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RESUMO




Este estudo prospectivo avalia os niveis séricos e as especificidades dos anticorpos
anti-HLA em receptores de rim de doador cadaver, além de estimar sua influéncia na
etiologia e gravidade das crises de rejeicdo. Entre os meses de junho de 2004 a agosto de
2006 foram analisados 40 receptores de transplante renal com prova cruzada pré-
transplante negativa e acompanhados, clinicamente, no minimo por 90 dias apds o
transplante. Os pacientes foram estratificados por sintomatologia clinica de rejeicio bem
sucedido e mau sucedido, sendo o grupo A composto de 26 casos com rejei¢do e o grupo B
com 14 casos sem complicagdes. As amostras de soro para a pesquisa de anticorpos
anti-HLA, aplicando os testes imunoenzimdticos (One Lambda Inc.), foram obtidas antes e
até 60 dias depois do transplante, pois coincide com o aumento dos niveis de creatinina
sérica, nos pacientes com mé evolucdo do enxerto. O resultado dos anticorpos anti-HLA
antes do transplante foi negativo. Enquanto o nimero médio de incompatibilidade HLA
(mismatched) entre receptor e doador, considerando os loci HLA-A, B e DR, foi 4/6 em
ambos os grupos, sendo que no grupo A as mais freqiientes foram 4/6 e 3/6 e do grupo B
somente 4/6. Dentre os 26 pacientes do grupo A, 3 (11,5%) desenvolveram anticorpos
anti-HLA detectados nos dias 16, 28 e 46 apds o transplante. Os anticorpos desenvolvidos
foram especificos aos antigenos do doador, sendo apenas um caso pertencente ao grupo de
reacdo cruzada, no qual se incluia também o antigeno do doador. Estes pacientes
desenvolveram rejeicdo aguda do tipo vascular. Os demais pacientes deste grupo
apresentaram crises de rejeicdo reversiveis com a administracdo da terapia
imunossupressora (ciclosporina, micofenolato e tacrolimus) estabelecida pelos protocolos
do Centro Integrado de Nefrologia. Enquanto o grupo B ndo desenvolveu anticorpos
anti-HLA. Embora a casuistica seja pequena, os resultados sugerem a importancia de
desenvolver anticorpos que combatam os antigenos HLA do doador perante a gravidade da

crise de rejeicao e por conseguinte, na perda do enxerto.

Resumo
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ABSTRACT




This prospective study evaluates the seric levels and anti-HLA antibodies’ specificities of
kidney receptor from dead donor, besides to esteem its influence in the etiology and its
severity in the rejection crises. From June 2004 to August 2006, 40 transplanted kidney
receptors had been analyzed with negative crossed test before of transplant and followed,
clinically, at least 90 days after transplant. Patients were grouped by positive and negative
rejection of clinical symptoms, being the group A made up of 26 positive cases and group
B 14 negative cases. The serum samples for researching anti-HLA antibodies, applying the
immunoenzimatic tests (One Lambda Incorporation), had been gotten just before and up to
60 days after the transplant, so that it coincides with increasing creatinine serum levels in
the patients with bad evolution of engraftment. The anti-HLA antibodies results before
transplant were negative. While the average number of HLA incompatibility (mismatched)
between receptor and donor, considering HLA-A, B and DR loci, was 4/6 in both groups.
Being in the group A the most frequent had been 4/6 and 3/6 and in the group B only 4/6.
Among 26 patients of group A, 3 (11.5%) had developed detected anti-HLA antibodies in
days: 16, 28 and 46 after transplant. The developed antibodies had been specific to donor’s
antigens, being only one case belongs to the crossed reaction group, which it had also the
donor’s antigens. These patients had an acute rejection of the vascular type. The others of
this group presented reversible crises of rejection using immunosuppressive therapy
(cyclosporine, mycophenolate and tacrolimus) determined by the Institution protocols.
Group B did not develop anti-HLA antibodies. Although this sample is small, the results
suggest the importance of creating antibodies that battle with donor’s HLA antigen due to

severity of rejection crisis and therefore, its loss.

Abstract
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1.1- Historico

A idéia de transplante de 6rgdos ¢ muito antiga na humanidade. Muitas sdo as
esculturas e pinturas em que quimeras sdo representadas. Dentre as mais famosas lendas
com transplantes estd aquela que teria ocorrido no século XIII envolvendo Sao Cosme e
Sao Damido. Os santos teriam aparecido a um sacristdo que tinha perdido sua perna e
colocaram uma outra proveniente de um etiope recém-morto. O doente recuperado voltou a
caminhar, tudo isto reproduzido num o6leo de tela na Espanha em 1495. No entanto, o
transplante de orgdos passou da fantasia, como em “Frankenstein” (classico da ficgdo,
escrito por Mary Shelley, 1818), a possibilidade quando, no inicio do século XX, se
aprimoraram as técnicas cirurgicas, que permitiram efetivamente a realizacdo de enxertos.
Alexis Carrel, Prémio Nobel de Medicina em 1912, descreveu a anastomose de vasos
sangiiineos.Apos estes estudos, Ulmann realizou os primeiros transplantes em animais

[ROBERT, 2005]

Inicialmente, o transplante de pele foi a terapia de escolha em situacdes de
extensas areas com queimaduras, no entanto, a rejeicao rapida do enxerto ndo permitia sua
utilizagdo generalizada. O problema passou a ser dramatico durante a Segunda Guerra
Mundial, quando as queimaduras eram responsaveis por grande numero de mortos. Nesta
ocasido, a For¢ca Aérea Real Britanica solicitou ao pesquisador Peter Medawar, um médico
de origem libanés nascido no Brasil e que trabalhava na Inglaterra, para investigar este
tema. Realizando pesquisas com enxertos de pele em coelhos verificou que, entre
individuos geneticamente distintos, a rejeicdo de enxertos seguia as leis da resposta imune
com especificidade e memoria. Por estes trabalhos, Medawar foi agraciado com o Prémio

Nobel de Medicina em 1960 [MEDAWAR, 1991].

Em 1958, Hamburger e Merrill publicaram o primeiro caso de transplante renal
com boa evolugdo em longo prazo. Neste trabalho, os autores transplantaram o rim de uma
vitima fatal de acidente em seu irmao gémeo univitelino e o sucesso do procedimento abriu
as portas para que novos experimentos fossem feitos [MURRAL et al.,1958.,

MERRIL et al.,1963].

Introdugdo
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Em 1954, no Centro Nacional de Transfusao Sangiiinea de Paris, ao estudar o
poder leucoaglutinante de soro de pacientes poli transfundidos e de multiparas, Jean
Dausset descreveu as bases de um sistema antigénico, expresso na superficie dos
leucdcitos, denominado antigenos HLA (do inglés: representando, inicialmente, a
abreviatura de “Human Leucocyte Antigens”)MARCHAL , et al.,1954]. Mais tarde,
verificou-se que estes antigenos estavam expressos na superficie de todas as células
somaticas e eram os principais alvos da resposta imunoldgica, que culminava na rejeigao de
enxertos. Posteriormente, foi verificado que estes antigenos eram codificados por genes que
apresentavam alto grau de polimorfismo, ocupando diferentes locus, localizados numa
pequena regido do brago curto do cromossomo 6 humano. Esta regido génica passou a ser
conhecida como “Complexo Principal de Histocompatibilidade Humano” e a sigla HLA
passou a representar, na lingua inglesa “Histocompatiblility Loci Antigens”, isto &,
Antigenos dos Locus de Histocompatibilidade [DAUSSET, 1989]. Devido a estreita
proximidade dos locus, o conjunto génico ¢ herdado em bloco e a expressao co-dominate
faz com que tanto os antigenos de origem materna, como paterna, sejam representados nos
tecidos. Pela importancia de seus trabalhos para a compreensao dos mecanismos de rejeicao

de orgdos, Jean Dausset recebeu o Prémio Nobel de Medicina em 1980.

Estudos realizados relataram dois casos de rejeicao hiperaguda de enxerto de
rim associados a presenga, no soro de receptor, de anticorpos contra linfocitos do doador.
Achados semelhantes foram a seguir relatados por Patel e Terasaki. Os autores
KISSMEYER-NIELSEN, 1966; PATEL e TERASAKI, 1969, TERASAKI, 1991]
enfatizavam que os receptores haviam recebido previamente transfusdes sanguineas e
sugeriram que as mesmas fossem evitadas em candidatos ao transplante. Desde entdo, esta
conduta passou a ser seguida pela grande maioria dos centros de transplantes. Alguns
pacientes, entretanto continuaram a receber transfusdes sangiiineas por absoluta

necessidade clinica.

No inicio da década de 1970, Opelz e colaboradores (1973) surpreenderam a
comunidade envolvida com transplantes com o relato da analise referente aos Registros de
Transplantes da Universidade da California, Los Angeles (UCLA). Esta analise mostrava

que, em 12 meses de seguimento, a sobrevida do enxerto de rim de cadaver era
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significativamente maior em receptores que haviam recebido mais de 10 transfusdes (80%),
no periodo pré-transplante, em compara¢do aos receptores ndo transfundidos (40%).
Inicialmente, esta observacao foi recebida com bastante ceticismo, porém, em 1976, foram
publicados dados de um grande centro de transplante europeu, que também sugeriram a
relagdo entre transfusdo sanguinea prévia e a melhor sobrevida do transplante. Neste
estudo, foi observado que até 1972 a sobrevida, em 12 meses, do rim de doador cadaver era
80%. Entre 1972 e 1974, quando o numero médio de transfusdo sanguinea por paciente caiu

de 60% para 3%, a sobrevida do enxerto também caiu para 50% [PERSIJN, et al.,1977].

A seguir, numerosos estudos uni e multi-céntricos, retrospectivos e
prospectivos, claramente mostraram a menor sobrevida do enxerto em receptores nao
transfundidos, tanto em casos de transplantes com doador caddver como com doador
aparentado (HLA haplo-idéntico). A magnitude do incremento da sobrevida do enxerto em
receptores transfundidos em relagdo a ndo transfundidos variava muito de centro para
centro (9 a 70%) mas em geral, situava-se entre 10 a 20%. Foi também demonstrado que o
efeito das transfusdes e da compatibilidade HLA era independente e aditivo.
[OPELZ e TERASAKI, 1976, PERSIIN et al.,1979; OPELZ e TERASAKI , 1978;
PERSIJIN et al., 1979; BARRY et al., 1980; SOLHEIM et al., 1980; SPEES et al., 1980;
OPELZ et al, 1981; BETUEI et al, 1982; KOVITHAVONGS et al, 1982
MOORHEAD et al., 1983; VAN ROOD, 1983; PFAFF et al., 1984].

Tendo em vista o aparente efeito benéfico das transfusdes sanguineas no
aumento da sobrevida dos transplantes renais, Salvatierra e colaboradores introduziram um
protocolo com transfusdes especificas do doador vivo, denominado DST (do inglés,
Donor-Specific Transfusion), revelando que este procedimento aproximava a sobrevida do
enxerto a realizada com doador HLA idéntico [SALVATIERRA, et al.,1981]. Desde entao,
numerosos centros, incluindo do Brasil passaram a adotar variagdes do protocolo, na
disponibilidade de doador vivo aparentado ou nao. Os mecanismos responsaveis por este
efeito ndo sdo conhecidos, sendo que as teorias mais aceitas referiam-se a selecdo e a
inducdo de tolerancia imunologica. Todavia, cerca de 25 a 30% dos pacientes submetidos a
DST desenvolviam anticorpos anti-HLA, inviabilizando o potencial doador pra o

transplante renal. Esta sensibilizagdo foi sendo reduzida a cerca de 10 a 15% com o uso
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concomitante de drogas imunossupressoras ou administrando sangue armazenado

[ANDERSON, et al.,1982].

A relacdo entre antigenos HLA do doador de sangue e do receptor do
transplante poderia também ser um fator importante na determinagdo do efeito benéfico das
transfusodes, que € mais evidente quando hd o compartilhamento de pelo menos um antigeno
HLA-DR. Transfusdo de sangue incompativel para 2 antigenos HLA-DR parece ser
contra-indicada devido ao risco aumentado de sensibilizacdo e por ndo melhorar a
sobrevida do enxerto [HIESSE e LANG, et al., 1995]. Dependendo da por¢ao do antigeno
HLA reconhecida pelo sistema imune do paciente, podem ser gerados anticorpos que
também reagem com diferentes outros antigenos HLA, tornando o paciente
hipersensibilizado, o que dificultaria o encontro de novo potencial doador para o qual nao
esteja pré-sensibilizado. Em vista disto, muitos centros descontinuaram os protocolos de

DST.

Desde os anos 60, ja esta bem estabelecido que, em pacientes submetidos ao
transplante renal, a presenca de anticorpos pré-existentes especificos para os antigenos
HLA do doador pode resultar na rejei¢cao hiperaguda ou na perda acelerada do enxerto
[KISSMAYER-NIELSEN, et al, 1966; ROSS e YAP, et al., 1990]. Mesmo pacientes que
possuem anticorpos anti-HLA que nao sdo especificos para o doador, porém apresentando
mais de 50% de reatividade contra painel (PRA, do inglés Panel Reative Antibody), t€ém um

risco maior de desenvolver episodios de rejeicdo aguda e reduzida sobrevida renal

[KERMAN et al., 1996].

A reatividade contra painel (%PRA) ¢ um indicativo da sensibilizagdo do
paciente contra os antigenos HLA freqiientes numa populacgdo. Esta reatividade ¢ maior em
pacientes que foram politransfundidos, em mulheres multiparas e em pessoas com
transplantes prévios. Quanto mais alta, esta reatividade, maiores serdo as probabilidades de
provas cruzadas positivas contra potenciais doadores de rim. Em 1992, foi publicado um
relato sobre o nivel de sensibilizagcdo contra os antigenos de histocompatibilidade, em 1500
candidatos ao primeiro transplante de rim de caddver, num centro do Estado de Sao Paulo.
Neste trabalho, os autores relataram uma maior sensibilizacdo e variacdo da PRA entre

pacientes do sexo feminino, cujo nivel variava ao longo do tempo, sugerindo que a
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correlagdo positiva entre o numero de transfusdes sanguineas e nivel de PRA era maior
entre os pacientes do sexo masculino[LIEBER et al., 1992a]. Resultados semelhantes foram
observados em outro estudo, realizado na Universidade Estadual de Campinas

[LIEBER et al., 1992b].

O uso de terapias imunossupressoras mais adequadas e a selecdo de doador
cadaver com maior nimero possivel de compatibilidade HLA com o receptor tém
minimizado o efeito adverso da alta percentagem de PRA [ZHOU e CECKA, 1991].
Apesar disto, pardmetro como prova cruzada negativa e determinacdo do grau de PRA
pré-transplante ainda sdo muito importantes no momento da selecdo de um receptor para

transplante renal.

Nos ultimos anos, varios estudos vém relatando a prevaléncia de anticorpos
anti-HLA, desenvolvidos apds o transplante renal e sua relevancia clinica, em relagdo ao
risco de crises de rejeicdo aguda ou cronica do enxerto. Diferentes niveis de associagao
entre episodios de rejeicdo aguda e desenvolvimento de anticorpos anti-HLA tém sido
demonstrados e a rejeicdo parece ser mais freqiiente quando a especificidade dos anticorpos
esta relacionada com os antigenos do doador. Todavia, ainda ndo est4 claro se a pesquisa
destes anticorpos seria relevante e se poderia ser considerada como um pardmetro de
diagnostico de rejeicdo aguda do rim. Apesar de a rejei¢ao cronica ser considerada a
principal causa de perda do enxerto a longo prazo, os limites e o grau de envolvimento dos
mecanismos celulares e humorais ainda ndo estdo bem estabelecidos, € 0 desenvolvimento
de anticorpos anti-HLA também devem contribuir substancialmente para a rejeicdo cronica

[KERMAN et al., 1997].

Grande avango na sobrevida renal foi obtido com os trabalhos de Jacques Borel
que descobriu a ciclosporina. Seus primeiros ensaios mostraram o efeito imunossupressor
da ciclosporina, e esta passou a ser utilizada em todo o mundo com excelentes resultados. A
ciclosporina age inibindo IL-2, IL-2R e INFy. Todavia, esta droga apresenta

nefrotoxicidade e este efeito adverso deve ser monitorado nos pacientes [KAHAN, 1989].
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Recentemente, varios outros imunossupressores foram langados, tais como:
Tacrolimus e Rapamicina, ampliando o arsenal e as possibilidades terapéuticas
[KALIL, et al., 2003.]. Apesar dos sucessos obtidos, a tdo sonhada e desejada

imunossupressao especifica para um determinado doador ainda nao foi alcancada.

1.2- Transplante renal

Os pacientes com doenga renal em estagio terminal podem ser considerados
candidatos ao transplante renal. As contra-indica¢des absolutas incluem condi¢des passiveis
de interferir na administragao segura de anestesia ou terapia imunossupressora. A avaliacao
imunologica pré-operatéria inclui: tipagem do grupo sangiiineo ABO e dos antigenos de
histocompatibilidade (HLA) do receptor e potencial doador, pesquisa de anticorpos no soro
do receptor contra o potencial doador (prova cruzada ou do inglés: crossmatch); avaliacao
do estado de pré-sensibilizacdo contra os antigenos HLA (%PRA) e sorologia viral

[DANIEL P. STITES. 2000].

