+C 0 (0,0) 5(7,8) 0,619°
P+A+C 0(0,0) 1(1,6)
P+MMF+C 16 (69,6) 44 (68,8)
P+MMF+T 6 (26,1) 10 (15,6)
P+MMF 0(0,0) 1(1,6)
P+S+C 1(4,3) 3(4,7)
OKT3®** 4 (17,4) 3(4,6) 0,073°
IL-2R ** 8(34,8) 29 (44,6) 0,565°
Realizou Plasmaferese ** 4(17,4) 1(1,5) 0,016°
Antigenemia Positiva ** 5(21,7) 2(3,1) 0,012°
Presenca de anticorpos anti-HLA ** 9(39,1) 11 (16,9) 0,058°
Presenca de anticorpos anti-HLA de classe | ** 8 (34,8) 9(13,8) 0,061°
Presenca de anticorpos anti-HLA de classe Il ** 5(21,7) 6 (9,2) 0,147°
Suspeita de rejeigao cronica ** (n=25) 2 (33,3) 7 (36,8) 1,000 °
n=6 n=19
NCE (n=84) ** 14 (70%) 29 (45,3%) 0,054°

*kk

média + desvio padrao; ** n(%);
9teste exato de Fisher

mediana (percentis 25 — 75); ® teste qui-quadrado de Pearson;

IS: imunossupressdo; P: prednisona; A: azatioprina; C: ciclosporina; MMF: micofenolato mofetil; T:
tacrolimus; S: sirolimus; OKT3®: anticorpo monoclonal anti-CD3; IL-2R: anticorpos monoclonal anti-receptor
de IL-2; NCE: nefropatia crénica do enxerto; RC: rejeicao crbnica.
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6.4.3 Variaveis preditoras de Rejeicdo aguda

A analise por regressdo logistica multipla incluiu as seguintes variaveis
independentes para o desfecho rejeicdo aguda: idade do receptor,
incompatibilidades HLA no loco B e nos locos AB e a presenca de anticorpos anti-
HLA de classe | no primeiro més pés-transplante.

Das quatro variaveis analisadas, a unica variavel que se mostrou preditora
para a rejeicdo aguda, foi a presenga de anticorpos anti-HLA de classe | no primeiro

més pos-transplante. Vide tabela 10.

Tabela 10 — Analise das variaveis preditoras de rejeicdo aguda, através da Regressao Logistica
Multipla

Variaveis OR ajustado IC 95% P
Idade 1,00 (0,96 — 1,05) 0,898
Incompatibilidades no loco B 0,96 (0,30 - 3,12) 0,948
Incompatibilidades nos locos AB 1,54 (0,72 — 3,26) 0,262

Presenca de anticorpos anti-HLA Classe

| no 1° més pés-tx 4,30 (1,32-14,1) 0,016

OR: raz&o de chances (“odds ratio”); IC: intervalo de confianga

6.5 ANALISE DA PRESENCA DA NEFROPATIA CRONICA DO ENXERTO NO
PRIMEIRO ANO POS-TRANSPLANTE

6.5.1 Nefropatia cronica do enxerto em relacdo as caracteristicas pré-

transplante

Nao houve nenhuma diferenca - estatisticamente significativa - entre a presenca
de NCE detectada durante o primeiro ano pés-transplante e as variaveis do pré-
transplante listadas a seguir: idade, sexo e etnia do receptor, numero de transfusdes

e gestacbes, presenca de transplantes prévios, etiologia da insuficiéncia renal
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cronica, hepatite B e C, presenca de IgG para o citomegalovirus (CMV) e presenca

de anticorpos anti-HLA. Estes dados podem ser observados na tabela 11.

Tabela 11 - Caracterizagdo demografica e pré-transplante de acordo com a presencga de
nefropatia crénica do enxerto no primeiro ano pés-transplante

Nefropatia crénica do enxerto

Caracteristicas demograficas e Pré-Tx Sim N&o P
(n=43) (n=41)
Idade * 44,5 + 11,04 41,9+10,7 0,266 °
Sexo **
Masculino 24 (55,8) 22 (53,7) 1,000 °
Feminino 19 (44,2) 19 (46,3)
Etnia **
Caucasoide 34 (79,1) 35 (85,4) 0,640°
N&o-caucasoide 9 (20,9) 6 (14,6)
N° de tranfusbes *** 1(0-3) 0 (0-3) 0,599 °
N° de gestacdes *** 2 (2-5) 2(1-3) 0,370 ¢
Indeterminada 14 (32,6) 14 (34,1) 0,627°
Hipertensao arterial sistémica 12 (27,9) 11 (26,8)
Glomerulonefrite Cronica 4 (9,3) 4 (9,8)
Diabetes mellitus 1(2,3) 4 (9,8)
Outras **** 12 (27,9) 8 (19,5)
Hepatite B pré-tx ** 1(2,3) 4(9,8) 0,197 °
Hepatite C pré-tx ** 6 (14,0) 7(17,1) 0,926°
Infeccao por CMV IgG **
Receptor 36 (92,3) 40 (100,0) 0,116 °
Doador 40 (95,2) 39 (95,1) 1,000 °
Transplantes prévios ** 5 (11,6) 7(17,1) 0,688°
Presenca de Anticorpos anti-HLA ** 11 (26,2) 6 (14,6) 0,302°
Presencga de Anticorpos anti-HLA de CI ** 9(21,4) 6 (14,6) 0,604 °
Presenca de Anticorpos anti-HLA de classe Il ** 7 (16,7) 5(12,2) 0,789°

* média + desvio padréo; ** n(%); *** mediana (percentis 25 — 75); **** PNC (n=1); NH (n=2); GESF (n=3);
Doenga de Fabry (n=1); IRC pés-parto (n=1); LES (n=4); Uropatia Obstrutiva (n=1), Doen¢a Renal
Policistica (n=5); Mieloma multiplo (n=1); RVU (n=1); Glomerulopatia IgA (n=1); ); CMV: citomegalovirus

2 teste t-Student; ° teste qui-quadrado de Pearson; © teste de Mann-Whitney
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6.5.2 Nefropatia crénica do enxerto em relacdo as caracteristicas do

transplante e do pés-transplante

O tipo de doador, as incompatibilidades HLA, o grau de parentesco do
doador-vivo, a compatibilidade HLA nos transplantes com doador-vivo, a presenca
de anticorpos anti-HLA, episddios de rejeicdo aguda, uso de OKT3® uso de
inibidores da interleucina-2 (IL-2R), a realizagdo de plasmaferese e a antigenemia
positiva ndo se correlacionaram significativamente com a presenca de NCE durante
0 primeiro ano poés-transplante.

Houve diferenga estatisticamente significativa entre os pacientes com e
sem nefropatia crénica do enxerto quando avaliada se a imunossupressao inicial era
somente farmacolégica ou farmacoldgica associada a bioldgica (P=0,029). Sessenta
e dois por cento dos pacientes com NCE utilizaram imunossupressao farmacolégica
e biologica contra 36,6% dos pacientes sem NCE.

Embora a presenca de RA tenha sido mais elevada nos pacientes com
nefropatia crbénica do enxerto, este valor ndo alcangou significancia estatistica
quando comparado ao grupo sem NCE (P=0,054).

Dos pacientes que desenvolveram NCE, 39,4% haviam realizado
transplante com doador-limitrofe, comparado a 10,7% dos pacientes do grupo sem

NCE (P=0,018). Estes dados estado dispostos na tabela 12.
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Nefropatia crénica do enxerto

Variaveis Sim N&o P
(n=43) (n=41)
Tipo de doador **
Vivo 7 (16,3) 10 (24,4) 0,514 °
Falecido 36 (83,7) 31 (75,6)
Grau de parentesco do doador-vivo ** (n=17)
Aparentado 6 (85,7) 9 (90,0) 1,000 ¢
Nao-aparentado 1(14,3) 1(10,0)
Doador-limitrofe ** (n=65) 13 (39,4) 3(10,7) 0,018 ¢
n=33 n=28
Incompatibilidades HLA
A (0/1/2) 8/22/13 10/18/13 0,750 °
B (0/1/2) 8/21/14 9/20/12 0,910°
AB (0/1/2/3/4) 4/5/15/14/5 5/5/16/9/6 0,866 °
DR (0/1/2) (n=71) 14/19/3 12/13/6 0,384 °
ABDR (0/1/2/3/4/5/6) (n=71) 0/2/8/13/9/4/10  2/1/7/9/7/3/2 0,521°
Imunossupressao Inicial **
Farmacologica pura 16 (37,2) 26 (63,4) 0,029°
Farmacoldgica + Bioldgica 27 (62,8) 15 (36,6)
IS Farmacologica **
P+A+C 1(6,3) 0(0,0) 0,069 °
P+MMF+C 14 (87,5) 20 (76,9)
P+MMF+T 0(0,0) 6 (23,1)
P+S+C 1(6,3) 0(0,0)
IS Farmacoldgica + Biolégica **
P+C 3(7,0) 2 (4,9) 0,261°
P+A+C 1(2,3) 0(0,0)
P+MMF+C 27 (62,8) 31 (75,6)
P+MMF+T 7 (16,3) 8 (19,5)
P+MMF 1(2,3) 0(0,0)
P+S+C 4(9,3) 0(0,0)
OKT3®* 4 (9,3) 2 (4,9) 0,676 °
IL-2R ** 23 (53,5) 13 (31,7) 0,073°
Realizou Plasmaferese ** 3(7,0) 1(2,4) 0,616 °
Presencga de anticorpo anti-HLA no 1° ano ** 11 (25,2) 6 (14,6) 0,329 °
Presencga de anticorpo anti-HLA de classe | ** 9 (20,9) 5(12,2) 0,435°
Presenca de anticorpo anti-HLA de classe Il ** 6 (14,0) 4 (9,8) 0,739°
Antigenemia positiva ** 2(4,7) 2(4,9) 1,000 °
Rejeicdo Aguda ** 14 (32,6) 6 (14,6) 0,054 °
Episédios RA* 1,29+ 0,61 1,00 £0,00 0,104 ¢
Suspeita de rejeigao cronica ** (n=25) 9 (45,0 0(0,0) 0,123°
n=20 n=5

* média + desvio padrao; ** n(%); *** mediana (percentis 25 — 75); ® teste qui-quadrado de Pearson; ° teste

de Mann-Whitney; ° teste exato de Fisher

IS: imunossupressao; P: prednisona; A: azatioprina; C: ciclosporina; MMF: micofenolato mofetil; T:
tacrolimus; S: sirolimus; OKT3®: anticorpo monoclonal anti-CD3; IL-2R: anticorpos monoclonal anti-receptor

de IL-2.
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As variaveis consideradas com maior associagdo em relacdo ao
desenvolvimento de NCE est&o descritas na figura abaixo.

P=0,018
% | o

P=0,029

—r 81,3 A

MW Sim
O Nao

Rejeicao Doador HAS 12° IS inicial
Aguda limitrofe més F+B

Variaveis associadas a NCE

Legenda: NCE: nefropatia cronica do enxerto; HAS: hipertensao arterial sistémica; IS: imunossupressao; F+B: farmacoldgica e
bioldgica

Figura 4 : Variaveis associadas ao desenvolvimento de NCE no primeiro ano do transplante renal.

6.5.3 Variaveis preditoras para a nefropatia crénica do enxerto

Foi realizada analise multivariada através da regressao logistica, tendo como
desfecho a NCE e incluindo as seguintes variaveis independentes: rejeicdo aguda,
utiizacdo de orgdos de doador-limitrofe e imunossupressdo incial combinada:
farmacoldgica e biologica. Nessa analise, a unica variavel com influéncia -
estatisticamente significativa em relagdo a ocorréncia de NCE - foi a utilizagdo de

orgaos de doador-limitrofe. Esses dados estdo apresentados na tabela 13.
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Tabela 13 — Analise das variaveis preditoras de nefropatia crénica do enxerto, através da Regressao
Logistica Multipla

Variaveis OR 4justado IC 95% P

Rejeicao Aguda 1,90 (0,66 —10,42) 0,168
Doador-limitrofe 4,81 (1,18 — 20,3) 0,028
Imunossupressao inicial 1,94 (0,71 -7,50) 0,164

(Farmacoldgica e Bioldgica)
OR: razéo de chances (“odds ratio”); IC: intervalo de confianga.

6.5.4 Concordancia entre os métodos diagndsticos da nefropatia crénica do

enxerto

Nos pacientes que realizaram bidpsia renal, foi avaliada a concordancia entre
o método diagndstico de NCE através de critérios clinico-laboratoriais com o método
histolégico. Nessa comparagdo, houve concordancia em 72,2% dos casos,
demonstrado na tabela 14. Oito (25,8%) dos pacientes que apresentaram NCE na

biépsia, ndo preencheram os critérios para o diagnéstico clinico-laboratorial.

Tabela 14 — Avaliagdo da concordancia entre os métodos diagndsticos da NCE, através do
coeficiente Kappa

Concordancia

Comparagéo n (%) Kappa IC 95% P
BP x CCL (n=32) 22 (68,8) 0,375 (0,08 a 0,67) 0,022
BT x CCL (n=54) 39 (72,2) 0,435 (0,192 0,68) 0,001

Legenda: BP=Bidpsia protocolar; CCL=Critérios clinicos-laboratoriais; BT= biopsias protocolar + ndo protocolar.