1.2.1- Tipos de transplante

Considerando a origem do enxerto e seu receptor, os transplantes podem ser

classificados em:
1. Auto-enxerto: transplante onde doador e receptor sdo a mesma pessoa.
2. Isoenxerto: transplante realizado entre individuos geneticamente idénticos.

3. Aloenxerto: transplante onde doador e receptor sdo da mesma espécie,

porém geneticamente distintos.

4. Xenoenxerto: transplante em que o doador e receptor sdo de espécies

distintas.
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Clinicamente, os transplantes renais realizados se classificam, quanto a relagao

doador/receptor, em trés tipos, a saber:

1. Doador vivo aparentado: neste transplante o doador estd geneticamente

relacionado ao receptor.

2. Doador vivo nao-aparentado: trata-se de doador sem relagdo genética com o

receptor.

3. Doador cadaver: ¢ o doador em morte encefélica decorrente de traumatismo
ou acidente vascular craniano, que do ponto de vista ético seria o doador de
orgdos ideal para todos os tipos de transplante. No caso do transplante renal,
sua utilizacdao tem sido crescente no nosso meio. Neste tipo de transplante
ndo hé parentesco com o receptor e ¢ possivel gracas aos esforcos das

equipes multidisciplinares de captacdo de 6rgaos.

No Brasil, nimeros expressivos de transplantes renais sdo ainda realizados com
doadores vivos aparentados, diferentemente de outros paises desenvolvidos, cuja fonte de
orgios ¢, preferencialmente, o doador caddver. Através de organizagdes de sociedades
civis, como a Associagdo Brasileira de Transplante de Orgdos (ABTO), organizaram-se
programas de captacdo de 6rgdos com o auxilio dos governos estaduais. Com isto, tem-se
elevado em muito o nimero de transplantes cadavéricos. Segundo dados da ABTO, ha 208
centros de transplante renal cadastrados nos pais. Em 2005, foram realizados 3362
transplantes renais, dos quais, 1594 (47,4%) com doador cadaver e 1768 (52,6%)com

doador vivo mostrando um ligeiro aumento com respeito a 2004.

Na figura 01, esta representado o nimero de transplantes realizados no Brasil
nos anos 2004 e 2005, periodo onde se encontra a maioria dos nossos pacientes,
observando-se um aumento no nimero de cirurgia de transplante com doador cadaver em

relagdo aqueles realizados com doador vivo.
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RIM - Analise Comparativa de Transplantes
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Figura 1- Analise Comparativa de Transplantes realizados nos anos de 2004 e 2005

1.3- Histocompatibilidade

As técnicas para definir os antigenos de histocompatibilidade em humanos
foram cruciais para o desenvolvimento dos transplantes, como mencionado anteriormente.
Estes antigenos provocam reagdes imunes quando tecidos sdo transplantados de um
individuo para outro geneticamente nao idéntico o que resulta num processo denominada

rejeicao.

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH) ¢ uma regido
cromossOmica que compreende um conjunto de genes codominantes, altamente
polimorficos que expressam seus produtos na superficie de uma variedade de células. Mais
de 200 genes estdo localizados nesta regido [TROWSDALE e CAMPBELL, 1997]. Nos
humanos, o CPH se encontra localizado no brago curto do cromossomo 6 ¢ subdivide-se em
trés classes (Figura 02). O sistema HLA constitui um subconjunto de genes do CPH

humano, estes genes sao denominados HLA de classe I e de classe II [SACHS et. al.,1984].

Os locus classicos do CPH classe I (HLA-A, -B, -C) codificam glicoproteinas
de membrana de alto polimorfismo, envolvidas em importantes mecanismos de contato

imune intercelular [ZINKERNAGEL e DOERTHY, 1979]. Na superficie celular, as

Introdugdo

50



moléculas classe 1 estdo associadas, de
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beta-2-microglobulina, uma molécula menor, codificada por um gene ndo polimorfico,

localizado no cromossomo 15, fora do CPH.
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Figura 2- Complexo Principal de Histocompatibilidade Humano — HLA (Fonte: Duarte de

Sillos & Fagundes U, 2003)

As moléculas HLA de classe I estdo presentes na superficie de todas as células

nucleadas e participam na apresentacdo de derivados peptidicos intracelulares as células T

citotoxicas CD8+. Uma vez que o reconhecimento € feito, o linfocito T citotoxico destroi a

célula-alvo que apresenta o antigeno. Nas condi¢des nao-fisiologicas de transplantes, sdo as

moléculas HLA de classe I estranhas (ligadas a peptideos enddgenos) que sdo reconhecidas

pelos linfocitos Tc do hospedeiro durante a rejeicdo. Outros locus HLA classe 1 foram

identificados, HLA-E, HLA-F, HLA-G, HLA-H e HLA-J [NEPOM BS, e NEPOM, 1995],

entretanto sua relevincia na resposta alogénica ao transplante ainda permanece

desconhecida.
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Os antigenos HLA classe II sdo codificados por dois diferentes tipos de genes,
denominados “A” e “B”. Trés genes funcionais A e seis B estdo localizados nas sub-regides
denominadas HLA-DR, -DQ e -DP. Os genes A e B codificam glicoproteinas
transmembranicas denominadas cadeias o e B, organizados em dominios al, a2 e B1, B2
respectivamente, as quais formam um heterodimero na superficie celular. Todos os
antigenos HLA-DR apresentam a mesma cadeia o, ndo polimoérfica. Assim, o que distingue
um antigeno de outro sdo diferencas na seqiiéncia de aminoéacidos encontradas nas cadeias
B. A cadeia B presente nos antigenos HLA-DR1 a DR18 ¢ codificada pelo gene DRBI. As
proteinas dos antigenos HLA-DQ e -DP sdo codificadas por dois pares de genes A ¢ B
ambas polimorficas. As moléculas de histocompatibilidade de classe II tém uma
distribuicao celular mais restrita, sendo encontradas, constitutivamente, em linfocitos B,
macrofagos/mondcitos, células dendriticas, células de Langerhans da pele e em algumas
células hematopoiéticas precursoras. A expressao das moléculas classe II também pode ser
induzida em linfocitos T ativados e em outras células incluindo fibroblastos e células
endoteliais. Estas moléculas HLA classe II tém como funcao apresentar peptideos exdgenos
ao receptor do linfocito T auxiliador (Ta), CD4+, durante a resposta imune. A principal
funcdo dos linfécitos T auxiliadores ¢ a secre¢do de citocinas, as quais atuam sobre as
proprias células T auxiliadoras, sobre as T citotoxicas, além de atuar em outras células,
incluindo linfécitos B, células NK (do inglés, Natural Killer), macrofagos,
polimorfonucleares e endotélio vascular. Estas citocinas exercem vdrios efeitos que
promovem e regulam as respostas imunes especificas humoral e celular e também a reacgao

inflamatoria.

O complexo génico HLA ¢ herdado em bloco e a expressdo dos produtos
génicos ¢ codominante. Assim, o conjunto de alelos herdados no mesmo cromossomo ¢

chamado haplotipo e representa o material genético herdado do pai ou da mae.

As moléculas HLA expressas nas superficies celulares agem como fortes
antigenos de transplantacdo e o seu polimorfismo constitue uma séria barreira para
transplantes de 6rgaos entre individuos nao consangiiineos. A presenga do HLA-DR prediz
a incidéncia de rejei¢do humoral do enxerto e minimiza o grau de sensibilizagdo dos

candidatos a re-transplante [MARLIES, et al.,2004]. Estudos recentes mostram a
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prevaléncia dos anticorpos anti-HLA na presenca da rejeicdo dos enxertos nos pacientes

com transplante renal [MORALES-BUENROSTRO et al., 2006].

1.4- Componentes imunolégicos da rejeicao

O reconhecimento de aloantigenos pelo sistema imune ¢ realizado pelo receptor
(TCR) presente na superficie da célula T, que os reconhecem apenas quando estdo
apresentados na superficie de outras células, que atuam como células apresentadoras de
antigenos[SAYEGH et al., 1994]. As células apresentadoras de antigenos podem ser tanto
células do doador como do receptor. No primeiro caso, as células estdo presentes dentro de
orgdos vascularizados transplantados, sendo chamados de "leucocitos passageiros",
expressando, tanto antigenos de classe I, quanto classe II e com capacidade de estimular,
diretamente, as células T do receptor caracterizando a via direta do alo-reconhecimento. Na
outra forma de reconhecimento, as células apresentadoras de antigenos do receptor
fagocitam os aloantigenos desprendidos do 6rgdo transplantado, expressando os epitopos
processados nas fendas da superficie celular, caracterizando a via indireta do

alo-reconhecimento [LARSEN et al., 1990].

Os receptores de células T (TCR) estao associados as moléculas CD3 formando
o complexo “TCR-CD3”, que ¢ responsavel pela transmissao do sinal de ativagdo para o
citoplasma da célula, através de sua porcdo intracitoplasmatica. Varios sitios de
fosforizagdo sdo ativados pelas vias de proteina-quinase e outras proteina-quinases
dependentes de calcio e de calmodulina. Estes sitios sdo alvos de acdo de varias drogas

imunossupressores tais como: a ciclosporina e tacromilus [HARRISON, et al., 2007]

A apresentacdo antigénica ao receptor do linfocito T auxiliador representa o
primeiro sinal para sua ativagao e, conseqiientemente, para o desencadeamento do processo
de rejeicdo ao enxerto. Porém, ainda ¢é necessdrio que ocorram sinais adicionais
(co-estimulatorios) induzidos nas células T, por outros receptores inespecificos (segundo
sinal) para que a ativagdo ocorra efetivamente. Na verdade, os sinais do complexo “TCR-

CD3” podem levar até a inativacdo celular, levando ao estado de anergia celular, caso estes
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nao forem acompanhados pelo segundo sinal. Atualmente, o sistema melhor documentado
do segundo sinal é o associado ao resultado da ligacdo de moléculas CD28 do linfécito T
CD4 com seus ligantes da familia da proteina B7 (B7-1 e B7-2) presentes na superficie da

APC [ADAM, et al., 1997].

A ativacao dos linfocitos T auxiliadores ¢ resultante da mobilizacao de ions
calcio dos estoques intracelulares e numerosos promotores que ativam uma proteina
quinase que, no final, ird fazer com que promovam a expressdao de IL-2 e de seu receptor
(IL-2R), essenciais para a resposta imune ao transplante favorecendo a expansao clonal das

células T [ROITT, 1997].

Os linfocitos T CD4+ ou auxiliares sao de grande importancia para a ativagao
do mecanismo imune de rejeicdo ao aloenxerto e sdo subdivididos em 2 sub-populacdes,
que sdo os linfécitos T auxiliares 1 e 2 ( Thl e Th2). Estas sub-populacdes sio
diferenciadas pelo perfil das citocinas (interleucinas) produzidas. Entre as citocinas tipo
Thl estdo incluida: a interleucina 2 (IL-2), interleucina 3 (IL-3), fator de necrose
tumoral-beta (TNF-f), interferon-alfa, beta e gama (INFa,f, y); e parecem ser responsaveis
pelo componente celular da resposta imune. Entre a citocinas tipo Th2 estdo incluidas a
interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 10 (IL-10)

que sdo responsaveis pelo componente humoral da resposta imune.

As citocinas produzidas e secretadas pelas células T e por outras células se
ligam aos seus receptores presentes na superficie de linfocitos T citotdxicos, células B, dos
proprios linfocitos T auxiliares, macréfagos e outras células, induzindo sinais de ativagao
nas células alvo que levam a nova producao de citocinas, prolifera¢ao celular, diferenciagdo

e acdo especifica.

As células Th1 e Th2 se desenvolvem a partir de um mesmo precursor € podem
apresentar funcdo regulatéria sobre a atividade da outra. O INF-y inibe a expressdo das
citocinas produzidas por células Th2 , enquanto IL-4 e IL-10 inibem as produzidas pelas
células Thl. A citocina chave na rejeicdo ¢ o INF-y. Ele atrai e ativa os macréfagos, ativa

células endoteliais e aumenta a expressao de CPH [ADAM, et al., 1997].
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Uma vez ativados os linfocitos T, o passo seguinte ¢ a migracao dos leucdcitos
para o tecido transplantado, que, posteriormente, sofrerd a ac¢do citotoxica ao enxerto. Para
que ocorra essa migracdo, ¢ necessario a expressao de moléculas de adesdo tanto nos
leucdcitos quanto nas células endoteliais que facilitam a passagem das células pela parede
vascular até o tecido. As principais moléculas de adesdo leucocitarias sao LFA-1, VLA-4 e
L-selectina; e as principais moléculas de adesdo vasculares sio ICAM-1, ICAM-2 e
VCAM-10. Essas facilitam a adesdo das células ao endotélio vascular, favorecendo a
migracdo por diapedese através da parede celular. Apds a entrada das células
(fagocitos, NK e T citotdxico) no orgdo transplantado, passa-se entdo ao processo de
citotoxicidade que levard, finalmente, ao dano tecidual do aloenxerto.

[ADAM, et al., 1997].

1.4.1-.Mecanismos efetores da resposta imune

A resposta imune pode ser dividida em dois grupos: a resposta imune humoral,
que ¢ mediada por anticorpos produzidos por plasmdcitos; e resposta imune celular que ¢
mediada pelos linfocitos T e substancias por eles produzida como as citocinas, fatores de

crescimento e inflamatdrios € enzimas.

1.4.2- Influéncia da presenca dos anticorpos anti-HLA na sobrevida do enxerto

O papel desempenhado pelos anticorpos em reposta ao aloenxerto passa pela
ativacao dos linfocitos B , que ¢ dependente do estimulo produzido por citocinas secretadas
pelas células T auxiliadores tipo 2. Estes linfocitos produzem IL-4, IL-6 e IL-10,
culminando na expansdo e proliferacdo dos linfocitos B. Apds sua diferenciagdo em
plasmdcitos, ocorre a producdo de anticorpos (em geral, anti-HLA) que irdo se ligar a
parede da célula do 6rgdo enxertado e dai, através da agdo do sistema complemento ocorre
a lesdo da membrana celular, levando a destruicao do tecido, por meio da geragao de
proteinas formadoras de poros (polimerizagao de C9). Além disto, sub-produtos da ativagao

da cascata do sistema complemento e ativagdo plaquetaria contribuem para a quimiotaxia e

Introdugdo

55



adesdo de células fagocitarias que acabam despejando seu conteudo lisossomal nas células
do orgdo transplantado. Anticorpos anti-HLA da classe IgG também contribuem para
aumentar adesdo das células fagocitarias, uma vez que estas sdo possuidoras de moléculas

CD16, isto €, receptor para a por¢ao Fc da IgG [JAMES, et al., 1997]

1.4.3- Influéncia dos componentes da imunidade celular na sobrevida do enxerto

Existem duas vias que explicariam como a célula T teria a capacidade de lisar
as células-alvo: a via das perforinas e granenzimas. Estas vias estariam envolvidas no
processo de lise celular que ocorre minutos ou horas apos a sua ativacdo. Discute-se ainda
uma terceira via, a via do fator de necrose tumoral (TNF) que participa de forma mais lenta
na morte celular. Os granulos de linfocitos T citotdxicos também contém certo nimero de
proteases séricas chamadas granezimas (granulos de enzimas) cuja forma de atuagdo
permanece incerta podendo ser por ativacao da perforina, alterando a estrutura da superficie
da célula alvo ou entrando na célula apds a geragdo dos poros, levando a morte celular

[CARDONI, et al,2005].

Os macrofagos sao também importantes na imunidade mediada por células e
rejeicdo aos enxertos. As células T citotdxicas produzem e secretam citocinas que atraem
macrofagos para o local do enxerto e outras que fazem com que os macrofagos fiquem
ativados e desenvolvam atividade citotoxica, aumentando com isso o numero de células

efetoras para a lesdo do enxerto.

Em suma, com o mecanismo imunolégico de rejeicdo aos enxertos, tornar
possivel observar a importancia do aloreconhecimento para o inicio da resposta imune e a
seqiiéncia do evento, através da ativacdo da célula T, posterior produg¢do de citocinas,
atragdo de células inflamatdrias, expressdo de moléculas de adesdo, entrada no tecido

enxertado e finalmente, a¢do citotoxica contra o enxerto, levando a destruigao celular.
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1.5- Rejeicao

Por razdes historicas a rejeicdo do enxerto ¢ classificada de acordo a
histopatologia e/ou tempo transcorrido entre o transplante e o inicio da rejei¢do, além dos

mecanismos envolvidos no processo.

A rejeicao do aloenxerto renal pode ser mediada tanto por mecanismos
humorais como celulares. Nas rejei¢des humorais, destaca-se a rejei¢do hiperaguda
mediada por anticorpos pré-formados oriundos de sensibilizagdo prévia contra antigenos do
doador. A primeira barreira a ser evitada para este tipo de rejei¢do ¢ a incompatibilidade
ABO e, depois, anticorpos contras as moléculas HLA. A pré-sensibilizagdo contra
antigenos HLA ocorre ou por transfusdes sangiiineas prévias, ou por gestacdes, ou

transplantes prévios.