6.6 AVALIACAO DA PRESENCA DE ANTICORPOS ANTI-HLA DE CLASSE I E Il
EM CADA MOMENTO DE COLHEITA POS-TRANSPLANTE

Na tabela 15 encontram-se os achados da avaliagdo dos anticorpos

identificados em cada momento de colheita pos-transplante, detectados através da
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metodologia PRA-ELISA, em relagao aos desfechos rejeicdo aguda e nefropatia
cronica do enxerto.

Quando avaliada a presencga dos anticorpos anti-HLA de classe | e Il em cada
momento de colheita, sem categoriza-los, foi encontrada diferenca estatisticamente
significativa somente nos anticorpos do 1° més pds-transplante e em relagédo a
presenca de rejeicdo aguda. Aproximadamente 35% dos pacientes com RA tinham
anticorpos anti-HLA de classe |, comparado a 10,8% dos pacientes sem RA
(P=0,020).

Quando os resultados do PRA de cada colheita foram divididos em trés
categorias, conforme a percentagem da prova cruzada contra painel (PRA 0-10%;
PRA 11-50% ; PRA 51-100%), nenhuma significdncia estatistica foi encontrada na

comparagao com os desfechos rejeicado aguda e NCE.
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Tabela 15 — Avaliagdo dos anticorpos anti-HLA de classe | ou Il em cada momento de colheita pos-
transplante conforme a presencga de nefropatia crénica do enxerto e rejeicdo aguda

Nefropatia cronica Rejeicdo aguda
. . do enxerto
A(\StRLCAOIrE?_CI); :)ngél;l_Lti\ Sim N&o p° Sim N&o p°
(n=43) (n=41) (n=23) (n=65)
n (%) n (%) n (%) n (%)
PRA Classe | no 1° més 7 (16,3) 5(12,2) 0,824 8 (34,8) 7(10,8) 0,020
PRA Classe Il no 1° més 6 (14,0) 4 (9,8) 0,739 5(21,7) 6 (9,2) 0,147
PRA Classe | no 3° més 5(11,9) 4 (9,8) 1,000 4 (18,2) 7(11,1) 0,464
PRA Classe Il no 3° més 5(11,9) 4 (9,8) 1,000 4 (18,2) 6 (9,5) 0,275
PRA Classe | no 6° més 4 (9,5) 3(7,3) 1,000 3(14,3) 5(7,9) 0,406
PRA Classe Il no 6° més 6 (14,3) 4 (9,8) 0,738 4 (20,0) 6 (9,5) 0,244
PRA Classe | no 12° més 4 (9,5) 3(7,3) 1,000 2(10,0) 5(7,9) 0,673
PRA Classe Il no 12° més 6 (14,3) 4 (9,8) 0,738 4 (20,0) 6 (9,5) 0,244
PRA Classe | no 1° més
0-10 % 38 (90,5) 36 (90,0) 0,764 17 (89,5) 58 (90,6) 0,900
11-50 % 3(7,1) 2(5,0) 1(5,3) 4 (6,3)
>50 % 1(2,4) 2 (5,0) 1(5,3) 2(3,1)
PRA Classe Il no 1° més
0-10 % 38(88,4) 37(90,2) 0,251 19 (86,4) 59 (90,8) 0,496
11-50 % 4 (9,3) 1(2,4) 1(4,5) 4 (6,2)
>50 % 1(2,3) 3(7,3) 2(9,1) 2(3,1)
PRA Classe | no 3° més
0-10 % 39(90,2) 38(92,7) 0,716 18 (90,0) 59 (93,7) 0,860
11-50 % 2 (4,8) 1(2,4) 1(5,0) 2 (3,2)
>50 % 1(2,4) 2(4,9) 1(5,0) 2(3,2)
PRA Classe Il no 3° més
0-10 % 38(90,5) 37(90,2) 0,765 19 (90,5) 57 (90,5) 0,108
11-50 % 3(7,1) 2(4,9) 0 (0,0) 5(7,9)
>50 % 1(2,4) 2(4,9) 2(9,5) 1(1,6)
PRA Classe | no 6° més
0-10 % 39(92,9) 38(92,7) 0,223 18 (90,0) 59 (93,7) 0,685
11-50 % 3(7,1) 1(2,4) 1(5,0) 3(4,8)
>50 % 0(0,0) 2(4,9) 1(5,0) 1(1,6)
PRA Classe Il no 6° més
0-10 % 38(90,5) 37(90,2) 0,263 17 (85,0) 58 (92,1) 0,578
11-50% 4 (9,5) 2(4,9) 2(10,0) 4 (6,3)
>50% 0(0,0) 2 (4,9) 1(5,0) 1(1,6)
PRA Classe | no 12° més
0-10 % 39(92,9) 39(95,1) 0,083 18 (90,0) 60 (95,2) 0,632
11-50 % 3(7,1) 0 (0,0) 1 (5,0) 2(3,2)
>50 % 0 (0,0) 2(4,9) 1(5,0) 1(1,6)
PRA Classe Il no 12° més
0-10 % 38(90,5) 37(90,2) 0,263 17 (85,0) 58 (92,1) 0,578
11-50 % 4 (9,5) 2(4,9) 2(10,0) 4 (6,3)
>50 % 0(0,0) 2(4,9) 1(5,0) 1(1,6)

PRA: Prova cruzada contra painel; PRA-ELISA: Prova cruzada contra painel por ELISA; ° teste qui-quadrado de Pearson
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6.7 AVALIACAO DAS VARIAVEIS OBSERVADAS NOS MOMENTOS DE
COLHEITA POS-TRANSPLANTE EM RELACAO A PRESENCA DE REJEICAO
AGUDA E NEFROPATIA CRONICA DO ENXERTO

Na tabela 16 encontram-se os achados das seguintes variaveis em cada
momento de colheita poés-transplante: creatinina seérica, DCE calculada, IPC,
proteinuria de 24h, colesterol total, hipertensdo e diabetes mellitus. Todas avaliadas
em relacao aos desfechos rejeicdo aguda e nefropatia crénica do enxerto.

As médias da creatinina, DCE, proteinuria e IPC, em todos os momentos de
colheita, foram significativamente maiores nos pacientes com NCE do que nos
pacientes sem NCE (P< 0,001).

Embora as médias da creatinina sérica e do IPC tenham sido maiores nos
pacientes com RA, estes valores ndo alcangaram significancia estatistica quando
comparados aos pacientes sem rejeicdo. A DCE alcangou significancia estatistica,
em relagcdo aos pacientes com RA, mas somente até a colheita do 6° més pds-
transplante.