O diagnostico da presenca de rejeigdo nos pacientes ¢, geralmente, avaliado por
critérios clinicos como: febre, oliguria, aumento de peso e, especialmente, por um rapido
incremento nos niveis de creatinina. A rejeicao ¢ confirmada pelos resultados da biopsia do
enxerto, considerando  critérios da  classificacio Mundial Banff 1997

[RACUSEN, SOLEZ et al. 1999].

1.5.1- Rejeigao hiperaguda mediada por anticorpos

A rejei¢do hiperaguda € caracterizada por hemorragias e oclusdo trombdtica da
vasculatura do enxerto, comeg¢ando dentro de minutos a horas depois que os vasos
sanguineos do hospedeiro sdo anastomosados aos vasos do enxerto, ¢ ¢ mediada por
anticorpos preexistentes na circulacdo do hospedeiro que se ligam aos antigenos endoteliais
do doador. A ligacdo do anticorpo ao endotélio, ativa o sistema complemento e induz
alteracdes no endotélio do enxerto, promovendo a trombose intravascular. As células
endoteliais passam a secretar formas de fator de Von Willebrand com peso molecular
elevado, que acabam levando a adesdo e agregacdo de plaquetas. As células endoteliais
perdem os proteoglicanos do sulfato de heparam da superficie das células que, no estado

normal, interagem com a anti-trombina III para inibir a coagulagcdo. A ativacdo do
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complemento induz também lesdao das células endoteliais e exposi¢do das proteinas da
membrana basal subendotelial e exposi¢do das proteinas. Esses processos contribuem para
a trombose e a oclusdo vascular, e o 6rgdo enxertado sofre dano isquémico irreversivel
[CAI et. al., 2005]. Com a utilizacdo da prova cruzada pré-transplante para pesquisa de
anticorpos anti-HLA pré-formados e 6rgaos ABO compativeis, a rejei¢do hiperaguda &,
perfeitamente, evitada. [KALIL et al., 2004; TERASAKI et. al., 2005]. A rejeicao tipo
hiperaguda detectada atualmente €, em geral, devida a presenca de anticorpos da classe IgG
contra aloantigenos ndo HLA cléssicos, expressos nas células endoteliais vasculares, ou a
reativacao de células de memoria contra antigenos de histocompatibilidade classicos ou
ndo. Esses anticorpos geralmente surgem transfusdo de sangue, transplante anterior ou
gestagdes multiplas. Se o titulo desses aloanticorpos for baixo, a rejeicao hiperaguda podera
se desenvolver lentamente, ao longo de varios dias. Para distinguir das rejeigdes
hiperagudas que ocorriam no passado, este tipo de rejei¢do ¢ denominado como “rejeigao
acelerada do aloenxerto”, que tem inicio mais precoce do que o da rejei¢ao aguda tipica
(ABBAS, 2003). Atualmente, com o proposito de minimizar a rejeicdo acelerada, alguns
centros vém utilizando métodos mais sensiveis, como a citometria de fluxo, para a deteccao
de baixos titulos de aloanticorpos [LOPEZ- HOYOS, FERNANDEZ- FRESNEDO,
et al. 2003].

1.5.2- Rejei¢do aguda

A rejeicdo aguda ¢ um processo de lesdo vascular e parenquimatosa mediado
pelas células T, por macrofagos e por anticorpos, comegando geralmente depois da primeira
semana do transplante. A diferenciacdo das células efetoras e a producdo de anticorpos que
mediam a rejeicdo aguda ocorrem em resposta ao enxerto, o que explica o retardamento do
inicio da rejei¢do aguda. A ativagdo primaria dos linfocitos T exerce um papel central na
rejei¢do aguda ao responder aos aloantigenos presentes nas células vasculares endoteliais e
parenquimatosas. A lise das células do enxerto ¢ provocada diretamente por linfocitos T
citotoxicos ativados ou por células inflamatorias recrutadas por linfocinas liberadas por
linfocitos T auxiliadores, levando a necrose do enxerto. Nos enxertos vascularizados, como

os de rins, as células endoteliais constituem o alvo inicial da rejeicao aguda. Nos episddios

Introdugdo

58



de rejei¢ao aguda, um freqiiente achado inicial ¢ uma endotelialite microvascular. No
primeiro estagio da rejeicdo ocorre também uma endotelialite ou arterite da intima das
artérias de médio calibre, que serve como o principal indicador de falha aguda e irreversivel
do enxerto. Os anticorpos podem também mediar rejeicdo aguda depois que o enxerto
elabore resposta imune humoral aos antigenos das paredes dos vasos € aos anticorpos que
sdo produzidos liguem-se as paredes dos vasos do enxerto com inflamacao aguda, que ¢
diferente da oclusdo trombdtica sem necrose da parede do vaso, observada na rejeicao

hiperaguda.

1.5.3- Rejeigao cronica

A rejeigdo cronica € caracterizada por fibrose com perda das estruturas normais
do orgao, ocorrendo em prazo prolongado. Como a terapia para controlar a rejei¢do aguda
melhorou, a rejeicdo cronica mostra-se como a forma principal da perda de aloenxerto. A
patogenia da rejei¢ao cronica ¢ menos conhecida do que a da rejeicdo aguda. Em muitos
casos como resultado da proliferacdo de células de misculos lisos na intima, ocorre oclusao
arterial do enxerto. Esse processo ¢ chamado arteriosclerose acelerada do enxerto. A
arteriosclerose do enxerto ¢ freqiientemente observada nos transplantes cardiacos e renais
mal sucedidos e pode se desenvolver em qualquer enxerto do 6rgdo vascularizado dentro de
6 meses a 1 ano apos o transplante. A lesdo parece ocorrer sem evidéncia de lesdo vascular
declarada, e ndo foi claramente estabelecida nenhuma correlagcdo entre o desenvolvimento
da arteriosclerose do enxerto e infecgdes, ou episodios de rejeigdo aguda anterior, nem
anormalidades dos lipideos. A proliferacdo de células de musculos lisos na intima vascular
podera caracterizar a rejeicao tardia, uma vez que linfécitos ativados pelos aloantigenos das
paredes dos vasos dos enxertos induzem os macrofagos a secretarem fatores de crescimento
de musculos lisos [ABBAS, 2005] . A fibrose da rejei¢do cronica pode também representar
a cicatrizacdo do ferimento apds a necrose celular parenquimatosa da rejeicdo aguda. A
fibrose observada na rejei¢do cronica poderd resultar de macrofagos ativados secretando
fatores de crescimento de células mesenquimais, como ocorre com o fator de crescimento
derivado das plaquetas, que estimula a proliferacao de fibroblastos ¢ a sintese de colageno

[ABBAS, 2005].
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Entre os fatores que predispdem ao aparecimento da rejei¢do cronica estdo
incluidos: o tempo de isquemia fria, o nimero de episddios de rejei¢do, o numero de

incompatibilidades HLA e a infec¢do por citomegalovirus.

1.6- Imunossupressao no transplante renal

O sucesso dos transplantes hoje em dia ¢ devido em grande parte a variedade de
drogas disponivel. E uma a analise clinica bem criteriosa para correta utilizagao destas apos
uma cuidadosa sele¢do. Além da ciclosporina, droga tradicional usada desde a década de
60, os agentes biologicos utilizados nos ultimos anos sdo considerados como aquisi¢des de
grande relevancia na d4rea de imunossupressao do transplante. O tratamento
imunossupressor ideal deveria promover a aceitagdo do enxerto sem interferir nas outras
acdes do sistema imunoldgico, tais como a defesa contra as infec¢des € o controle cancer.
Dentre as drogas utilizadas correntemente estdo aquelas que t€ém uma acao antiinflamatoria
hormonal, aquelas que interferem na multiplicacdo celular e, conseqiientemente,
linfocitaria, aquelas de acdo especifica na ativagdo do sistema imune e, por ultimo, aquelas
que vao especificamente destruir o linfécito, eliminando-o do processo de rejeigdo ja

instalado [KALIL, 2003].

1.6.1- Drogas antiinflamatorias hormonais

Os glicocorticdides sdo uma classe de hormonios esterdides, utilizados como
coadjuvantes importantes nas terapias imunossupressoras, com multiplas fungdes tais
como: inibir o deslocamento (quimiotaxia) de macrofagos ativados, monocitos e neutrofilos
para areas inflamatorias, inibir a expressao das moléculas de histocompatibilidade e inibir a
producdo de IL-1 pelos macréfagos / mondcitos, um importante co-estimulador dos
linfocitos T auxiliador e mediador inflamatoério sist€mico. Dentre as agdes sobre os
linfécitos, estdo a inducdo de morte celular e a sua redistribuicdo no sangue e liquido
extracelular, também contribuindo para o efeito antiinflamatoério. Existem tentativas

clinicas de retirada de corticdide em alguns casos de transplantados, tanto em criangas
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como em pacientes diabéticos, porém, nem sempre a retirada ¢ um sucesso, porque estes
sdo utilizados nos casos de rejeicdo aguda celular na assim chamada pulsoterapia com
corticoide, acreditando que nesses casos exista uma agdo litica direta dos linfoblastos

[KALIL, 2003].

1.6.2- Antimetabdlitos

As primeiras drogas imunossupressoras que surgiram foram os antimetabdlitos.
Destes, sem duvida a mais utilizada ¢ a azatioprina. Andlogo e antagonista das purinas, a
azatioprina inibe a sintese de DNA e com isso a multiplicagdo celular. Assim, esta droga
tem acdao em todas as células em multiplicacdo no organismo, nao atuando exclusivamente
na divisdo linfocitaria. Como conseqiiéncia, existem riscos de diminui¢do de producdo de
outras células do sistema hematoldgico, causando pancitopenia. Até hd pouco tempo, era a
droga imunossupressora de escolha, apesar dos problemas advindos da sua utilizagdo. Ha
25 anos, com a institui¢do da ciclosporina houve queda de seu uso como imunossupressor
de escolha. Hoje, a azatioprina ¢ muito usada conjuntamente com corticoide e ciclosporina

no chamado esquema triplice. [KALIL, 2003].

1.6.3- Ciclosporina e outras drogas

A ciclosporina ¢ um produto do fungo Tricoderma polysporum inicialmente
proposta para ser utilizada como antibidtico. Sua utilizagdo clinica como droga
imunossupressora comegou nos anos 80, conhecido como “a era da ciclosporina”, apesar da
sua nefrocitotoxicidade. Mais recentemente, outras drogas com atividade semelhante foram
introduzidas como: a FK506 e a Rapamicina. Estas drogas agem através de um receptor de
membrana e ligam a proteinas citoplasmaticas chamadas imunofilinas, inibindo a ativagao

dos genes responsaveis pela codificacdo e liberagdo de IL-2, IL-2R e INF-y.[KALIL, 2003].

Introdugdo

61



1.6.4- Agentes bioldgicos

Ademais de contar com as drogas imunossupressoras, outra alternativa sdo os
agentes bioldgicos utilizados para combater processos de rejei¢do. Trata-se de anticorpos
policlonais e monoclonais que vao agir especificamente sobre os linfocitos T. A Globulina
Anti-linfocitaria (ALG) e Globulina Anti-timécito (ATG) sdo exclusivos no tratamento de
rejei¢des celulares agudas refratarias a pulso-terapia. O grande inconveniente deste tipo de
tratamento ¢ o risco de infeccdes e de doengas linfoproliferativas. A tecnologia de
Anticorpos Monoclonais, vem revolucionado o esquema das drogas imunossupressoras. Foi
desenvolvido comercialmente o anticorpo OKT3 na metade dos anos 80, este anticorpo
reconhece a molécula CD3 presente nos linfocitos T periféricos maduros. Sua grande
vantagem ¢ a alta especificidade para linfocitos T e a pequena quantidade de proteina
animal necessaria. Entretanto, sua utilizagdo tem alguns inconvenientes tais como reagdes

febris, alergias e, sobre tudo, o risco da indu¢ao de anticorpos [KALIL et al., 2002].

Outro anticorpo atualmente em uso clinico € especifico para o CD25, que ¢ uma
subunidade-a do receptor da IL-2. Esse agente ¢ administrado no momento do transplante
para evitar a ativacdo da célula, bloqueando a ligacdo da IL-2 as células ativadas, e pode
promover uma deplecdo da expressdo das células TCD25 ja ativadas. A rejei¢ao hiperaguda
mediada por anticorpos pré-formados pode ser evitada pela remogao desses anticorpos da

circulacao, conhecida como plasmaférese [ABBAS, 2003].

Outra alternativa na terapéutica sdo as toxinas metabdlicas que matam as
células T em prolifera¢do, os quais sendo também usadas para evitar a rejeicdo de enxertos,
esses agentes inibem a maturagdo dos linfocitos desde a fase de precursores ¢ também
matam as células T maduras em proliferacdo que foram estimuladas por aloantigenos.
Drogas mais recentes e largamente usada, como ¢ o Micofenolato de Mofetil (MMF), que ¢
metabolizado em 4cido micofenodlico, o qual bloqueia uma isoforma linfocito - especifica
de monofosfato de inosina desidrogenasse, uma enzima exigida para sintetizar “de novo” os
nucleotideos guanina. Como o MMF inibe seletivamente a isoforma linfocito - especifica

dessa enzima, manifesta poucos efeitos toxicos.[ABBAS, 2005].
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1.7- Prova cruzada (Crossmatch)

Independentemente do grau de sensibiliza¢do do receptor, o teste fundamental
que tem por objetivo verificar se o receptor tem anticorpos pré-formados contra o potencial
doador ¢ a prova cruzada [ZANE, 2001]. Com o emprego do método de
microlinfocitotoxicidade, a prova cruzada foi introduzida por Paul Terasaki e Rose Pane,
nos anos 60, e foi responsavel pela diminuicdo dramatica no numero de rejeicdes
hiperagudas. No inicio, essa prova era realizada diretamente com soro do receptor,
linfocitos periféricos do doador e a adigdo de soro de coelho como fonte de complemento.
Posteriormente, o método foi modificado, visando aumentar a sua sensibilidade, com a
introducao de lavagem para a retirada de imunocomplexos antes da adicao do complemento
e a pontencializacdo com a adi¢do de anti-imunoglobulina humana [HOPKINS, 1990;
AMOS, et al., 1969; JOHNSON, et al., 1972]. Em 1983, foi introduzida a citometria de

fluxo, considerada mais sensivel, porém menos especifica [GAROVOY, et al., 1983].

A contra-indicagdo formal para a realizagdao do transplante ¢ a presenga de IgG
anti-HLA de classe I do doador no soro do receptor. A positividade devida a anticorpos
IgM ¢ normalmente dirigida contra auto-antigenos e ndo contra-indica o transplante e IgM
aloespecificos também parecem nao ser deletérios ao enxerto, pois podem ser controlados
com a imunosupressao pos-transplante. Para se distinguir a classe do anticorpo (IgG ou
IgM) responsavel pela positividade da prova, costuma-se tratar, previamente, o soro do
paciente com detioteithrol (DTT), um redutor e inativador de IgM, que ndo interfere da

atividade citotoxica da IgG [KHODADADI, et al.,2006].

Entre as limitacoes das técnicas envolvendo a microlinfocitotoxicidade existem:
a necessidade do uso de células vivas; dificuldade em diferenciar anticorpos citotoxicos
ndo-HLA de anticorpos anti-HLA especificos, a ndo detec¢do de anticorpos ndo fixadores
de complemento como IgG2 e IgG4 e a impossibilidade do seu uso em pacientes
transplantados em tratamento com anticorpos citotoxicos contra células T ou timocitos ou

anticorpos monoclonais anti-linfocitos, tipo OKT3 [ZACHARY A, et al., 1995].
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1.8- Compatibilidade HLA

No transplante renal, quanto maior a similaridade HLA entre doador e receptor,
melhor a sobrevida do enxerto, especialmente no primeiro ano do transplante. Estudos
clinicos demonstraram que de todos os locus da classe I e da Classe II, as similaridades
entre HLA-A, HLA-B, HLA-DRBI sdo as mais importantes para prever o diagnostico do
transplante. Em geral, nos transplantes de 6rgaos solidos, a similaridade do HLA-A e B ¢
importante tanto no periodo inicial como no tardio, apés o transplante. A compatibilidade
nos locus HLA-DRB1 s6 ¢ importante nos trés primeiros meses apos o transplante, devida
sua expressao limitada as células apresentadoras de antigenos, principalmente, em relacao

as cé¢lulas dendriticas [ABBAS, 2000; CLAAS et al., 2004].

Considerando-se os trés locus do complexo principal de histocompatibilidade
humano: HLA-A, HLA-B ¢ HLA-DRB1 e a codominancia dos alelos, ¢ possivel se
determinar de 0 a 6 compatibilidades ou auséncia de compatibilidade, conhecidas, na lingua
inglesa como: Match (M) ou Miss Match (MM), respectivamente. A melhor sobrevida do
enxerto ¢ observada em presenca de 6 compatibilidades HLA entre o receptor e doador.
Quanto menor o numero de compatibilidade, menor ¢ a sobrevida do enxerto

[OPELZ, et al.,1999 ].

Estudos realizados com primeiros transplantes de rim de doadores cadavéricos
pelos grupos Collaborative Transplant Study (CTS) em soros pré-transplante, mostraram
que anticorpos IgG do receptor estdo dirigidos contra os antigenos HLA; mostrando uma
influéncia na sobrevida e posterior perda do enxerto. A caracteristica deste estudo ¢ a
diferenciagdo dos antigenos dos anticorpos anti-HLA da Classe I e da Classe II pelo método
imunoenzimatico ELISA. Os resultados obtidos foram publicados na literatura,
observando-se que pacientes com a presenca de anticorpos tanto da classe I como os da
classe II t€ém uma taxa mais baixa de sobrevida do enxerto, em comparagdo com aqueles

que apresentavam sé anticorpos da classe I ou da classe II.
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1.9- Reatividade contra painel

1.9.1- Avaliagdo do grau de sensibilizacdo aos antigenos HLA: Reatividade contra

painel

Como mencionado anteriormente, candidatos a receptores de rim podem
desenvolver anticorpos anti-HLA em decorréncia de transfusdes sangiliineas, gestagao ou

transplante prévio, que sdo extremamente deletérios para a evolucdo do enxerto.

Inicialmente estes anticorpos eram detectados por microlinfocitotoxicidade,
onde o soro dos pacientes era avaliado contra painel de linfocitos obtidos de individuos
sadios, em que a grande maioria das especificidades HLA da populagdo estava
representada. Atualmente, existem métodos semi-automatizados, imunoenzimaticos ou
empregando fluorocitometria, onde o soro do paciente ¢ avaliado contra antigenos HLA
purificados e adsorvidos em placas ou micro pérolas de poliestireno Em geral, costuma-se
avaliar amostras de soro dos pacientes em lista de espera de rim cadavérico, colhidas em
intervalos de trés meses ou 10 a 20 dias apos ter recebido transfusao sangiiinea. O estudo
seriado das amostras de soro permite selecionar a amostra mais positiva, também conhecida
como historica, para ser utilizada, por ocasido da prova cruzada pré-transplante, em
paralelo com a amostra de soro mais recente, possibilitando a detec¢do de anticorpos que
sofreram queda no titulo, por ocasido do teste. Além disto, com a analise das reagdes ¢
possivel a definicdo das especificidades anti-HLA e evitar o transplante com rins de

doadores que possuam o antigeno correspondente.

O grau de reatividade de soro PRA (do inglés Painel Reative Antibody) pode
varia de 0 a 100%. O receptor ¢ considerado ndo sensibilizado quando o PRA for igual a
0%. Niveis entre 1 e 10% ndo sdo considerados importantes e em geral os trabalhos ndo
mostram diferenca na sobrevida do enxerto renal entre os grupos de pacientes com 0% e
com 1 a 10% de PRA. Pacientes com PRA variando de 11 a 50% s3o considerados
sensibilizados e com PRA maior de 50% sd3o, em geral, classificados como
hipersensibilizados. Esta definicdo pode variar conforme o centro transplantador, sendo que
em alguns, somente sdo considerados pacientes hipersensibilizados aqueles com PRA

acima de 70%. [SINGH, KIBERD, WEST et al., 2003].
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A relacdo que existe entre os niveis do PRA no periodo pré-transplante com
resposta no pos-transplante esta diretamente relacionada com a sobrevida do enxerto.
Pacientes hipersensibilizados tém maior dificuldade para encontrar um doador contra o qual
a prova cruzada seja negativa, isto é, auséncia de anticorpos linfocitotoxicos. Além deste
problema, varios estudos t€ém mostrado a correlagdo entre alta reatividade contra painel e a

menor sobrevida do transplante.

A andlise de um grande niimero de transplantes conpilados pelo Collaborative
Transplant Study, mostra uma influéncia do grau de compatibilidade HLA entre receptor e
doador na melhor sobrevida do enxerto renal de doador cadavérico, em pacientes
hipersensibilizados [CTS, 1, 2004]; nimero de compatibilidade HLA tem grande pontuagao
no critério de escolha do receptor do rim cadavérico, conforme a politica adotada em nosso

meio.

Poucos estudos existem em relagdo aos anticorpos anti-HLA gerados apds o
transplante renal. Considera-se a deteccdo de anticorpos anti-HLA presentes no periodo
pos-transplante como um novo método de monitorizagio [LOPEZ-HOYOS M, 2004].
Alguns trabalhos tém relacionado anticorpos anti-HLA da classe II como fator de risco no
desenvolvimento de complicagdes imunoldgicas durante os primeiros meses apds o

transplante. [SLAVCEV A et al., 2004, CAMPOS EF, 2006].

Podemos afirmar que os anticorpos anti-HLA gerados apds o transplante tém
uma significativa relevancia na evolugdo do enxerto, j4 que as evidéncias mostram que
estes anticorpos eluidos do enxerto apos rejei¢ao cronica. Sendo uma grande vantagem para
0 paciente receptor a identificagao precoce destes aloanticorpos ajudando na orientagdo da
necessidade de bidpsia e no protocolo imunossupressor, revertendo a sensibilidade recebida

no transplante [CARDARELLLI. et. al. 2005; PANIGRAHI,et. al., 2006].
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As crises de rejei¢do vascular aguda do enxerto renal cadavérico podem estar
relacionadas ao desenvolvimento, no receptor, de anticorpos anti-HLA, especificos ou ndo

ao doador apds o transplante.
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3- OBJETIVOS
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3.1- Objetivo Geral

Avaliar a relacio dos anticorpos anti - HLA, gerados apds o transplante renal,

com a evolugdo do enxerto, proveniente do doador cadavérico.

3.2- Objetivos Especificos

Levantar o grau de compartilhamento de antigenos HLA entre receptor e

doador.
e Levantar a ocorréncia de episédios de rejei¢dao ou perda do enxerto.

e Pesquisar a presenca de anticorpos anti-HLA classes I e II nos periodos: pré

e pos-transplante nos periodos.
e Avaliar a correlagdo entre a especificidade anti-HLA e a tipagem do doador.

e Avaliar a correlacdo entre o desenvolvimento de anticorpos anti-HLA e o

tipo histolégico de rejeigao.
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4- METODOLOGIA
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4.1- Casuistica

O presente trabalho refere-se a um estudo prospectivo, que incluiu 40 pacientes
submetidos ao transplante de rim cadavérico, no Centro Integrado de Nefrologia, da
Universidade Estadual de Campinas, entre junho de 2004 e margo de 2006. Os dados

relativos a evolucao clinica foram levantados até Julho 2006

4.1.1- Elegibilidade

A selecdo dos pacientes para o transplante renal seguiu os critérios
pré-estabelecidos pelo Sistema Nacional de Transplante, que criou o “Cadastro Técnico

Unico” (Secretaria do Estado da Saude de Sao Paulo, 2004).

A selecdo prioriza o grau de compatibilidade HLA entre receptor e doador,
seguido do tempo de espera em lista, do nivel de reatividade do soro contra painel de

antigenos HLA, da idade e o “status” da doenca de base, em relagdo a doenga renal.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade

de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas.
e Parecer do Comité de Etica em Pesquisa, 667/2004 (ANEXO 1)
e Carta de Informagao ao Sujeito de Pesquisa (ANEXO 2)

e Termo de Consentimento livre e Esclarecido (ANEXO 3)

4.1.2- Critérios de Inclusdo

1. Pacientes adultos (idade > 18 anos), de ambos os sexos, submetidos ao

transplante de rim cadavérico, no periodo junho 2004 a margo de 2006.

2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecimento assinado.
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3. Tempo minimo de 100 dias de seguimento pods - transplante.

4. A existéncia de amostras de soros armazenadas, correspondentes aos

periodos pré-transplante e 30 e 60 dias apos o transplante.

5. Sobrevida renal ou do paciente de, pelo menos, 90 dias ap6s transplante.

4.1.3- Critérios de exclusao
1. Pacientes pediatricos.

2. Pacientes submetidos a transplante renal de doador cadaver fora do periodo

estabelecido.

3. Pacientes com acompanhamento inferior ao periodo estabelecido de 100

dias.

4. Pacientes sem amostras de soro armazenadas (ou com volume insuficiente),

equivalentes ao periodo pré-transplante e até 90 dias apos o transplante.

4.1.4- Variaveis
1. Numero de transplante prévio.
2. Numero de transfusdes sanguineas prévias.
3. Sexo do doador ou receptor.
4. Tempo de isquemia fria.
5. Tipagem HLA-A, HLA-B e HLADRBI do doador e receptor.

6. Nivel de sensibilizagdo aos antigenos HLA, nos periodos pré e

pos-transplante.
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7. Especificidades anti-HLA dos anticorpos no soro dos receptores, quando for

0O Caso.

8. Evoluc¢do do enxerto renal definida por critérios clinicos e histologicos.

4.1.5- Pacientes

Foram selecionados 40 pacientes que receberam enxerto de rim de doador
cadavérico, incluindo um, que havia rejeitado, previamente, o enxerto proveniente de
doador cadéaver. A idade dos pacientes variou de 25 a 65 anos (Mediana = 46). A idade dos
doadores variou de 12 a 55 anos (Mediana= 38 anos) e 65% pertenciam ao sexo masculino.
Foram realizados 30 transplantes com receptor ¢ doador do mesmo sexo, representando,

22,5% das mulheres e 52,5% dos homens.

Considerando-se a evolugdo clinica no periodo pos-transplante, os pacientes
foram divididos em dois grupos (A e B). O Grupo A era constituido de 26 pacientes com
complicagdes do tipo funcional, sendo que todos foram acompanhados por mais de 90 dias,
sendo glomérulonefrite cronica a doenga de base com maior freqiiéncia em ambos os
grupos, seguida de Nefroesclerose Hipertensiva, sendo que 10 foram acompanhados por
mais de 90 dias ¢ o Grupo B com 14 pacientes que apresentaram boa evolugdo, sem

nenhum episddio de rejeigao ou infecgao.

As caracteristicas gerais dos grupos de pacientes estdo sumarizadas na Tabela 1.
As tipagens HLA dos receptores e respectivos doadores, valores da reatividade contra
painel de antigenos HLA, juntamente com especificidades dos anticorpos e os dados

relativos a evolugdo de cada paciente estao descritos no anexo 8.
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Tabela 1- Dados demograficos relativos aos pacientes renais cronicos que receberam

enxerto de rim cadavérico, subdivididos de acordo com a evolugao clinica pds-

transplante.
Caracteristicas Grupo A Grupo B
Eventos Clinicos no pés-transplante Com Sem
Numero de Casos 26 14

, : 3 1
Numero de Pacientes do sexo masculino (%)

15 (57,7%)

11 (78,6%)

Idade dos Receptores (em anos: mediana / minima / 46/ 25/ 65 45/34/61
maxima)
Idade dos Doadores (em anos: mediana / minima / 38/12/55 33/16/58
méxima) ’
Relagao Género (Doador Masculino / Masculino 11 10
/ Receptor) * Feminino / Masculino 4 |
Masculino / Feminino 1
Feminino / Feminino 7 2
Numero de TransfusGes Meédia 8 0,8
Sangiiineas Prévias ’ Minimo 0 0
Maximo 27 4
Numero de Pacientes com =0 4(15,4%) 8 (57,1%)
Transfusdes Sangiiineas ° =1-2 5(19,2%) 4(28,6%)
=3-5 6 (23,0%) 2(14,3%)
>5 11(42,3%) 0(0%)
Numero de Pacientes com pelo menos um Transplante 1 0
Prévio
Doenca de Base ’ Rim Policistico 4 3
Nefropatia Lupica 0 1
Nefropatia Diabética 5 1
Nefroesclerose Hipertensiva 1 0
Glomérulo Nefrite Cronica 9 2
HAS 2 1
Indeterminada 5 6
Teste Fisher(4,5 e 7) p<0,05 e Teste de Wilcoxon (2,3,e 6) 8) p=<0,05.
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4.2- Métodos
4.2.1- Tipagem dos antigenos de histocompatibilidade

As tipagens HLA dos receptores e doadores foram determinadas pela defini¢ao
genérica (baixa resolug@o) dos genes alelos, empregando-se métodos de biologia molecular.
A maioria das tipagens incluiu os alelos dos locus HLA-A, HLA-B ¢ HLADRBI e, em
alguns casos, também foram determinados os alelos HLA-DQBI1. Basicamente, os
procedimentos incluiram a coleta da amostra de sangue em EDTA, a extracdo do DNA, e a
amplificacdo especifica dos alelos, pelos métodos de PCR-SSP (do inglés, Polymerase
Chain Reaction — Sequence Specific Primers) ou PCR-SSO (do inglés, Polymerase Chain
Reaction — Sequence Specific Oligonucleotide), sua detecgdo em gel de agarose e a

interpretacdo dos resultados.

4.2.2- Prova cruzada pré-transplante

As provas cruzadas foram realizadas pelo método de citotoxicidade dependente
de anticorpo e complemento, potencializado com antigamaglobulina humana. As provas
foram consideradas negativas, quando as amostras de soro (tratadas e ndo tratadas com
ditiotreitol) se mostraram nao reativas frente a populacdo enriquecida de linfécitos T,

obtidas a partir de ganglios linfaticos do doador cadaver [MICKEY, et al., 1989].

4.2.3- Obtengao dos soros

As amostras de soro disponiveis no periodo poés-transplante foram obtidas por
ocasido das avaliagdes clinicas e armazenadas a -20°C , gentilmente, cedidas pela equipe de

Laboratério de Nefrologia, para o estudo da reatividade contra painel de antigenos HLA.
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4.3- Pesquisa de anticorpos anti-HLA em amostra de soro de receptores de rim de

doador cadaver

4.3.1- Pesquisa de anticorpos contra os antigenos HLA classes I e II no soro de
pacientes submetidos ao transplante de rim cadavérico, avaliados por ensaios

Imunoenzimaticos

Neste procedimento, foi realizada uma pré-investigacdo nas amostras de soro
do paciente, para se determinar a presenca ou ndo de algum tipo de anticorpo anti-HLA
classe I ou II, sem levar em consideracdo a sua especificidade ou o grau de sensibilizacdo

do paciente.

4.3.1.1- Distribuicdo dos reagentes na placa Terasaki para o LAT TM10x5
Lambda Antigens Tray Mixed

Para esta finalidade, foi empregado o teste imunoenzimatico indireto,
utilizando-se o “kit” comercial, LAT"M10X5 - Lambda Antigens Tray Mixed, produzido e
fornecido pela One Lambda, Inc. (Los Angeles, CA, USA).

Os procedimentos e as instrugdes para o preparo dos reagentes que
acompanham o “kit” foram realizados, conforme metodologia descrita pelos fabricantes
(ANEXO 6).A placa de Terasaki LAT""M10X5 apresenta 96 pogos distribuidos em 12
linhas, identificadas por nimeros, seqiienciais, de 1 a 12 e 8 colunas, identificadas por
letras, seqiienciais, de A a H. Esta identificacdo tem por objetivo facilitar a distribui¢ao dos
reagentes ¢ a identificacdo das reacgdes, referentes aos controles e as amostras de soro dos
pacientes. As duas primeiras linhas da placa sdo reservadas para a transferéncia de

reagentes controles do teste e as demais, para as amostras dos pacientes.

Os pogos “A” e “B” das linhas “1” e “2” e os pogos “F”, “G” e “H”, da linha
“2” sdo utilizados para controle denominado “branco”. Nestas escavacdes, ndo ¢ adicionado
soro ¢ nao existe nenhum antigeno HLA (ou quaisquer outros reagentes) adsorvido no

plastico, elas tém por objetivo, detectar a fixacdo inespecifica do conjugado, ao plastico. A
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reacdo colorimétrica resultante nestas escavagdes ¢ denominada “reacdo de fundo”,
importante para a calibragdo das demais reagdes. O valor referente 8 média das densidades
opticas definidas nestas 7 escavagdes deve ser descontado dos valores das demais reacdes.
Ainda na linha “1”, os pogos “C”, “D” e “E” sdo reservados para a transferéncia do soro
controle negativo e os pogos “F”, “G” e “H”, para o soro controle positivo. O controle de
qualidade do conjugado ¢ realizado nos pogos “C”, “D” e “E”, da linha “2” e contém
apenas IgG humana, previamente fixada no plastico e tem por finalidade avaliar a atuacdo

da enzima fosfatase, sobre o substrato cromogénico.

Nas linhas “3 a “12”, as escavagoes “A”, “B”, “E” e “F” contém uma mistura
de antigenos HLA classe I e as escavagdes “C”, “D”, “G” e “H”, mistura de antigenos HLA
classe II. Estas escavagdes sdo utilizadas para as amostras de soro dos pacientes, que sdo
avaliadas em duplicatas para cada classe de antigeno, permitindo o total de 20 avaliagdes,
por placa. As escavagdes referentes aos antigenos classe I contém uma mistura de 81
diferentes antigenos, dos tipos HLA-A, B, C e Bw, enquanto que, as escavagodes reservadas
para a pesquisa de anticorpos contra antigeno classe Il contém uma mistura de 25 diferentes
antigenos, dos tipos HLA-DR e DQ. Os antigenos estdo adsorvidos na superficie do
material plastico, que constituia placa e foram purificados a partir de linhagens de celulares

de linfoblastos humanos, transformados pelo virus EBV.