A HAS alcangou significancia estatistica somente em relacdo a NCE, e
apenas na colheita do 1° e do 12° més pods-transplante.

Nao houve diferenga significativa na avaliagdo do colesterol e da presenga de

diabetes mellitus em relacido a presenga ou auséncia de RA e NCE.
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Tabela 16 — Variaveis avaliadas no 1°, 3°, 6° e 12° més pdés-transplante conforme a presenca de
nefropatia cronica do enxerto e rejeigéo aguda

Variaveis Pos-tx NCE Rejeicdo Aguda
Sim Nao P Sim Nao P
(n=43) (n=41) (n=23) (n=65)
Creatinina  1°més 268+1,98 1,44+048 <0,001 224+132 203+1,66 0,574°
sérica 3°més 2,01+1,09 131+039 <0001 196+089 1,64+097 0,184°
(mg/dL) * 6°més 1,91+057 1,38+0,35 <0001 215+1,42 158+050 0,084°
120 2,13+0,81 1,44+030 <0001 2,07+085 1,70+0,63 0,087°
mes
DCEc 1°més 384+17,7 610+192 <0001 400+13,7 523+228 0,003°
(mL/min)*  3°més 46,0+16,8 67,8+204 <0,001 475+156 592+227 0,028°
6°més 451+14,0 67,3+229 <0001 47,7+138 588+233 0,048°2
12° 438+189 614+16,7 <0,001 464+184 544+200 0,115°
mes
IPC* 1°més 051+034 024+026 <0001 0,72+096 041+0,37 0,222°
3°més 0,98+1,14 021+0,13 <0001 0,76+0,92 0,59+096 0,508 °
6°més 1,06+1,67 015+0,11 <0001 145+268 052+1,18 0,178°
120 123+231 014+010 <0,001 126+205 0,60+1,73 0,236°
mes
Proteindria  1°més 530,9+458,2 202,6+113,8 <0,001 526,8+622,0 377,1+349,3 0,375°
(9/24h) * 3°més 747,7+681,9 2159+150,5 <0,001 764,7+9554 457,7+5555 0,201°
6°més 9557+1555 1674914 <0,001 1097+1983 409,2+6696 0,178°
120 112541793  160,5496,1 <0,001 105441784 574,9+1265 0,245°
mes
Colesterol  1°més  229,9+62,4 2245+57,9 0,696  2294+61,7 2252+58,1 0,779°%
total 3°més 22234590 220,6+54,8 0,888 2224+722 21924509 0,822°
(mg/dL) * 6°més 2257+53,8 232,7+62,1 0,586  240,1+77,4 224,8+496 0,293°
120 212,9+60,8 207,6452,8 0,669 218,9+69,6 207,6452,3 0,441°
mes
HAS** 1°més 39 (90,7) 29 (70,7) 0,040 21 (91,3) 50 (78,1)  0,218°
3°més  37(86,0) 33 (80,5) 0,696 19 (86,4) 53(82,8)  1,000°
6°més  37(88,1) 35 (85,4) 0,966 19 (90,5) 54 (85,7)  0,723°
120 40 (95,2) 32 (78,0) 0,047 19 (95,0) 53 (84,1)  0,282°
mes
DM** 1° més 0(0,0) 3(7,3) 0,112 0(0,0) 3(4,7) 0,563 °
3° més 1(2,4) 3(7,3) 0,360 1(4,5) 3(4,8) 1,000 °
6° més 3(7,1) 5(12,2) 0,483 2(10,0) 6 (9,5) 1,000 °
120 2 (4,8) 5(12,2) 0,265 1(5,0) 6 (9,5) 1,000 °
mes

* média + DP; ** n (%);? teste t-Student; ° teste qui-quadrado de Pearson; ° teste de Mann-Whitney; DCEc: depurac&o da
creatinina enddgena calculada; IPC: indice de proteina na urina/creatinina na urina; HAS: hipertensao arterial sistémica;
DM: diabetes mellitus.
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7 DISCUSSAO

No presente trabalho a coorte de pacientes foi representativa da populagao
de urémicos do estado do Rio Grande do Sul. Houve predominio da etiologia
indeterminada quando avaliada a causa da insuficiéncia renal cronica. O segundo
fator causal foi a hipertenséao arterial sistémica, seguida por glomerulonefrite crénica.

Em relacdo a compatibilidade HLA, os pacientes deste estudo tiveram uma
compatibilidade doador-receptor considerada razoavel, com numero de
incompatibilidades/paciente de 0,72 + 0,68 em DR e 3,10 £ 1,24 em A/B/DR.

Na amostra estudada, observou-se uma frequéncia maior no numero de
transfusdes, gestagcdes e transplantes prévios no grupo com anticorpos anti-HLA no
pos-transplante. Essa diferenca pode ser facilmente explicada quando nos
reportamos as causas de sensibilizacdo aos antigenos HLA: transfusdes

sanguineas, gestagdes e retransplantes % 52

. A variavel gestacbes apontou tal
diferenca na frequéncia, mas nao alcangou significancia estatistica, talvez devido ao
numero de pacientes analisados ser menor do que o numero de pacientes utilizados
para analisar as variaveis transfusdes e transplantes prévios.

A freqiéncia de pacientes com anticorpos anti-HLA no péds-transplante,
nesse estudo, foi de 22,7%, semelhante a de 20,9%, encontrada no estudo
multicéntrico de Terasaki e Osawa '® e dentro da faixa de 12-60%, citada por
McKenna e cols 3. Diferentemente, a incidéncia de anticorpos anti-HLA, dentre

aqueles que ndo possuiam anticorpos no pré-transplante, foi bem inferior (4,4%)

aquela relatada no estudo multicéntrico citado acima: 14,7% e aquela relatada no
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trabalho de Worthington e cols ©3), que foi de 16% . Uma possibilidade para essa
diferenca poderia ser o fato da identificagdo dos anticorpos ter sido realizada em
momentos diferentes: no estudo multicéntrico foi realizada em pacientes com no
minimo seis meses de transplante, incluindo pacientes com mais de dez anos de
transplante, no nosso estudo foi apenas no primeiro ano do transplante. No estudo

de Lee e cols ("

, N0 qual acompanhou os pacientes por mais de 8 anos, os
pacientes formaram anticorpos em um periodo de meses a até 5 anos apds o
transplante. Outra possivel explicagdo para este fato poderia ser o regime
imunossupressor empregado, eficiente em prevenir o surgimento de tais anticorpos.