Além da placa, o “kit” era acompanhado de: " um frasco com soro humano
liofilizado contendo anticorpos anti-HLA e utilizado como “controle positivo”; ¥ um

frasco com soro humano liofilizado sem anticorpos anti-HLA e utilizado como “controle

3

negativo”,; um frasco contendo uma solu¢do denominada “diluente de anticorpo”,

“

contendo albumina bovina; *” um frasco contendo “tampdo de lavagem”, constituido de

cloreto de sédio, tampao Tris e Tween-20; ® um frasco denominado “conjugado de enzima

IgG”, contendo anticorpo especifico para cadeia gama da IgG humana, conjugado com a

6)

enzima fosfatase alcalina, cloreto de sddio, albumina bovina e tampao tris; ' um frasco

denominado “substrato colorimétrico”, contendo fosfato 5-bromo-4-cloro-3-indolil
(BCIP); " um frasco denominado “zampdo de substrato”, constituido de tampao glicerina,

®)

cloreto de magnésio e cloreto de zinco ¢ "’ um frasco denominado “reagente de paragem”,

contendo acido etilenodiamenotetracético, sal dissodico (EDTA).
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Os soros controles liofilizados foram reconstituidos em 0,1 mL de &agua
deionizada estéril. Antes da transferéncia dos soros (controles e de pacientes) para as
devidas escavagdes da placa, foram necessarias pré-diluicdes, utilizando-se a solucao
“diluente de anticorpo”, que acompanhava o “kit”. O soro controle positivo foi diluido na

propor¢ao 1:10 e os demais, na proporgao 1:3.

Ap6s a transferéncia das amostras de soro dos pacientes (e controles), as placas
foram deixadas a incubar, por 1 hora, em temperatura ambiente (20-25°C) e, em seguida,
lavadas com o tampdo de lavagem diluido, previamente, na propor¢do de 10:1, em 4gua
destilada. O excedente do tampao de lavagem foi retirado com o auxilio de uma bomba de
aspiragdo a vacuo. A seguir, a todos os pocos da placa, foram adicionados 10 uL. da solugao
contendo o conjugado (anticorpo anti-IgG humana, ligado & Fosfatase Alcalina),
previamente diluida na propor¢do 1:100, com solug¢do diluente de anticorpo. A placa foi
deixada a incubar por mais 40 minutos, a temperatura ambiente e, em seguida, se procedeu
a segunda lavagem. Posteriormente, a todas as escavagdes da placa foram adicionados
10puL do substratro colorimético, previamente preparado no respectivo tampao. Apds nova
incubacgdo a 37°C, por 10 a 15 minutos, foram adicionados 5 pL do “reagente de paragem”
(EDTA), em cada pogo, para interromper a reacdo cromogénica. A densidade Optica das
reagoes foi determinada em espectro-fotometro apropriado para placas de Terasaki
(ELX800NB, Bio-Tek ELISA tray reader), utilizando-se o comprimento de onda de
630 nm.

A figura 3 ilustra a representacdo esquematica do final da reagdo, numa placa
de Terasaki LAT™10X5, contendo trés exemplos de amostras de soro reativas para a
pesquisa de anticorpos anti HLA classe I ou II. Nesta, podem ser observadas uma amostra
de soro com reatividade para antigenos HLA classe II (linhas 4), uma amostra contendo
anticorpos para antigenos classes I e II (linha 6) e uma amostra com anticorpos reativos
para antigeno HLA classe 1 (linha 8), bem como as reagdes colorimétricas nas escavagoes
contendo soro controle positivo e destinadas ao controle de qualidade do conjugado

(Figura 3).
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Figura 3- Representacdo esquemadtica da definicdo da especificidade anti-HLA do
anticorpo, em duas amostras de soro avaliadas na placa LATM 10X5

(One Lambda). Adaptado por Lieber, 2007.
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4.3.2- Caracterizacdo da especificidade anti-HLA dos anticorpos detectados nas
amostras de soro de pacientes submetidos ao transplante de rim cadavérico, e
determinagdo do nivel de reatividade contra painel de antigenos (PRA),

avaliados por ensaios imunoenzimaticos

Neste ensaio, s6 foram incluidas as amostras de soro dos pacientes que se
mostraram reativas para os antigenos HLA classes I ou II, no procedimento anterior. Para
as avaliagdes se empregou o teste imunoenzimatico indireto. Utilizando-se o “kit”
comercial, LAT™1240 - Lambda Antigens Tray Mixed, produzido e fornecido pela One
Lambda, Inc. (Los Angeles, CA, USA).

O “kit” LAT™1240 sdo acompanhado das mesmas solugdes descritas no “kit”
LAT™10X5 e as etapas dos procedimentos sdo bastante semelhantes. A principal diferenga
estd nos reagentes adsorvidos nas 96 escavagdes da placa de Terasaki, de modo a permitir a
caracterizagdo das especificidades anti-HLA dos anticorpos presentes no soro e definir a
proporcao de reagdes positivas, frente aos diferentes antigenos adsorvidos, separadamente,
nas escavagdes da placa. Esta proporcdo ¢ denominada como PRA e expressa em
porcentagem, permitido a distingdo do nivel de reatividade do soro (% PRA), contra

antigenos classe I, ou classe II, separadamente.

Este “kit” permite o estudo de apenas duas amostras de soro por placa. Para
cada soro existem 28 escavagdes contendo antigenos HLA classe I e 12 com antigenos
classe II. O teste além de revelar as especificidades contra antigenos HLA denominados
como “privados”, também define as especificidades relacionadas ao grupo de antigenos de
reacdo cruzada (CREG, do inglés, do Cross Reaction Group). Cada um dos antigenos esta
presente em mais de uma escavagdo da placa. O posicionamento dos antigenos estd
identificado e relatado num mapa que acompanha o “kit”. Este mapa também esta incluido
no programa computacional que avalia, diretamente, a intensidade das reacdes
cromogénicas, reveladas pelo aparelho espectrofotométrico e definindo a pontuagdo das
reagoes (scores: 0, 2, 4, 6 e 8). O programa também permite a realizagdo automatica dos
ajustes necessarios para definir o critério de positividade do soro, levando em

consideracdes as densidades Opticas obtidas nas reagdes controles. Estes critérios serdo
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relatados nos items descritos mais adiante e sdo, basicamente, os mesmos paras os dois

“kits” da One Lambda, utilizados neste estudo.

4.3.2.1- Distribui¢do dos reagentes na placa Terasaki para o LAT 1240 Lambda
Antigens Tray

Na placa LAT™1240, as escavagdes destinadas ao controle do teste estio
localizadas nas linhas “1” e “12”. Diferente do “kit” anterior, aqui também foram incluidos
controles para avaliar a adesdo inespecifica de IgG ao material plastico dos dois soros
avaliados na mesma placa, representados pelas escavagdes “A” ¢ “B” da linha “1” ¢ “G” ¢
“H” da linha “12”. O controle da “reacao de fundo” (branco para calibragdo das reagdes) ¢
realizado nas escavacoes “C”, “D”, “E” ¢ “F” da linha “12”. Na linha “1”, as escavacoes
“C”, “D”, “E” e “F” sdo destinadas para a adi¢do do soro controle negativo ou, quando este
ndo estiver disponivel, para adi¢do da solucdo “diluente de anticorpo” e as escavagdes “G”
e “H” sao reservadas para a transferéncia do soro controle positivo. O controle de qualidade
do conjugado ¢ realizado nas escavagdes “A” e “B”, da linha “12”, onde foi pré-adsorvido

IgG humana.

A certificagdo das especificidades dos anticorpos presentes no soro do paciente
so0 ¢ estabelecida, na presenca de reacdo positiva na maioria das escavagdes, que porta o
mesmo antigeno. A figura 4 ilustra a representagdo esquematica do final da reacdo, numa
placa de Terasaki LAT™ 1240, onde foram avaliados dois soros: o primeiro (avaliado nas
linhas “2” a “6”) se mostrou reativo em todas as escavacdes portadoras do antigeno
HLA-A2 e o segundo (avaliado nas linhas “7” a “11”) se mostrou reativo em todas as
escavagoes portadoras do antigeno HLA-DR4. O esquema também mostra intensa reagao

colorimétrica nos controles positivo e no controle de qualidade do conjugado e auséncia de

cor nos demais controles.
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Figura 4- Representagdo esquemadtica da defini¢do da especificidade anti-HLA do
anticorpo, em duas amostras de soro avaliadas na placa LAT™1240

(One Lambda). Adaptado por Lieber, 2007.
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4.3.3- Validacao dos ensaios imunoenzimaticos

A validacdao do ensaio imunoenzimatico ¢ um instrumento de avaliacdo da
eficacia e seguranca do teste. Consiste na quantificagdo dos controles positivos, negativos e

amostras.

O ensaio deve ser considerado valido se os valores se encontram dentre os

seguintes parametros:

Tabela 2- Densidade optica (DO) dos reativos para a validagao do ensaio.

Reativos D.O.

Controle de Qualidade (IgG fixada) > 1,000 - 2,000

Soro Controle POSITIVO >0,800 - 1,500

Valor do Fundo (sem antigenos) < 0,250 (diluente de anticorpo)

< 0,500 (soro controle )

Fonte: One Lambda Inc.

4.4- Calculos do ensaio
4.4.1- Reagdo positiva-negativa

Para se determinar o limiar entre positividade e negatividade do soro, deve-se,
inicialmente, subtrair o valor da densidade Optica, correspondente a correcao de fundo
(Branco: pocos 1A e 1B) dos valores obtidos utilizando o soro controle positivo € o soro
controle negativo. Apds esta subtragdo o teste serd considerado valido somente se a razdo
entre a densidade dptica com controle positivo e negativo for maior que 5,0. Esta operacao

esta sumarizada na seguinte férmula:

(D.° Média SCP - D.” Média S/ Ag)
POS /NEG = >5,0
(D.° Média SCN - D.” Média S/ Ag)

Fonte: One Lambda Inc.
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O sistema ¢ usado para a pontuacdo dos escores como no teste de

microlinfocitoxicidade.

Tabela 3- Sistema de Pontuacao da Reagdo Positiva e Negativa

Percentagem (%) Escore

0-10 1 (negativo)

11-20 2 (reagdo fraca-positiva ou negativa)
21-50 4 (reag@o positiva)

51-80 6 (reagdo positiva forte)

81 a>100 8 (reagdo positiva muito forte

Fonte: One Lambda Inc.

Para se considerar o escore “2” de reacdo neste método imunoenzimatico
(equivalente a 50% de células mortas no método classico de microlinfocitotoxicidade)
como reagdo positiva e para se ter maior confianga estatistica, € necessario utilizar a relacao
POSITIVA/NEGATIVA mais alta e esta pré-determinagdo pode variar, de acordo com os
resultados de cada laboratorio e seus requisitos de sensibilidade. Os pogos de Garantia de
Qualidade revestidos com IgG humano sdo ocasionalmente incluidos para verificar o
desempenho do conjugado secundario de anticorpos-enzimas. A leitura média para estes
pocos deve ser sempre >1,000 (geralmente >2,000). O valor médio dos pogos contendo

soro controle positivo deve ser sempre >0,800 (idealmente >1,500).

4.4.2- Defini¢do do valor de corte (Cut-OfY)

Os limites foram calculados como percentagens da faixa de reatividade do soro
controle positivo fornecido pelo fabricante do “kit”, subtraindo o valor da densidade Optica
de fundo (ndo especifico) provocada pela reacdo do soro teste (ou diluente de anticorpo) na

auséncia de antigeno HLA.
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Portanto, para identificar valores na listagem acima ou abaixo de um

determinado limite, pode-se calcular um limite ajustado. Por exemplo, para o limite de

20%:

Valor de corte =[( D.O. Média SCP — D.O. Média S/ Ag ) x 0,20 ] +[ D.O. Média S/ Ag ]

Onde, D.O= densidade optica; SCP=Soro Controle Positivo. S/Ag=Poc¢o do fundo sem antigeno

4.5- Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas usando-se os pacotes estatisticos
computacionais. R: Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria.
ISBN,3-900051-07-0. O nivel de significincia adotado foi de 5% ou seja p< 0.05 foi

considerado estatisticamente significativo.

A comparacdo das variaveis, nimero de transfusdes, doenca base, nimero de
discrepancias antigénicas e tipo de rejeicdo entre o grupo A (Com complicacdes) e o

grupo B (Sem complicacdes), foi realizada pelo Teste Exato de Fisher.

A comparagdo das variaveis numéricas entre os dois grupos foi realizada pelo

Teste de Wilcoxon.
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5- RESULTADOS
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5.1- Caracterizacao e seguimento dos pacientes submetidos ao transplante renal

A avaliagdo clinica dos receptores de enxerto de rim cadavérico incluidos neste
estudo, abrangeu o periodo compreendido entre Junho 2004 e agosto de 2006. O tempo
médio de seguimento pds-transplante foi 365 dias, sendo que 18 (45%) pacientes foram
acompanhados por mais de 12 meses e 7 (17,5%) por menos de 6 meses. O tempo de
seguimento e a evolucdo de cada paciente do grupo A estdo relatado no anexo 8. Dentre os
40 pacientes selecionados, 26(65,0%) apresentaram complicagdes no pos-transplante e

destes, 7 (17,5%) acabaram perdendo o enxerto.

Na tabela 4, estdo sumarizados os dados relativos as possiveis variaveis
intervenientes como, idade, género, nimero de gestacdes prévias, nimero de transfusdes
sangiiineas e transplantes prévios, bem como, o tempo de isquemia fria a que o enxerto foi
submetido. A aplicagdo do Teste Fisher revelou diferenga estatisticamente significante
entre os dois grupos de pacientes, em relagdo a todas as variaveis levantadas. A figura 5
apresenta a distribui¢do dos pacientes de acordo com o numero de transfusdes sangiiineas
prévias ao transplante. No grupo A dos pacientes com rejei¢do se observou 4 (15,4%) sem
transfusdo; 5 (19,2%)pacientes que receberam de 1 a 2 transfusdes; 6 (23,1%) pacientes
com 3 a 5 transfusodes e 11 (42,3%) pacientes com mais de 5 transfusdes. Nos pacientes do
grupo B, 8(57,1%) sem nenhuma transfusdo; 4 (28,6%) pacientes com 1 a 2 transfusdes; 2

(14,3%) pacientes com 3 a 5 transfusdes e nenhum paciente com mais de 5 transfusdes.
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Tabela 4- Caracterizagao dos sub-grupos de pacientes submetidos ao transplante de rim

cadavérico
Variaveis Grupo A Grupo B
Complicagdes no Pos Transplante Sim Nao
Numero de pacientes 26 14
Sexo (masculino/feminino) ' 15/11 11/3
Idade (anos) * 46,4 45.4

Nuamero de Transfusdes®

Sanguineas Prévias

0 4 8
1-2 5 4
3-5 6 2
Mais de 5 11 0
Numero de transplantes prévios * 1 0
Tempo de Isquemia (horas)’ 16,4 13,8
Teste Exato de Ficher,(1,3,4) P<0,05, Teste de Wilcoxon (2,5) P<0,05
@ A (com complicagdes) m B (sem complicagoes)
60 57,1

o

% 50 A

5 42,3

8 40

o

2 30 28,6

) 1 23,1

@

20
§ ; 14,3
4
0
0 1a2 3as >5
Numero de Transfusées

Figura 5- Distribui¢do dos receptores de enxerto de rim cadavérico com (grupo A) e sem
(grupo B) complicagdes no periodo pos-transplante, de acordo com o nimero de

transfusdes sangiiineas prévias.
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5.2- Namero de antigenos HLA discrepantes entre receptor e doador do enxerto renal

Para este levantamento, foram considerados os antigenos HLA referentes aos
locus HLA-A, HLA-B e HLA-DR, neste ultimo levando em consideragdo a genotipagem
HLA-DRBI1. Considerando-se a codominancia dos genes alelos, o numero de
incompatibilidades HLA entre receptor e doador poderia variar de 0 a 6. Os dados relativos

a cada transplante estdo apresentados no anexo 7.

Na tabela 5, se observam os niveis de incompatibilidades dos grupo A, nos
locus A, B e DRBI; observando-se que 17(65,4%) do locus A com 2 incompatibilidades
entre doador e receptor.; 9(34,6%) do locus A com 1 incompatibilidades entre doador e
receptor e nenhuma compatibilidade no locus A, sendo que no locus B 14 (87,5%)
apresentam com 2 incompatibilidades, 11(42,3%) apresentam incompatibilidade com 1
incompatibilidade; e 1(3,8%) apresentam compatibilidade entre doador e receptor, sendo
que no locus DRBI, 11 (42,3%) de compatibilidade, 11 (42,3%) com 1 de 2
incompatibilidades, e 4 (15,4%) com 2 de 2 incompatibilidades. Sendo que no grupo B,
7(50%) das incompatibilidades do locus A sdo com 2, e 7 (50%) com 1 incompatibilidade,
no locus B 9(64,3%) com 1 incompatibilidade entre receptor e doador, e 5(37,5%) com 1
compatibilidades entre receptor e doador; no Locus DRBI 8(57,1%) com 1
incompatibilidade; 2(14,3%) com 2 incompatibilidades; e 4(15,4%) com compatibilidades
no Locus DRBI.