Em relagao a distribuicdo de pacientes com anticorpos anti-HLA, segundo sua

(10, 61, 63)  Na amostra estudada,

classe, os achados da literatura diferem
encontramos um percentual maior de anticorpos de classe | em relagao a classe Il ,
semelhante ao estudo de Martin e colaboradores "

Quando comparada a imunossupressao inicial, houve maior uso da
imunossupressao constituida de prednisona, MMF e tacrolimus no grupo com
anticorpos do que no grupo sem anticorpos. Este achado era esperado, pois no
presente estudo, esta foi a imunossupressao utilizada nos pacientes com risco
imunoldgico, juntamente com o uso de OKT3®.

A incidéncia de rejeicao aguda foi de 26,1%, semelhante ao achado de 21,0%
de Hourmant e cols ©?), que analisaram uma coorte de 1229 pacientes que se
submeteram a transplante de rim ou de rim e pancreas. Fernandez-Fresnedo e cols
(12) " encontraram uma incidéncia de RA revelada por bidpsia de 22,5%.

Nesse estudo, todos os pacientes com rejeicao aguda IIB e Il vieram do

grupo com anticorpos anti-HLA. A RA Ill é fortemente sugestiva de presenga de

componente mediado por anticorpos no processo da rejei¢cdo. A rejeicao do tipo 1B
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geralmente é manifestagao de rejeicdo mediada por células, mas pode ser vista em

%) No estudo de Aragso e cols “®* houve maior

rejeicbes mediadas por anticorpos
achado de RA Illl nos pacientes com anticorpos do que nos pacientes sem
anticorpos (P <0,001). A maioria dos pacientes (71,4%) perdeu seus enxertos.

(12) demonstraram em seu trabalho que em sete dos oito

Fernandez-Fresnedo e cols
pacientes que perderam seus enxertos secundariamente a RA, existiam anticorpos
anti-HLA de classe | contra o doador, enquanto nos pacientes sem anticorpos,
apenas um - de nove - perdeu seu enxerto. Todos os pacientes do presente estudo
que apresentaram RA 1IB e lll, tinham anticorpos anti-HLA de classe |. Setenta e
cinco por cento tinham anticorpos de classe |l. Um dos pacientes perdeu o enxerto
cinco meses apos o transplante.

A rejeicdo aguda é considerada importante fator de risco para o
desenvolvimento da nefropatia crénica do enxerto ©30  No presente estudo, 70%
dos pacientes com RA desenvolveram NCE, contra 45,3% dos pacientes sem RA.

A percentagem dos pacientes com anticorpos anti-HLA no pds-transplante foi
maior nos pacientes com RA (39,1%) do que nos pacientes sem essa condi¢cao
(16,9%), concordando com os achados da literatura, em que vinte a 40% dos

r (68

pacientes com RA possuem anticorpos circulantes contra o doado ). Mesmo os

anticorpos que nao sao especificos ao doador aumentam o risco de episédios de RA

(67)

No presente estudo, encontramos associagao entre rejeicdo aguda e a
presenca de anticorpos anti-HLA de classe | no 1° més pds-transplante. Este achado
também foi demonstrado na analise das variaveis preditoras de RA através da

regressao logistica multipla, onde foi encontrado uma razéo de chances de 4,30. Os
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anticorpos na RA foram mais comuns para Classe | (60%) do que para classe Il
(30%) no estudo de Crespo e cols " .

A realizacio de plasmaferese ocorreu com maior frequéncia nos pacientes com
rejeicdo aguda do que no grupo sem RA. A plasmaferese é utilizada para tratar
casos de RA humoral e como vinte a 40% das rejeicbes agudas sao devidas a
presenca de anticorpos % %® | justifica este dado.

Ocorréncia de infeccdo por CMV no pds-transplante foi maior nos pacientes
com rejeicdo aguda do que nos pacientes sem essa manifestacdo. Os pacientes
com RA receberam imunossupressdao mais intensa, sendo essa possivelmente a
razao para a maior ocorréncia de infecgcao por CMV.

A nefropatia crénica do enxerto tem sido apontada como a principal causa de

perda de enxertos a longo prazo % 0

. A prevaléncia de NCE (68,8%) em bidpsias
protocolares, neste trabalho, foi superior a encontrada por Veronese e cols ®) na
biépsia de doze meses pods-transplante (22%), mas semelhante a encontrada no
estudo de Cornell e cols “% (60-70%), em bidpsias protocolares aos dois anos.

Os pacientes com NCE tiveram mais casos e episédios de RA do que os
pacientes sem NCE, confirmando uma revisao da literatura © que indica episodios
de rejeicdo aguda como fator de risco para a disfungao crénica do enxerto.

A analise multivariada para as variaveis preditoras de NCE mostrou
associagao independente somente com a variavel uso de érgdos de doadores
limitrofes, demonstrando ter sido, no nosso estudo, um fator importante para o
desenvolvimento de NCE.

Os pacientes que desenvolveram NCE usaram mais imunossupressao

farmacoldgica associada a biolégica do que os pacientes sem NCE. Uma possivel
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explicacdo € que estes pacientes foram considerados de “risco imunolégico” por
apresentarem-se previamente sensibilizados.

A NCE é multifatorial e envolve mecanismos imunoldgicos e nao-imunolégicos
SNe) imunoldgico é associado a rejeigdo crbnica. Em nossa pesquisa, dentre as
biépsias protocolares diagnosticadas para NCE, 41% tinham achados sugestivos de
rejeicdo cronica. Esta percentagem pode estar associada a estimativa feita por
Terasaki e Osawa © de que das perdas crénicas dos enxertos, em torno de 40%
podem ser atribuidas a anticorpos e 60% a causas nao imunolégicas. Porém, nao
houve significancia estatistica, quando avaliado os achados sugestivos de rejeigao
crbnica em relacdo a presenga de anticorpos anti-HLA no pés-transplante e a
presenca de rejeicao aguda.

Em relagdo aos achados histologicos das bidpsias protocolares, a NCE graus
| e Il foram os achados predominantes na bidpsia dos doze meses e a necrose
tubular foi o achado predominante na bidpsia realizada entre o 2° e 3° més pods-
transplante.

As percentagens de bidpsias aos doze meses com os achados: normal (sem
rejeicdo), com suspeita de rejeicdo e com mudangas associadas a inibidores da
calcineurina, foram similares as encontradas no trabalho de Veronese e cols ®¥ . As
percentagens de NCE graus | e Il na biépsia dos doze meses e, e a percentagem
dos achados sem rejeicao, RA IIA e NCE grau | na biépsia dos dois meses, foram
bem mais elevados no nosso estudo, comparado ao estudo citado acima,
possivelmente em decorréncia de diferencas nos critérios de interpretacdo das
biépsias nos diferentes periodos.

Na comparacdo entre a presenca de anticorpos anti-HLA e auséncia dos

mesmos em relagdo aos achados das biopsias renais protocolares e nao-
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protocolares, houve diferenca estatisticamente significativa quanto a RA IIA e a NCE
grau Il. Sabe-se que vinte a 30 % das rejeigdes agudas possuem um componente
humoral ¥? . A RA tipo Il esta geralmente associada aos mecanismos celulares, mas
também pode ser encontrada em rejeicées com componente humoral %9 A NCE

pode ser provocada por fatores imunoldégicos, como a sensibilizacdo prévia do

37, 40 (46

paciente aos antigenos HLA ©” 49 No estudo de Aragdo e cols “® | houve maior
achado histolégico de NCE nos pacientes com anticorpos do que nos pacientes sem
anticorpos anti-HLA no pdés-transplante (P< 0,001).

A concordancia entre os métodos diagndsticos clinico-laboratoriais e
histolégicos para a deteccdo da NCE foi de 72,2%. E uma concordancia moderada,
mas clinicamente satisfatoria.

Nos pacientes com NCE, as médias de creatinina, DCE calculada, proteinuria
de 24h e do IPC foram — significativamente — maiores em todos os momentos de
colheita, quando comparadas as médias dos pacientes sem NCE. Este achado era
esperado, pois as mudancas provocadas pela NCE podem resultar em hipertensao,
proteinuria e declinio da fungao renal .37 alterando assim os exames laboratoriais
que as identificam.

Quando os pacientes foram divididos em categorias, segundo sua
percentagem de PRA (0-10%; 11-50%; 51-100%) e comparados a presenga ou
auséncia dos desfechos rejeicdo aguda e NCE, nenhuma significancia estatistica foi
encontrada, possivelmente devido a diminuicdo do numero amostral.

A taxa anual de perda do enxerto, em nosso estudo, foi de 5,7%, sendo 2,3%
devido a 6bitos com enxerto funcionante e 3,4% as disfungdes do enxerto. A taxa de

perda por NCE e 6bitos apds o primeiro ano pds-transplante, descrita na literatura,

varia de 3 a 5% ®% . Terasaki e cols ("® observaram 5,5% de perda de enxertos em
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um ano em 2278 pacientes que tinham enxertos funcionantes ha pelo menos seis
meses. Quatro por cento foi devido a disfungdo do enxerto e 1,5% relacionado ao
dbito do paciente. Campos e cols "9 observaram 3,5% de dbitos com enxerto
funcionante em um periodo médio de dezessete meses pds-transplante e 8,5% de
perdas do enxerto devido ao retorno a hemodialise.

Este trabalho focalizou apenas o primeiro ano pdés-transplante, procurando
identificar as alteragcbes precoces na deterioracdo do enxerto pelos anticorpos.
Certamente observariamos maiores prejuizos se prolongassemos a avaliagao
clinico-laboratorial até os cinco anos péds-transplante (13) pois a acao
imunopatoldgica é lenta e progressiva.

Como suporte para nosso estudo esta o fato de termos encontrado diferencas
estatisticamente significantes entre a presenga de anticorpos anti-HLA em relagao a
RA 1IA e a NCE grau Il no primeiro ano poés-transplante. Além disso, houve

associagcdo da RA com a presenca de anticorpos anti-HLA de classe | no primeiro

més pos-transplante.
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8 CONCLUSOES

Com base nos dados obtidos da amostra estudada, concluimos que:

v' A prevaléncia de anticorpos anti-HLA no pés-transplante (22,7%) esta de
acordo com os achados da literatura;

v' A incidéncia de anticorpos anti-HLA (4,4%) foi inferior a relatada em outros
estudos;

v A incidéncia de RA e de NCE por critérios clinico-laboratoriais e/ou
histolégicos foi de 26,1% e 51,2%, respectivamente;

v' A presenca de RA associou-se com anticorpos anti-HLA de Classe | no 1°
més pos-transplante;

v RA IIA e NCE grau Il correlacionaram-se significativamente com a presenca
de anticorpos anti-HLA,;

v' Todos os pacientes que apresentaram RA 1IB e Ill vieram do grupo com
anticorpos;

v A variavel preditora para a NCE foi o uso de 6rgaos de doador-limitrofe;

v' Quarenta e um por cento das biopsias protocolares com NCE tiveram
achados sugestivos de RC, porém sem correlacdo significativa com a
presenca de anticorpos anti-HLA, RA e NCE;

v" A concordancia entre os métodos diagndsticos clinicos e histoldgicos para a

NCE foi considerada clinicamente satisfatoria: 72,2%;
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v" A ocorréncia de infecgdo por CMV no pés-transplante foi maior nos pacientes
com RA quando comparada aos pacientes sem esta condicao;
v' As perdas do enxerto dentro do primeiro ano do transplante (5,7%) foram

similares as citadas na literatura.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Modelo para a revisdo das biopsias protocolares

MODELO PADRAO PARA BIOPSIAS DO ENXERTO RENAL

(2 H&E, 1 PAS 1 MST, 1 Trichrome)

1. Glomeruloesclerose
1.1 Numero de glomérulos . . . . . (#)
1.2 Numero de glomérulos totalmente esclerosados . .(#)
1.3 Esclerose segmentar . . . .. ()SIM ( )NAO

2. Glomerulite(g). . ........ ()0 O1()2()3
3. Inflamagao intersticial(i) . . .()0 ()1 ()2 ()3
(Verificar se presente) . . ... .. ( )Neutrdfilos ( )Eosindfilos
4. Arterite intimal(v) . ...... ()1 ()2()3
( )N&o avaliada
5. Tubulite(t)........... (O O)1()2()3
6. Hialinose arteriolar(ah). ... ... ()01 ()2()3
( )Nao avaliada
Formanodular........... ()SIM ()NAO

7. Mudanga glomerular crénica(cg). . .( )0 ()1 ()2 ()3
7b. Aumento da matriz mesangial(mm) . .()0 ()1 ()2 ()3

8. Fibrose intersticial(ci). . . . . ()OO ()2()3
9. Atrofia tubular(ct). .. ... .. ()OO ()2()3

10. Esclerose da intima vascular(cv) . .()0 ()1 ()2 ()3
( )Nao avaliada
10b. Numero de artérias com lamina elastica interna: (#)

11. Outros achados:

12. Categorias de diagnéstico (Marque tantas categorias quanto achar necessario)
( )JKDARO: Normal
( )KDAB: Rejeigdo mediada por anticorpos
( )KDARB: Mudancas “borderline” (i0-2, t0-2, v0)
() Rejeicdo aguda (especifique os graus g, i, t, v ):
( )KDAR1A: Banff Tipo 1A (i1-3, t2, v0)
( JKDAR1B: Banff Tipo 1B (i2-3, t3, v0)
( JKDAR2A: Banff Tipo IlA (i1-3, t0-3, v1)
( )KDAR2B: Tipo 2B (i1-3, t0-3, v2)
( )KDARS3: Tipo Ill (i1-3, t0-3, v3)
() Nefropatia cronica do enxerto (especifique os graus cg, ci, ct, cv):
( )KDCR1a: Leve, sem mudangas especificas sugestivas de rejeigéo cronica
JKDCR1b: Leve, com mudancas especificas sugestivas de rejeicao cronica