Nesta mesma tabela, se observa o total de incompatibilidades entre doador e
receptor, mostrando-se 15(57,8%) com 4 incompatibilidades entre doador e receptor;
7(50,%) com 2 incompatibilidades e 4(15,8%) com 5 incompatibilidades. No grupo B, se
observam 7(50%) com 4 incompatibilidades entre doador e receptor, 4 (28,6%) com 3
incompatibilidades entre doador e receptor e 3(21,4%) com 5 incompatibilidades entre

doador e receptor.
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Tabela 5- Distribuicao dos pacientes nos grupos com (A) e sem (B) complicagdes clinicas
apos o transplante renal, de acordo com o nivel de incompatibilidade HLA entre

receptor e doador

Nivel de Incompatibilidades Grupo A (Com complicagdes) Grupo B (Sem complicagdes)
HLA-A, B e DRB1 (N=26) (N=14)
Locus HLA-A 0/2 0 0
1/2 9 7
2/2 17 7
Locus HLA-B 0/2 1 0
1/2 11 9
2/2 14 5
Lécus HLA-DRB1 0/2 11 4
1/2 11 8
2/2 4 2
Total 0/6 0 0
1/6 0 0
2/6 0 0
3/6 7 4
4/6 15 7
5/6 4 3
6/6 0 0
Teste de Fisher p<0,05

Na figura 6, se observa que no grupo A dos pacientes com rejeicao, 15 (57,7%)
pacientes apresentam 4 incompatibilidades entre doador e receptor, 7(26,9%) com 3
incompatibilidades entre doador e receptor.; 4(15,4%) com 5 incompatibilidades entre
doador e receptor.. No grupo B, se observa 7(50%) com 4 incompatibilidades entre doador
e receptor; 4(28,6%) com 3 incompatibilidades entre doador e receptor e 3(21,4%) com 5

incompatibilidades entre doador e receptor.
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@ A(com complicacdes) m B (sem complicagdes)
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Numero de Incompatibilidades

Figura 6- Distribuicdo dos receptores de enxerto de rim cadavérico com (A) e sem (B)
episodios de rejeicdo, de acordo com o nimero de incompatibilidades no

HLA-A ,-B e -DRBI.

5.3- Caracterizacao histologica da bidpsia do enxerto renal e classificacao do tipo de

rejeicao, segundo o critério proposto por Banff 97

A classificagdo do tipo de rejeicdo, de acordo com a andlise histoldgica das
bidpsias do enxerto renal, seguiu os critérios de Banff definidos em 1997

[Racusen, et al., 1999].

Vinte e seis (26) pacientes pertencentes ao grupo A, isto €, aqueles com
complicacdes clinicas apds o transplante, com sintomatologia de rejei¢cdo aguda ou cronica
foram submetidos a biopsia do enxerto. A descri¢ao histologica renal e o tipo de rejeigao de

cada paciente esta apresentada no anexo 8.

Foram analisadas 25 (96,2%) biopsias dos pacientes que apresentaram algum
tipo de rejeicdo do grupo A, podendo ser aguda ou cronica; destes, 4(15,4%) pacientes
apresentaram suspeita do inicio de rejeicdo aguda (Borderline), sendo que todos eles
progrediram para rejeicao aguda; 5(19,2%) dos pacientes desenvolveram rejei¢do aguda do

tipo IA com caracteristica de infiltracdo intersticial associada a uma tubulite moderada com
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a presenca de mais de quatro células mononucleadas, todos elas associadas com necrose
tubular aguda; 7(26,9%) pacientes desenvolveram rejei¢do aguda do tipo IIA caracterizada
pelo acometimento moderado da intima destas pacientes 3 associados com necrose tubular
aguda; e 2(7,7%) pacientes com uma rejeicao aguda do tipo III caracterizada pela arterite
transmural acompanhada de uma arterite fibrindide, sendo s6 1(3,8%) associado com
necrose tubular aguda; 7(26,9%) pacientes com necrose tubular aguda e observando-se
1(3,8%) paciente com necrose cortical. O nimero de perdas do enxerto foi 7(26,9%) no

grupo A, com 2(7,7%) pacientes com obito.

Tabela 6- Biopsias descritivas dos pacientes do grupo A

Pacientes Borderline Rejeicio Aguda Necrose Tubular Rejeicao Cronica Outros
(Grupo A) Aguda

Al 11 +

A2

A3 +

A4 + A

A5 IA +

A6 IA +

A7 IA +

A8 IA +

A9 +

Al10 +

All A POLIOMA

Al12 +

Al3 A

Al4 POLIOMA

Al5 A

Al6 IA +

Al7

Al8 +

A19 A

A20 + +

A21

A22 A

A23 1A +

A24 11

A25 NC

NC Necrose Cortical

Resultados

100



5.4- Pesquisa de anticorpos anti-HLA classe I e II no soro de pacientes submetidos ao

transplante de rim cadavérico

No periodo anterior préximo ao transplante, o nivel de sensibilizacdo aos
antigenos HLA (% PRA) no grupo A foi menor a 10% em todos os receptores do grupo B

foi zero.

Apo6s o transplante, foram detectados anticorpos anti-HLA em apenas trés
pacientes (7,5% dos 40), nimeros A24, A25 ¢ A26 (Anexo 5). Sendo que o paciente A25
acabou perdendo o enxerto. Os niveis de sensibilizagdo (%PRA) para a classe I foram
respectivamente, 21%, 17% e 39% e para a classe II foram respectivamente, 8%, 75% ¢
0%. Em todos os trés casos, as especificidades dos anticorpos eram direcionadas aos
antigenos classe I do doador (casos A24,A25 e A26), ou classe II (casos A24 e A25) ou
ambos (caso A24 e A25). Deve-se ressaltar que o paciente nuimero A26 era um caso de re-
transplante. O alto nivel de reatividade observada nos pacientes nimeros A24 A25 e A26 ¢
devido a capacidade do anticorpo do soro do receptor detectar outros antigenos HLA, que
reagem de maneira cruzada com os antigenos do doador. A tabela 7 mostra as tipagens
HLA dos receptor e doadores e o nivel de reatividade contra painel de antigenos HLA das
amostras de soro dos receptores que apresentaram complicagdes no periodo pos-transplante
(grupo A) obtidas por ocasido da prova cruzada pré-transplante nos periodos 1 a 30 ¢ 31 a
60 dias apds o transplante, bem como, em caso de reatividade, as especificidades dos

anticorpos.

O paciente A24, encontram-se anticorpos interligados, pertencentes ao grupo
BW6(B7,B60,B64,B81), junto com o grupo DR52 (DRI13,DR17) da classe II, ndo
mostrando reacdo cruzada entre o receptor € o doador. No paciente A25, a presenca dos
anticorpos interligados pertencentes ao grupo DR52 (DR18,DR14,DR17,DR13) mostram a
reagdo cruzada entre DR53 do receptor com o DR4 do doador dos antigenos da classe II.
No paciente A26, se observou a presenca do grupo A2 que mostra uma reagao cruzada com

o antigeno B57 do doador, da classe 1.
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Tabela 7- Nivel de sensibilizacdo aos antigenos HLA (% PRA*), nos periodos pré e pos-
transplante com rim de doador cadavérico, em pacientes com complicacdes

(grupo A) no periodo pos-transplante.

Caso Tipagem HLA-A, B,DR Periodo Correspondente 2 Amostra de Soro Avaliada
Pré-Transplante 1 a 30 dias Pés-Transplante 31 a 60 dias Pés-Transplante
PRA* Especificidades PRA Especificidades PRA Especificidades
01 'R: A2,32;B49.,53; DR4.13 I: 0% I: 0% I:
’D: A3,24; B-,49; DR-,13 1I: 0% 1II: 0% 1I:
02 R: A29,31B-,44,DR4,7 I: 0% I: 0% I:
D: A3,68,B49,61,DR4,7 II: 0% II: 0% 1I:
03 R: A3,26;B49,72;DR4,6 I: 0% I: 0% I:
D: A3,24;B49,-;DR13,- 1II: 0% 1II: 0% 1I:
04 R: A3,69;B-,1;DR1,11 1. 0% I: 0% I:
D: A24,25;B51,53;DR1,11 1II: 0% II: 0% 1I:
05 R: A3,31;B38,40;DR4,- I: 0% I: 0% I:
D: A3,11;B40,55;DR4,13 II: 0% 1II: 0% 1I:
06 R: A30,33;B14,53;DR1,16 I: 0% I: 0% I:
D: A2,33;B7,14;,DR1,15 1I: 0% 1I: 0% 1I:
07 R: A3,33;B7,14;DR1,65 I: 0% I: 0% I:
D: A23,68;B14,39;DR1,- II: 0% 1I: 0% 1I:
08 R: A2,68;B39,53;DR8,13 I: 0% I: 0% I:
D: A23,33;B44,53;DR4,8 II: 0% II: 0% 1I:
09 R: A29,31;B35,44;,DR7 .4 I: 0% I: 0% I:
D: A11,23;B35,58;DR7,14 1II: 0% II: 0% 1I:
10 R: Al1,-;B3,44;DR-,13 1. 0% I: 0% I:
D: A24,26;B7,44;DR3 4 1II: 0% II: 0% 1I:
11 R: A24,32;B35,38;DR3,4 I: 0% I: 0% I:
D: A1,3;B18,44;DR3,4 1II: 0% 1II: 0% 1I:
12 R: A23,33;B42,45;DR3,7 I: 0% I: 0% I:
D: A2,31;B4,51;DR4,7 II: 0% 1I: 0% 1I:
13 R: A2,74;B14,49;DR1,11 I: 0% I: 0% I:
D: A24,25;B51,53;DR1,11 II: 0% 1I: 0% 1I:
14 R: A26,30;B45,51;DR1,7 I: 0% I: 0% I:
D: A2,29;B44,53;DR1,7 II: 0% II: 0% 1I:
15 R: A3,23;B37,49;DR1,7 I: 0% I: 0% I:
D: A2,29;B44,53;DR1,7 1II: 0% 1II: 0% 1I:
16 R: A24,33;B40,44;DR4,13 I: 0% I: 0% I:
D: A3,68;B18,40;DR13,- 1II: 0% 1II: 0% 1I:
17 R: A1,31;B8,51;DR3,8 I: 0% I: 0% I:
D: A2,11;B8,35;DR3,7 1II: 0% 1II: 0% 1I:
18 R: A1,2;B7,38;DR11,15 I: 0% I: 0% I:
D: A2,33;B7,14;,DR1,15 II: 0% 1I: 0% 1I:
19 R: A3,68;B7,58;DR1,13 I: 0% I: 0% I:
D: A2,3;B27,40;DR1,13 II: 0% 1I: 0% 1I:
20 R: A2,-;B39,50;DR8,13 I: 0% I: 0% I:
D: A2,24;B5,39;DR7.- II: 0% II: 0% 1I:
21 R: A1,2;B8,51;DR3,13 I: 0% I: 0% I:
D: A1,3;B7,49;DR-,13 1II: 0% II: 0% 1I:
22 R: A2,29;B45,58;DR7,13 I: 0% I: 0% I:
D: A2,24;B5,39;DR-,7 1II: 0% II: 0% 1I:
23 R: A24,68;B15,51;DR11,15 I: 0% I: 0% I:
D: A2,33;B15,51;DR8,15 II: 0% 1II: 0% 1I:
24 R: A1,2;B42,57;DR15,13 I: 0% I: 0% I: AntiCREG-BW6
D: A2,11;B49,51;DR7,15 II: 0% II: 0% 1I: AntiCREG-DR52
25 R: A3,24;B14,15;DR4,8 I: 0% L: Anti-A2 L:
D: A31,68;B35,-;DR4,8 II: 0% 1I: AntiCREG-DR52 1I:
26 R: A23,74,B45,35,DR1,13 I: 0% I: Anti-A2 I:
D: A1,11;B35,57;DR1,13 1II: 0% Imw= 0 0 1I:

*PRA, do inglés, Panel Reactive Antibody = percentagem de antigenos HLA, representados no painel, para os
quais a amostra de soro se mostra reativa: PRA-I= nivel de reatividade contra antigenos HLA classe I e
PRA-II= nivel de reatividade contra antigenos HLA classe II; 'R= tipagem HLA do receptor; D= tipagem
HLA do doador; *CREG, do inglés, Cross Reaction Group = Grupo de Antigenos com Reagio Cruzada.
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Assim, dentre os 26 casos com complicagdo no pos-transplante (grupo A),
apenas em 3 (11,6%) esta pode ser atribuida ao desenvolvimento de anticorpos anti-HLA.
A analise histologica das biopsias corrobora com este achado, tendo em visto que nos trés

casos foi observada lesdo da vasculatura.

As amostras de soro escolhidas para a pesquisa de anticorpos anti-HLA apds o
transplante foram coletadas em dois intervalos, sendo o primeiro compreendido entre 1 e 30
dias e o segundo entre 31 e 60 dias, periodos estes que coincidiam com o aumento da

creatinina sérica, observado na maioria dos casos com ma evolucao do enxerto.

Nos pacientes A25 e A26, a presenca de anticorpos anti-HLA foi detectada nas
amostras de soro correspondentes, respectivamente, aos 16 e 28 dias do transplante quando
os niveis de creatinina plasmatica estavam em 13,8 mg/dL e 12,5 mg/dL respectivamente.
Destes dois pacientes, apenas o A25 teve a bidpsia analisada e esta revelou tratar-se de
necrose cortical, segundo a classificagdo de Banff -97. O terceiro caso A24, em que
também foi detectado o desenvolvimento de anticorpos anti-HLA, estes surgiram mais
tardiamente, associado & amostra de soro equivalente ao 46 dia depois do transplante,
quando o nivel de creatinina plasmatica estava em 15,5 mg/dL e a andlise histologica da
bidpsia revelou uma rejeicdo aguda do tipo III (arterite transmural), sendo considerada

como uma rejei¢ao aguda tardia.

No restante dos pacientes do grupo A (com complicagdes) e que nao
desenvolveram anticorpos, os niveis de creatinina aumentaram e foram tratados com
protocolos de imunossupressdo baseado em CYA e FK506 ¢ MMF. Todos eles foram
acompanhados até o dia 60 pds-transplante. No grupo B (sem complicagdes), os niveis de
creatinina que eram altos foram diminuindo gradualmente até serem estaveis mostrando
uma boa progressdo do transplante. Todos estes dados dos niveis de creatinina dos

40 pacientes se encontram resumidos no anexo 8.
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6- DISCUSSAO
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O presente estudo nasceu da necessidade de saber se seriam os anticorpos
anti-HLA que provocariam crises de rejeicio no periodo pds-transplante. O método
imunoenzimatico ELISA, junto com outros métodos, detecta a prevaléncia dos anticorpos

HLA presentes no periodo pré e pds-transplante [McKENNA et al, 2000].

Nossos dados encontrados neste estudo contrastam com os de
Supon et al.(2001) e Costa et al. (1997), que também utilizaram ELISA como técnica para a
deteccao destes anticorpos. O metodo imunoenzimatico ELISA, utilizado neste estudo para
detectar a prevaléncia dos anticorpos anti-HLA, tem relevancia clinica no percurso do
periodo pré e poés-transplante, a qual ndo deve ser ignoradas, para o bom sucesso do

transplante[ KOZMA, 2007].

A compatibilidade dos principais antigenos do sistema HLA entre o receptor e
doador que realizam transplante, muitas vezes ndo e suficiente para evitar o problema de
rejeicdo do enxerto. Neste estudo, o levantamento das discrepancias dos antigenos HLA
referentes aos locus HLA-A, HLA-B e HLA-DR entre os receptor e doador demonstraram
que, as discrepancias sdo maiores no locus HLA-A, seguida do locus HLA-B e
observando-se um significativo grau de compartilhamento no 16cus HLA-DR, nos
pacientes do grupo A (com complica¢des). Enquanto no grupo B, (sem complicagdes)
observou discrepancias parecidas ao grupo A. Alguns autores reportaram que o grau de
compartilhamento de antigenos HLA pode também estar envolvido com o desenvolvimento

da rejeicdo [HENE, et al, 2007].

No presente estudo, os niveis de incompatibilidade dos antigenos HLA entre
doador e receptor variam de 0 a 6, e foram comparados entre os dois grupos com e sem
complicagdes, observando-se uma diferenca entre eles. No grupo A (com complicagdes) a
maior freqii€éncia € com 4 incompatibilidades, seguida de 3 incompatibilidades. Contudo,
uma andlise mais detalhada das incompatibilidades revelou que, nas primeras semanas de
pos-transplante  hd wuma tendéncia a diminuicdo da sobrevida do enxerto

[OPELZ et al., 1999].

Previos estudos tém elucidado e analisado a acdo das transfusdes sanguineas em
receptores e t€m mostrado a correlacdo entre as transfusdes e a sobrevida do enxerto

[PERSIIN, et al.,1977; TERASAKI,et al., 1991; ZHOU, et al., 1991; HIESSE, et al., 2001;
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USTA, et al., 2002; LEZAIC, et al., 2002]. No presente estudo, o levantamento do nimero
de transfusdes sangiiineas prévias ao transplante no grupo A (com complicacdes) foi de
42,3% nos pacientes que receberam mais de 5 transfusdes, 15,4% sem nenhuma transfusdo
e no grupo B (sem complica¢des) nenhum caso com mais de 5 transfusdes e 57,1% com
nenhuma transfusao. Certamente o maior nimero de transfusdes sangiiineas recebidas pelos

receptores representou a menor probabilidade de uma boa evolugdo do enxerto

[TERASAKI, et al, 1991].