(
( )KDCR2a: Moderada, sem mudancas especificas sugestivas de rejeigéo cronica
( )JKDCR2b: Moderada, com mudangas especificas sugestivas de rejeigao cronica
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( )JKDCR3a: Severa, sem mudancas especificas sugestivas de rejeicdo cronica
( )JKDCR3b: Severa, com mudangas especificas sugestivas de rejeicdo cronica
() KDDR: Vacuolizagao tubular e/ou miécitos com ou sem mudancgas associadas a drogas.
() KDAT: Necrose tubular aguda. () KDDO: Doenga do doador.
Outras:
() Doenca recorrente (especificar)
() Danos Subcapsular ( )Pielonefrite ( )Poliomavirus
()CMV ( )PTLD (Doenga linfoproliferativa do transplante
() Obstrugéo ( )Refluxo
() Trombose vascular (especificar)
() Outras alteragdes

13. Alteragdo de membrana basal glomerular vista as coloragdes PAS ou MST () Sim () Nao
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APENDICES

APENDICE A - Termo de Consentimento Informado

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Titulo da pesquisa: “AVALIACAO DA PRESENCA DE ANTICORPOS ANTI-HLA NO
PRIMEIRO ANO DO TRANSPLANTE RENAL”.

Pesquisador responsavel: Prof. Dr. Luiz Fernando Jobim (F: (51) 21018020)
Co-orientador: Dr. Roberto Manfro
Pesquisador Executor: Realdete Toresan

Numero do Protocolo: 02201

O Sr (a) esta sendo convidado a participar da pesquisa “AVALIACAO DA PRESENCA DE
ANTICORPOS ANTI-HLA NO PRIMEIRO ANO DO TRANSPLANTE RENAL”,
conduzida pela Bioquimica Realdete Toresan (F: (51) 99517654), pelo pesquisador
responsavel Prof. Dr. Luiz Fernando Jobim (F: (51) 21018020) e pelo Dr. Roberto Manfro (F:
(51) 21018295). Esta pesquisa tem por objetivo identificar anticorpos anti-HLA no pos-
transplante de pacientes renais e correlacionar este achado com rejeicdo aguda e nefropatia
cronica do enxerto.

Se o Sr (a) aceitar participar do estudo serdo realizadas quatro coletas de sangue de
aproximadamente 5 ml (aos 30 dias, 3 meses, 6 meses € 12 meses ap0ds o transplante). Caso o
Sr (a) concordar, serdo realizadas bidpsias no 3° e 12° més pos-transplante.

Os dados coletados serdo utilizados apenas para esta pesquisa € o seu nome ndo sera revelado
na apresentagdo dos dados. A sua participacdo ¢ voluntaria. A qualquer momento o Sr(a)
podera retirar sua autorizacdo para participar deste estudo sem qualquer comprometimento do
seu atendimento. A participacdo neste estudo nao lhe trard nenhum custo.

Procedimento para a realizagédo da biopsia:
Caso autorizar, o Sr(a) serd submetido a uma bidpsia do rim transplantado, no 3° e no

12° meses do transplante. Normalmente esta biopsia s6 ¢ realizada quando o rim
transplantado ndo estd funcionando bem, mas para fins desta pesquisa este
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procedimento serd realizado duas vezes, se ndo houver rejeicdo aparente € se o rim
estiver funcionando normalmente nas ltimas duas semanas antes da biopsia.

A biopsia ¢ feita da seguinte maneira: 1) limpeza da pele com élcool e colocacdo de
panos esterilizados, para diminuir o risco de infec¢do; 2) inje¢do de remédio para tirar
a dor no local onde sera feita a bidpsia; 3) corte pequeno (2 a 3 mm) na pele com
bisturi; 4)colocagdo da agulha no rim para retirar um pedacinho do mesmo, com cerca
de 10 mm de comprimento por 1,5 mm de largura. A bidpsia sera entdo enviada ao
laboratorio.

ApO6s a bidpsia vocé ficard em repouso absoluto (deitado de costas) por 6 a 12 horas,
com um peso de 1 kg na altura do rim nas primeiras 2 horas, para evitar que sangre.
Durante 6 a 12 horas, serd feita verificacdo freqliente da pressado arterial e do pulso;
também controle da cor e quantidade da urina.

1.0Objetivo da realizacdo da biopsia:

Pesquisar se existe rejeicdo no rim transplantado que esta funcionando bem, e pelo
estudo de médicos especialistas em bidpsias tentar estabelecer qual o tipo e gravidade
da rejeigdo.

2. Beneficios:

A sua participacdo sera muito importante para o conhecimento médico sobre a

rejeicdo do rim transplantado. As bidpsias renais de protocolo podem revelar condi¢cbes
para as quais seja necessario tratamento especifico, o que ndo seria possivel sem a
realizacdo das mesmas.

3.Riscos e desconfortos:

Os problemas que podem surgir pela bidpsia do rim sdo sangramento, choque (pressao
arterial baixa) e infec¢cdo. Mas esses problemas ocorrem com muito pouca freqiiéncia,
em menos de sete em mil pacientes que sdo biopsiados.

4.Procedimentos Alternativos:

Existe outra técnica para pesquisar a rejei¢ao no rim transplantado, a aspira¢do do rim
com uma agulha muito fina. Os riscos desta aspiracao do rim sdo menores do que os
da bidpsia, mas a aspiracdo s6 mostra alguns tipos de problemas, nem sempre
permitindo que se possa diferenciar qual a complicagdo que esta afetando o rim
transplantado, principalmente quando ja se passaram alguns meses do transplante.
Assim a bidpsia permite um diagndstico mais preciso e definitivo.

Pelo presente termo de Consentimento Informado, declaro que fui informado, de forma
clara e detalhada, dos objetivos, da justificativa, dos procedimentos a que serei submetido,
dos riscos, desconfortos, e beneficios da presente pesquisa, assim como dos
procedimentos alternativos aos quais poderia ser submetido, todos acima listados.

Fui igualmente informado:

da garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer
davida acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados
com a pesquisa;

da liberdade de retirar meu consentimento, a qualquer momento, e deixar de participar
do estudo, sem que isto traga prejuizo a continuagdo do meu cuidado e tratamento;
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- do compromisso de proporcionar informagao atualizada obtida durante o estudo, ainda
que esta possa afetar a minha vontade em continuar participando;

- dadisponibilidade de tratamento médico e de indenizacao, conforme estabelece a
legislacdo, caso existam danos a minha saude, diretamente causados por esta pesquisa;

- de que se existirem gastos adicionais, estes serdo por conta do orgamento da pesquisa.