No estudo, a andlise histolégica das bidpsias do enxerto renal seguiu os critérios
Banff definidos em 1997. Vinte e seis (26) pacientes do grupo A (com complicacdes)
apresentaram rejeicdo aguda associada a necrose tubular aguda. Uma explicagcdo seria a
producdo de citocinas que levam a citotoxicidade celular, associada ao dano citolitico

devido a ativa¢do de mediadores inflamatérios [KALIL, et al 2003].

Rejeicdo aguda tem sido reportada em receptores de transplante renal apds
transplante [HUANG, et al.,2004; CANTAROVICH, et al., 2004; PAWLIK, et al., 2005;
MORRISSEY, et al., 2005; SURESHKUMAR, et al., 2007; LERUT, et al., 2007;
SLATINSKA,et al.,2007; SUZUKI, et al.,2005]. Neste estudo, a rejei¢do aguda foi

associada a perda do enxerto, com 5 pacientes do grupo com complicacdes.

A rejeicdo aguda diminuiu muito nos ultimos anos (GJERTSON et al., 2000),
diminuindo de forma significativa a perda do enxerto (MEIER-KRRIESCHE et al., 2000).
Apesar disso continua a ser um dois problemas mais complexos em transplante renal.
Apesar do pequeno nimero de pacientes deste estudo, se conseguiu demonstrar a presenca
de anticorpos anti-HLA nos periodos pré e pds-transplante. Existem indicios de uma alta
percentagem de risco para desenvolveram uma rejeicao aguda e posterior perda de enxerto
nos pacientes que desenvolvem anticorpos anti-HLA e MICA no periodo pds-transplante
[PANIGRAHI, et al., 2007] e anticorpos anti-HLA da classe II e I como fator de risco na
falha do enxerto renal [CAMPOS, et al.,2006; MAO, et al., 2007]. Estudos recentes
mostram que pacientes com anticorpos anti-HLA classe 1 e niveis de PRA maiores a 10%
tém alto risco de apresentar rejeicdoes agudas ou cronicas ou um incremento na reatividade
no periodo poés-transplante. A presenca de anticorpos anti-HLA classe I e relatada a

ineficiéncia de terapia ou disfuncdo do enxerto [MONTEIRO et al.,1997].
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Neste estudo, se encontraram trés pacientes com anticorpos anti-HLA da classe

I e dois pacientes com anticorpos anti-HLA da classe I1.

O PRA mostram o grau de reatividade do paciente. A relagdo entre os niveis do
PRA no periodo pré e a resposta no periodo pos-transplante estd diretamente ligada com a
sobrevida do enxerto. Em pacientes hipersensibilizados, a possibilidade de produzir
anticorpos anti-HLA contra os antigenos do doador € considerdvel [SINGH, et al., 2003].
Entretanto, neste estudo, os niveis de PRA encontrados no periodo pré-transplante foram
zero em todos os pacientes do grupo A (com complicacdes) e, no periodo pds-transplante,
estes niveis foram incrementados nos trés pacientes com anticorpos anti-HLA.O paciente
A24 com 21% para a classe [ e 8% para a classe II. O paciente A25 com 17% para a classe
I e 75% para a classe II e o paciente A26 com somente 39% para a classe I. E importante
ressaltar que o paciente A25 perdeu o enxerto depois de 16 dias transcorrido o transplante.
Uma explicag@o para este fato poderia ser a presenca destes anticorpos anti-HLA da classe

I1, fator de risco para a perda do enxerto [CAMPOS, et al.,2006].

Neste estudo, a presencga destes anticorpos oferecem os primeiros indicios de
reacOes cruzadas entre receptores e doadores que levariam a uma possivel rejeicdo do
enxerto. No paciente A26, a presenca de anticorpos interligados que formam parte de um
mesmo grupo GREG A2, tem uma reacdo cruzada com um anticorpo do doador B57. E
podem ser controlados pelos protocolos de imunossupressao. Além disto, o risco para a
aparicio de rejeicdo foi maior por ser um paciente que teve um transplante
préviolKERMAN et al., 1996; LIEBER et al., 1992]. No paciente A25 se reconhecem a
presenca de anticorpos pertencentes aos grupos DR53 e DR52. O DR53 tem reagdo cruzada
com DR4 do doador, sendo estes antigenos da Classe II os principais responsaveis da
rejeicdo. No caso estes antigenos ndo puderam ser controlados pela terapia

imunossupressora, levando a perda do enxerto.

No paciente A24 foram encontrados os grupos BW6 e DR52, sem reacdo
cruzada entre o doador e os anticorpos atuais do receptor, controladas pela

imunossupressao [FERNANDEZ-FRESNEDO et al.,1999].
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Os soros com anticorpos anti-HLA do periodos pds-transplante sao especificas,
podendo haver a ativacao policlonal durante algum processo inflamatério, observado pelo
aumento de PRA [SUMITRAN-HOLGERSSON et al., 2001, LIEBER S R,
PEREZF V T, et al., 2007, SLAVCEV A et al., 2004, CAMPOS E F, et al, 2006]. Este fato
ocorreu no paciente A24 com 21% para a classe I e 8% para a classe II, no paciente A25

com 17% para a classe I e 75% para a classe II e o paciente A 26 com 39% para a classe |

A classificacdo Banff (1997) padroniza a interpretacdo das bidpsias dos
enxertos, servindo como guia para a terapia imunossupressora. Dentre os 40 pacientes
estudados, no presente trabalho, 7(17,5%) acabaram perdendo o enxerto e destes, em
5(12,5%) a perda foi associada a rejeicao aguda. As demais perdas foram devidas a outras

complicagdes. [ GEORGESCU, et al., 2007].

Concluindo nosso estudo a relacdo entre a detec¢do de anticorpos anti-HLA
gerados apds o transplante sua avaliacao foi prejudicada pero pequeno nimero de pacientes
inseridos no estudo, apenas 3 pacientes (7,5%) do grupo total apresentaram o

desenvolvimento destes anticorpos.
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» Em relagdo a presenga de anticorpos anti-HLA gerados ap6s o transplante
renal, sua avaliacdo foi prejudicada pelo pequeno nimero de pacientes

inseridos no estudo.

Apenas 3 pacientes (7,5% do grupo total, ou 11,5% dos pacientes com

complicagdes) apresentaram o desenvolvimento destes anticorpos;

» 4/6 antigenos HLA (57,7%) foram encontrados nos pacientes do grupo com

complicagdes;

» O numero de rejei¢oes foi de 26 (65,0%) sendo que 7 (17,5%) perderam o

enxerto;

» No periodo pré-transplante ndo houve a detec¢do de anticorpos anti-HLA da
Classe I e da Classe II, e no periodo pds-transplante 3 pacientes (7,5%)

todos da Classe I e 2 da Classe II, foram detectados.

» Em relacdo a correlacdo de especificidades dos anticorpos anti-HLA do
doador e do receptor, 3 pacientes apresentaram tal correlagdo, sendo que no
paciente A24 foi 21 para a Classe I e 8% para a Classe II, no paciente A25
foi 17% para a Classe I e 75% para a Classe Il e no paciente A26 somente

39% para a Classe I;

» Os pacientes com anticorpos anti-HLA apresentaram algum tipo de rejei¢ao
sendo que o padrdo ndo foi homogéneo, sendo que o paciente A24
apresentou uma rejeicdo aguda do tipo III, no paciente A25 apresentou

necrose cortical, e o paciente A26 nao realizou a biopsia renal.
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ANEXO 1

2'VIA
FACULDADE DE ‘CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
[ Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP
= (0_19) 3788-8936
FAX (0_19) 3788-8925
% www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index. htm|
Q cep@fom.unicamp.br

CEP, 02/08/07.
(Grupo 111)

PARECER PROJETO: N° 667/2004

ILIDENTIFICACAO:

PROJETO: “PESQUISA DE ANTICORPOS ANTI-HLA CLASSES I E II EM
PACIENTES SUBMETIDOS A TRANSPLANTE RENAL”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Cérmino Antonio de Souza

INSTITUICAQ: Hemocentro/FCM/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: /12/2004

APRESENTAR RELATORIO EM: 18/01/06

I - OBJETIVOS

Avaliar a correlagfio entre 05 niveis séricos de anticorpos anti-HLA classes 1 e Il ¢ a
ocorréneia de crises de rejeiciio aguda ou cronica ou perda do enxerto em receptores de
transplante renal de doador caddver ou aparentado nio idéntico.

111 - SUMARIO

Seriio selecionados 20 pacientes receptores de rim de doador aparentado ¢ 60 de doador
caddver. Os pacientes terdo, durante o seguimento normal destes casos, colhidas amostras de
sangue para dosagem de anticorpos anti-HLA classes 1 e T Os pacientes serdo seguidos por 18
meses, até a perda do enxerto ou até a morte. O projeto € metodologicamente correto.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O projeto tem risco minimo para os sujeitos da pesquisa, jd que as amostras de sangue
seriio coletadas junto com os exames rotineiramente colhidos para acompanhamento de um
transplantado renal. H4 um orgamento e cronograma detalhados no projeto. O TCLE estd claro ¢
completo.

V - PARECER DO CEP
O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP., apés

acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 ¢ complementares, bem como ter
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aprovado o Termo do Consentimento Livre ¢ Esclarecido, assim como todos 0s anexos incluidos
na Pesquisa, resolve aprovar sem restri¢des o Protocolo de Pesquisa supracitado.

O conteado e as conclusdes aqui apresentados sio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nio representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometen.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacio alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item [V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res, CNS Ttem I1I.1.z), exceto quando perceber risco ou dano niio previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificacio ao CEP e & Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento,

Eventuais modificagbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também i mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Ttem 111.2.e)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na I Reunido Ordindria do CEP/FCM., em 18 de janciro de 2005.

¢ Al
Profa. Dra., %ﬂ}ﬂvia Bertuzzo

PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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ANEXO 2

Resumo Informativo para pacientes participantes do estudo
Pesquisa de anticorpos anti-HLA classes I e II em pacientes submetidos ao
transplante renal

O Sistema HLA além de desempenhar papel relevante na resposta imunitaria do hospedeiro
original €, também, o mais importante sistema antigénico na determinacdo da sobrevivéncia
de transplante de 6rgdos ou tecidos alogé€nicos, por evocarem processo de rejei¢ao quando
transferidos para um hospedeiro ndo compativel.

Ja estd bem estabelecida a importancia dos anticorpos anti-HLA pré formados e adquiridos
por via gestacional, transfusional ou por transplantes prévios na sobrevida do enxerto renal,
ainda que estes anticorpos nao tenham especificidade direta ao antigenos HLA do doador.

A atual disponibilidade de testes imunoenzimaticos semi-automatizado para a pesquisa e
caracterizacdo de anticorpos anti-HLLA no soro de pacientes tem gerado debates relativo a
relevancia do seu desenvolvimento apds o transplante e crises de rejeicdo ou perda do
enxerto. Embora a rejeicao cronica seja o evento mais comum ainda ndo esta claro o papel
dos componentes humorais e celulares da resposta imune dirigidas aos antigenos do doador
e a maioria dos estudos analisam amostras de soro obtidas por ocasido das crises. A
pesquisa seqiiencial no periodo pos transplante imediato ¢ ao longo do acompanhamento
ambulatorial poderia servir como um instrumento laboratorial a mais para antever uma
possivel crise de rejeicdo e orientar o clinico na escolha de uma terapia imunossupressora
mais adequada.

Este trabalho tem por objetivo avaliar os niveis séricos e as especificidades dos anticorpos
anti-HLA em receptores de rim de doador aparentado HLA-haploidénticos ou de doador
cadaver e avaliar o grau de influéncia destes niveis na etiologia e gravidade das crises de
rejeicao.

O trabalho incluird pacientes que serdo submetidos ao primeiro transplante renal realizado
no Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas que concordarem com a
participagdo neste estudo. As amostras serdo coletadas no periodo pré-transplante (a mesma
amostra utilizada para a prova cruzada) e no pos-transplante, com intervalos seqiiéncias, de
acordo com o acompanhamento ambulatorial até completar 12 meses de transplante ou até
a perda do enxerto ou morte do paciente.

A pesquisa de anticorpos séricos sera realizada por métodos imunoenzimaticos qualitativos
empregando-se “kits” comerciais, disponiveis no mercado. A comparacdo do nivel de
reatividade contra painel (PRA) e das especificifidades dos anticorpos entre pacientes que
desenvolverem rejeicdo e aqueles que ndo desenvolverem serd realizada por testes
estatisticos de comparagao de médias, medianas, analises uni- € multi-variadas e temporais,
de acordo com a natureza dos dados. Com este estudo, espera-se obter um método
prognoéstico para a rejeicao aguda ou cronica e compreender o papel destes anticorpos na
fisiopatogenia da doenca.
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ANEXO 3

1.1- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO NO
ESTUDO

1.2- “Pesquisa de anticorpos anti-HLA classes I e Il em pacientes submetidos ao transplante renal”

Estando ciente e de acordo com o contido neste documento:

Eu, , apos ter lido e entendido as

informacdes e esclarecido todas as minhas dividas referentes a este estudo com a pesquisadora
, CONCORDO VOLUNTARIAMENTE, em participar do

estudo.

Data: / /

Assinatura (do participante) ou impressao datiloscopia

Eu, Fany Veronica Ticona Perez, pesquisadora deste projeto de pesquisa, declaro que
prestei todas as informacdes aos responsdveis € comprometo-me a conduzir todas as
atividades deste estudo de acordo com as normas da Resolugdo 196/96 CNS e

complementares.

Campinas, de de

Assinatura:
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ANEXO 4

Tipagem dos receptores e doadores

Paciente Receptor Doador
A A B B DR DR A A B B DR DR

Al 2 0 49 | 44 4 7 3 68 | 49 61 7
A2 29 | 31 0 44 4 7 3 68 | 49 61

A3 3 26 | 49 | 72 4 6 3 24 | 49 0 13 0
A4 3 69 0 1 1 11 24 25 51 53 1 11
A5 3 31 | 38 | 40 4 0 3 11 40 | 55 4 13
A6 33 | 30 | 14 | 53 1 16 2 33 7 14 1 15
A7 3 33 7 14 1 65 23 | 68 14 | 39 1 0
A8 2 68 | 39 | 53 8 13 23 | 33 | 44 | 53 4

A9 29 | 31 | 35 | 44 7 14 11 23 35 58 7 14
A10 1 0 44 3 13 0 24 | 26 7 44 3
All 24 | 32 | 35 | 38 3 4 1 3 18 | 44 3
Al2 23 | 33 | 42 | 45 3 7 2 31 51 4 4 7
Al3 2 74 | 14 | 49 1 11 24 | 25 51 53 1 11
Al4 26 | 30 | 51 | 45 1 7 2 29 | 44 53 1 7
AlS5 3 23 | 37 | 49 1 7 2 29 | 44 53 1 7
Al6 24 | 33 | 40 | 44 4 13 3 68 18 | 40 13 0
Al7 1 31 51 8 2 11 35 3 7
Al8 1 2 7 38 11 15 2 33 7 14 1 15
A19 3 68 58 1 13 2 3 27 | 40 1 13
A20 2 0 39 | 50 8 13 2 24 | 39 5 7 0
A21 1 2 8 51 3 13 1 3 7 49 0 13
A22 2 29 | 45 | 58 7 13 2 24 | 39 5 7 0
A23 24 | 68 15 | 51 11 15 2 33 15 51 8 15
A24 1 2 42 | 57 15 13 2 11 49 51 7 15
A25 3 24 | 14 | 15 4 8 31 68 | 35 0 4 8
A26 23 | 74 | 45 | 35 1 13 1 11 35 57 1 13
Bl 2 32 | 49 | 53 4 13 24 3 49 0 0 13
B2 1 2 8 53 8 15 3 30 44 49 8 15
B3 3 0 18 | 15 3 8 2 3 15 | 35 3

B4 2 26 | 57 0 1 3 2 3 15 | 35 3

B5 30 | 68 | 35 | 40 3 1 18 | 44 3

B6 2 68 | 50 | 51 3 2 0 16 50 3

B7 2 3 35 | 51 4 13 2 26 15 46 4 13
B8 3 30 | 15 | 42 8 11 2 26 15 | 46 4 13
B9 2 29 | 44 | 40 4 11 31 32 0 40 4 11
B10 2 68 7 45 4 15 2 24 44 3

Bl11 23 | 68 | 44 | 40 13 15 24 | 26 7 44 3

B12 24 | 68 | 35 | 40 4 15 3 11 40 55 4 13
B13 1 23 | 44 | 51 13 1 3 7 49 0 13
Bl14 2 3 7 40 10 13 3 68 18 | 40 13 0
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ANEXO 5

Especificacoes dos receptores com presenca de anticorpos anti-HLA

Paciente A26 A25 A24

Data do transplante 6/8/2004 6/7/2004 19/4/2006

Tipagem A23,74;B45,35 DR1,DR13 | A3,24;B14,15 DR4,DR8 Al1,2,B42,57,DR15,13

Idade 26 52 25

Sexo F F F

Grupo ABO O Rh(+) A Rh(+) O Rh(+)