O pesquisador executor deste Projeto de Pesquisa ¢ a Bioq. Realdete Toresan, cujo telefone

é (51) 99517654, tendo este documento sido revisado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa desta Instituicdo de atengdo a saude em 30/09/02.

Data: / /

Nome e Assinatura do Paciente ou Voluntario

Nome e Assinatura do Responsavel Legal, quando for o caso.

Assinatura do Pesquisador

Autorizacao para a realizagdo das biopsias (aos 3 e 12 meses pos-transplante):

() autorizo a realizagdo
() ndo autorizo a realizagao

Assinatura do Paciente ou Responsavel Legal
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APENDICE B - Protocolo de Coleta Dados

I- Protocolo de coleta ~dados
Projeto: “AVALIACAO DA PRESENCA DE ANTICORPOS ANTI-HLA NO
PRIMEIRO ANO DO TRANSPLANTE RENAL"”

1.Nome :

Prontuario: N° Mestrado:

2.ldade: Data Nascimento: / /

3.Sexo:
4.Raca:

5.Transfusdes pré-transplante (#): Ultima (data): / /

6.GestacOes pré-transplante (#): Ultima (data): / /

7.Painéis do periodo pré-transplante (incluir os painéis dos Ultimos 2 anos e se houver
um de pico ).

Met= S/DTT,C/DTT(CDC); CI,CII(ELISA)

Painel Data Painel Data
Met. Met.
7.1 - - /]
7.2 -/ - /]
7.3 -/ ; - ]
7.4 -/ - /]
7.5 -/ ; - ]
7.6 -/ - /]
Painel de pico: - ]
8. HLA:

9.Doenca Renal Primaria:

10.Co-morbidades significativas (assinale se presente)

() DM () HAS ()CI () Dislipidemia ()
()HepC ()HepB ()D.vascular () ()
O 0O 0

Tabagismo
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11.Datado Transplante: /[ (Tx#:. _ | )

12.Doador () Vivo HLA: Parentesco:
() Cadaver HLA:
13.Transplante(s) Prévio(s) ()Sim Quantos:
( )Nao

14. Protocolo de Imunossupressao Inicial:
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APENDICE C - Tabela de Coleta de Dados

“AVALIACAO DA PRESENCA DE ANTICORPOS ANTI-HLA DURANTE O PRIMEIRO ANO DO TRANSPLANTE RENAL”

NOME DO PACIENTE:

TABELA COLETAS, DADOS E RESULTADOS DE EXAMES:
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APENDICE D - Legenda da Tabela de Coleta de Dados e Resultados de Exames

Data: data da coleta da amostra de soro
Creatinina: creatinina sérica.
IPC: indice proteina/creatinina.
Proteindria 24h: proteinuria de 24h.
Cya ser : ciclosporina sérica.
Tacro ser : tacrolimus sérico.
HAS: hipertensao arterial sistémica, sim ou nao.
Glicose: glicose sérica.
Colesterol : colesterol total
HDL : colesterol fragao HDL
Trig : trigliceridios
DM S/N : diabetes mellitus, sim ou n&o.
Esta S/N : estatina sim ou n&o.
Blog Ca S/N : bloqueador de calcio, sim ou n&o.
IECA S/N : IECA sim ou néo.
Taba S/N : tabagismo sim ou né&o.
CMV pré R/D : sorologia para CMV no pré-tx para
o receptor e o doador (se reagente ou ndo).
CMV perio : infeccdo por CMV no periodo sim ou nao
IS catalog : imunossupressao catalogada
P: prednisona
A: azatioprina
MP: metilprednisolona
MMF: micofenolato mofedil
T: tacrolimus
C: ciclosporina
S: sirolimus

P+A

P+C

P + MMF
P+A+C
P+MMF +C
P+MMF +T
P+ MMF + S
P + MMF + MP
P+A+T

XN B W=
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10.P+S+C
11. Indugao com anti IL2- R
12. Inducao com OKT3

Anti IL2-R: anticorpos contra receptor da IL-2
OKT3: anticorpo anti- CD3

Data ult transf: data da ultima transfusao

Screen CI/CII : PRA LAT-M (negativo ou positivo para anticorpos HLA classe | e Il)
PRA (%) : painel em percentagem por ELISA



APENDICE E - Protocolo de Desfechos
PROTOCOLO DE DESFECHOS

Nome Paciente:
Ne° :
Data do TX:

CRITERIOS PARA REJEICAO AGUDA

Aumento confirmado da creatinina (> 0,3mg/dL): ( ) SIM, valores: ( )NAO

Auséncia de obstrugdo vascular: () SIM ( )NAO
Auséncia de obstrugdo urinaria: () SIM ( )NAO
Auséncia de nefrotoxicidade: ( )SIM ( )NAO
Auséncia de infecgio: ( )SIM ( )NAO

Se nao, qual?

Bidpsia com RA (Banff 97): ( ) SIM data: protocolar ( ) ( ) ndo prot.
( ) SIM data: protocolar ( ) ( ) ndo prot.
( ) SIM data: protocolar ( ) ( ) ndo prot.
( ) SIM data: protocolar ( ) ( ) ndo prot.
( YNAO

( ) ndo possui bidpsia

Tratamento da RA: (') pulsoterapia com corticosteroides
() OKT3
() gamaglobulina IV

() plasmaferese

130
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() mudanca no esquema imunossupressor

Resposta ao tratamento para RA: ( ) SIM, com ( )NAO

Rejeicao Aguda ( )SIM ( )NAO

CRITERIOS PARA NEFROPATIA CRONICA DO ENXERTO (NCE):

1) Cr > 2,0 mg/dL e/ou DCE < 50

2) Proteinuria > 500 mg/24h e/ou IPC > 0,5

3) HAS > 140/90 ou uso de drogas antihipertensivas e/ou
4) Biopsias renais de protocolo ou por indicagdo clinica

NCE por bidpsia:

( ) SIM, protocolar data: NCE

( ) SIM, protocolar data: NCE

( ) SIM, nao protocolar data: NCE

( ) SIM, nao protocolar data: NCE

Critérios clinico-laboratoriais associados: () 1+2+3

() 1+2
()1+3
()2+3
( ) somente 1
( ) somente 2

( )NAO,

NCE somente através dos critérios clinico-laboratoriais: ( ) 1+2+3
()1+2

()1+3
()2+3
( ) somente 1
( ) somente 2

NCE () SIM, com bidpsia
() SIM, sem bidpsia
()NAO