Doenga Base Glomérulo Nefrite Crénica | Glomeruloesclerose rejeicdo aguda-II1

Sexo- Doador F F F

Idade- Doador 35 55 40

Tipagem-doador Al,11;B35,57 A31,68.B35, DR4,8 A2,11.B49,51.DR7,15

T isquemia (hrs) 17 9 6,5

Transfusdo 5 16 12

Re-transplante 1 0 0

Prova Pre-Transplante | 0 0 0

Prova Cruzada NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO

% PRA Classe I 39 17 21

% PRA Classe 11 0 75 8

LATTM POSITIVO POSITIVO POSITIVO

LAT 1240 Classe I B58,B7,A2,A69,B81 B8,B58,B57,B64,A2 B27,B60,B64,B7,B81
DR17,DR13,DR11,DR7,DR9,DR18,
DR14,DR52,DR53,DR12,DQ4

LAT 1240 Classe I 0 DR51,DR10,DQ8,DQ6 DR13,DR17,DR52
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ANEXO 6

PROCEDIMENTO DA TECNICA DO LAT ONE LAMBDA
INSTRUCOES DE UTILIZACAO

A. Preparacao do reagente 1. Reconstitua o controlo sérico liofilizado com 0,1 ou 0,2 ml
de agua estéril desionizada (como especificado no frasco) pelo menos 20 minutos antes do
primeiro ensaio. Mantenha o reagente a temperatura ambiente e tape o frasco
ocasionalmente até o anticorpo estar solubilizado. 2. Pouco antes do ensaio, dilua cada
amostra de teste com o diluente de anticorpo (1:3 para LAT e 1:2 para LATM; no entanto,
se o pré-rastreio tiver indicado um anticorpo forte, podera ser necessario diluir ainda mais
para atribuir a especificidade na LAT).
3. Pegue em 8 (1 (por placa) de 10X controlo sérico reconstituido e dilua com o diluente de
anticorpo.
4. Pegue em 10 ml (por placa) de 100X IgG anti-humano conjugado de AP e dilua com o
diluente de anticorpo pouco antes do primeiro passo de lavagem.
5. Pegue em 5 ml (por placa) de 10X tampao de lavagem e dilua com 45 ml de agua
desionizada (o suficiente para 4 lavagens/placas).
6. Combine volumes iguais dos reagentes A e B de substrato de enzima (500 ml de cada por
placa) pouco antes do segundo passo de lavagem. Tenha o cuidado de mudar as pontas das
pipetas para evitar a contaminagao cruzada das solucdes stock.
B. Procedimento do teste
Consulte a tabela na pagina 1 para identificar as linhas onde deve adicionar o
reagente. Consulte o Registo de Dados e a Folha de Trabalho para obter informacoes
adicionais.
1. Adicione 10 ml da amostra de teste (diluida) ou do reagente de controlo de qualidade nos
pogos apropriados da LAT™.
Nota: Para evitar a contaminagcdo cruzada de reagentes, mude as pontas da pipeta
regularmente.
2. Volte a colocar a tampa da placa e incube durante 1 hora entre 20 e 25°C (Opcional:

Incube em plataforma giratoria a baixa velocidade).
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3. Remova o diluente e o soro de teste ou de controlo dos pogos com um movimento subito
das placas. Coloque a placa invertida sobre folhas de papel para ensopar. Nos pogos deve
permanecer aproximadamente um lambda (1 ml) de liquido. Mantenha as placas invertidas
ou cobertas até a adi¢cao do proximo reagente. Nao deixe as placas secarem.

4. Adicione 15 a 20 ml de 1X tampao de lavagem com um pipetador de seis canais ou um
frasco reservatorio/dispensador ou deite tampao nas placas para encher todos os pocos.
Rode suavemente e verta o tampao em excesso. Em seguida, retire o tampao de lavagem
dos pogos como explicado em cima. Repita a lavagem e remog¢ao do tampao.

5. Dispense 10 ml do conjugado de AP diluido a cada poco. Elimine o restante reagente
diluido.

6. Volte a colocar a tampa da placa e incube durante 40 minutos entre 20 e 25°C (Opcional:
Incube em plataforma giratoria a baixa velocidade).

7. Remova o conjugado de AP dos pogos, como indicado no passo 3. Nao deixe as placas
secarem.

8. Adicione e remova duas vezes o tampao de lavagem, tal como indicado no passo 4. Nos
pogos deve permanecer aproximadamente um lambda (1 ml) de liquido.

9. Dispense 10 ml de substrato de enzima em cada pogo da LAT™. Elimine o restante
reagente.

10. Volte a colocar a tampa da placa e incube a 37°C durante 10 a 15 minutos protegido da
luz. (Opcional: Incube em plataforma giratéria a baixa velocidade).

Nota: Nao permita que a reac¢do continue por mais do que 15 minutos, a ndo ser que seja
cuidadosamente monitorizada. Os pogos de controlo positivo devem ficar azuis-escuros e
0s pogos negativos devem ficar transparentes. E importante parar o desenvolvimento da cor
antes de surgir um fundo ndo especifico.

11. Pare a reac¢do adicionando 5 ml de 1X tampao de paragem a cada poco da placa
LAT™, Volte a colocar a tampa da placa.

Aguarde 15 minutos para os reagentes entrarem em equilibrio.

12. Leia os resultados ao fim de 1 hora com um leitor ELISA adaptado para o formato de
placas Terasaki. Retire a tampa para a leitura da placa. As placas (com tampas) podem ser
guardadas entre 2 e 5°C durante um maximo de 3 dias apOs a paragem das reacgdes €

podem ser lidas novamente, se for necessario confirmar o padrdo da reac¢do. No entanto, os
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valores D.O. diminuirdo ligeiramente durante o armazenamento ¢ podem perder-se as
reaccoes fracas.
Nota: Se pNPP for substituido por BCIP como substrato colorimétrico, o tempo de

incubagdo (passo 10 do Procedimento de teste) deve ser de 30 minutos a 37 °C.
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ANEXO 7

Tipagem dos pacientes e receptores. Nro de Compartilhamento de antigenos anti-HLA

Paciente Receptor Doador Compartilhamento

Grupo A A A B B DR | DR | A A B DR | DR | Match | Missmatch
Al 2 32 49 53 4 13 | 24 3 49 0 0 | 13 2 4
A2 1 2 8 53 8 15 | 3 30 | 44 49 | 8 | 15 1 5
A3 3 0 18 15 3 8 2 3 15 35 3]0 3 3
A4 2 26 57 0 1 3 2 3 15 35 3 0 2 4
A5 2 0 49 44 4 7 3 68 49 61 | 4| 7 1 5
A6 29 31 0 44 4 7 3 68 49 61 | 4| 7 1 5
A7 3 26 49 72 4 6 3 24 | 49 0 [13] 0 2 4
A8 3 69 0 1 1 11 | 24| 25 51 53 1|1 2 4
A9 3 31 38 40 4 0 3 11 40 55 | 4] 13 3 3
Al10 33 30 14 53 1 16 | 2 33 7 14 1] 15 3 3
All 3 33 7 14 1 65 | 23 | 68 14 39 |1 0 2 4
Al2 2 68 39 53 8 13 | 23] 33 44 53 | 4] 8 2 4
Al3 29 31 35 44 7 14 | 11 ] 23 35 58 | 7] 14 3 3
Al4 30 68 35 40 3 1 3 18 4 | 3 | 4 2 4
AlS 2 68 50 51 3 2 0 16 50 | 3 7 2 4
Al6 2 3 35 51 4 13 ]2 26 15 46 | 4 | 13 3 3
Al7 3 30 15 42 8 11 2 26 15 46 | 4 | 13 1 5
Al8 2 29 44 40 4 11 | 31| 32 0 40 | 4 | 11 3 3
Al19 1 0 44 3 13 0 |24 ] 26 7 44 | 3 1 5
A20 2 68 7 45 4 15 2 24 7 4 | 3 3 3
A21 23 68 44 40 | 13 | 15 | 24 | 26 7 4 | 3 1 5
A22 24 68 35 40 4 15 | 3 11 40 55 | 4] 13 2 4
A23 1 23 44 51 13 1 3 7 49 | 0 | 13 2 4
A24 24 32 35 38 3 4 1 3 18 4 | 3 | 4 2 4
A25 2 3 7 4 |10 | 13 | 3 68 18 40 | 13] 0 2 4
A26 23 33 42 45 3 7 2 31 51 4 4| 7 1 5

Paciente Receptor Doador Compartilhamento

GrupoB A B B DR| DR | A A B B | DR | DR | Match | Missmatch
Bl 2 74 14 49 1 11 | 24| 25 51 53 11 ] 11 2 4
B2 26 30 51 45 1 7 21 29 | 44 | 53 |1 7 2 4
B3 3 23 37 49 1 21 29 | 44 | 53 |1 7 2 4
B4 24 33 40 4 | 4 13 | 3| 68 18 | 40 | 13| 0 2 4
B5 1 31 8 51 3 8 2 11 8 35 3 7 2 4
B6 1 2 38 | 11 15 2 | 33 7 14 |1 15 3 3
B7 3 68 7 58 1 13 |2 3 27 | 40 | 1| 13 3 3
B8 2 0 39 50 8 13 | 2] 24 | 39 5 71 0 2 4
B9 1 2 3 51 3 13 1 3 7 49 | 0| 13 2 4
B10 2 29 45 58 7 13 2 | 24 39 5 7 0 2 4
Bl11 24 68 15 51 11 15 2 | 33 15 51 8 | 15 3 3
BI12 1 2 42 57 115 13 | 2] 11 49 51 | 7] 15 2 4
B13 3 24 14 15 4 8 [31] 68 35 0 4 8 2 4
Bl4 23 74 45 35 13 1| 11 35 57 | 1| 13 3 3
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ANEXO 8

Discri¢io histolégica dos pacientes de acordo com a Classificagio Banff 97, seguimento e evolucao
dos paciente do grupo A

Paciente Biopsia Seguimento(m)
Al III+NTA 12
A2 NTA 12
A3 NTA 12
A4 Borderline+ IT 12
AS NTA+ Ib+Ila 12
A6 NTA+I 12
A7 NTA+1 12
A8 IA+ NTA 12
A9 NTA 12
A10 NTA 12
All IIA+ polioma 12
Al12 nao 12
Al3 ITA+NTA 12
Al4 Nefropatia Polioma 12
AlS5 1A 12
Al6 IA+NTA 12
Al7 NTA 6
Al8 Borderline 6
A19 HA+NTA 6
A20 BorderlinetNTA 6
A21 Borderline 6
A22 TA+IT 6
A23 ITA+NTA 6
A24 RAIII 12
A25 Necrose Cortical+Necrose 3
A26 Nio 12
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ANEXO 9

OUTCOMES

Effect of Panel-Reactive Antibody in Predicting Crossmatch
Selection of Cadaveric Kidney Recipients

S.R. Lieber, F.V.T. Perez, M.R. Tabossi, L.B.L. Persoli, S.B.D. Marques, M. Mazzali, G. Alves-Filho,

and C.A. de Souza

ABSTRACT

Aim. The influence of panel-reactive antibody level (%PRA) on crossmatch results was
evaluated among 866 patients on the waiting list for cadaveric renal allografting from
January 2001 to August 2005. We evaluated the results for 124 potential donors for a kidney,
including 2008 crossmatches. Four hundred eighteen patients were tested against only 1 donor.

Methods. Serum samples were screened for anti-HLA antibodies using immunoglobulin
(Ig)G enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) PRA kit and the %PRA of the most
reactive sample (peak) was used for patient stratification, according to sensitization level.
Crossmatches were performed on fresh donor T lymphocytes from peripheral lymph
nodes, using classical and anti-human-globulin enhanced complement-dependent cytotox-
icity (CDC-T) methods. The tests were performed using peak and current patient sera
before and after dithiothreitol treatment. The crossmatch was assumed to be negative
when no reactivity was observed in all tests.

Results. The incidences of positive crossmatch were as follows: 72.3%, 14.6%, and 7.2%,
among patients with PRA >50%, PRA =50%, and PRA = 0%, respectively. A negalive
crossmatch was observed in 6.5% (4 of 62) of the tests among 100% PRA patients.
Conclusion.  Although %PRA level reflects the HLA sensitization of the patient, IgG
ELISA PRA and CDC-T crossmatch may not reflect the same antibodies, and both results
must be considered in a transplantation decision.
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THE treatment of choice in end-stage renal discase is
kidney transplantation and HLA presensitization is an
important barrier. Many patients have anti-HLA antibodies
due to previous pregnancics, transfusions, or transplanta-
tions. The use of recombinant erythropoictin has contrib-
uted to reduce the transfusion need and, consequently,
prevented this type of alloantigen sensitization,! However,
patients with broadly reactive antibodies tend to remain on
the waiting list for a longer time and when they have
undergone transplantation; display a higher risk for graft
logs.>

To define allo-immunization status, sera from patients
are tested against a panel of HLA antigens, Originally,
panel-reactive antibody (PRA) was performed using NIH
or anti-human enhanced complement-dependent cytotoxic-
ity (CDC) or using enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) on fresh or frozen lymphocytes prepared locally, s
Afterwards, new techniques were developed based on
highly sensitive methods of ELISA-PRA and flow cytom-
etry-PRA.*~* Nowadays commercial kits arc available as a
pancl of purified HLA antigens absorbed onto plates or
beads. The kits can define the percent PRA (%PRA) and
class I and Il HLA antibodies specificities, making the
monitoring of patients during waiting time for a donor less
laborious.

Specific allo-antibodies against donor cells are usually
determined before transplantation by CDC methods, using
fresh donor T cells with a current serum sample from the
patient, However, the antibody level can decrease and not
be detected in a current serum. Therefore, the crossmatch
must also be performed with the peak PRA serum and the
finding of specific antibodies may reflect specific immuno-
logical memory, which is relevant to graft survival *1°

This study evaluated the influence of PRA level in
chronic renal disease patients on crossmatch results against
cadaveric donor cells.

PATIENTS AND METHODS

%PRA was routinely performed on scra from 866 patients
(60.7% male) on the waiting list for a cadaveric kidney
transplant. In relation to ABO erythrocyte typing from
patients, 34.5% were A, 11.0% were B, 2.5% were AB, and
52.0% were O groups, The serum samples were collected
between January 2001 and August 2005 and the %PRA
value of the most reactive sample (peak sample) was used
for comparisons. The %PRA were determined using an
ELISA using the LAT-M kit (One Lambda Inc., Canoga
Park, Calif, United States), consisting of 96-well microtiter
plates covered with purified solubilized HLA antigens, to
detect immunoglobulin (Ig)G anti-HLA class 1 or II anti-
bodies (IgG-ELISA-PRA).

Crossmatches were performed using complement-dependent
cytotoxicity on fresh donor T lymphocytes from peripheral
lymph nodes, using the NIH-classical (CDC) and the anti-
human-globulin enhanced (AHG-CDC) methods. Those
tests used peak and current patient sera without or with
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treatment by dithiothreitol, an IgM-reducing agent. The
crossmatch was assumed to be negative when no reactivity
was observed in all tests. In the period, 124 potential
cadaveric kidney donors were available, we evaluated a
total of 2008 crossmatches. Four hundred eighteen paticnts
(48.3%) were tested against only 1 donor, and 10 (1.2%)
against 10 to 30 donors. Those frequencies were dependent
on waiting list time and on the patient’s ABO group.

RESULTS

The distributions of patients according to %PRA level and
negative crossmatch incidences are shown in Table 1, As
expected, the negative crossmatch incidence decreased as
the %PRA increased. The percentage of patients defined
as moderate sensitization (peak PRA, 1%-50%) was 50.9%
and that of those defined as highly sensitized (peak PRA
>350%) was 11.3%. The highly sensitized patients tended to
remain on the waiting list for longer times and had been
tested against a greater number of cadaveric donors. Actu-
ally 0.5% of sera with PRA <50% and 6.1% of those with
PRA >50% were tested against 10 or more donors (P <
.0001).

Although %PRA level revealed HLA sensitization, a
negative IgG-ELISA-PRA does not assure a negative CDC
or AHG-CDC crossmatch. In fact, 7.2% (42 of 582) of
positive crossmatches occurred among PRA-negative pa-
tients. In 19 cases, the positive crossmatch was due to IgM
antibodies as revealed using DTT treatment of the serum
and not detected using the IgG-ELISA-PRA method. In
contrast, 6.5% (4 of 62) of negative crossmatches occurred
among 100% PRA patients,

DISCUSSION

PRA has been associated with early rejection of a kidney
graft from a cadaveric donor. Its determination has been a
routine index of sensitization to HLA antigens among
recipient candidates. It has been demonstrated that individ-
uals with high PRA levels show poor kidney graft outcomes,
despite the absence of specific anti-donor antibodies using
CDC crossmatch methods. Some patients show a decreased
PRA level in the current serum sample, thus the peak PRA

Table 1. Influence of %PRA From Patlents With Chronic
Renal Failure on Crossmatch Results Against Cad ic
Kidney Donors

%PRA 0 1-10 11-25 26-50 51-75 76-100 Total
Patients
N 327 281 84 76 49 49 866
% 378 324 97 88 57 57
Total crossmatch
N2 582 €63 214 220 144 185 2008
Negative

crossmatch
% 92.8 863 813 67.3 431 157 759
Abbreviations: N', number of patients defined according to %PRA of the
most reactive serum sample; and N?, ber of lized in each

group of patients,
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is important for kidney transplant survival, Sensitized pa-
tients with peak PRA =>50% who have a decrease in PRA
o <206% are at lower risk of graft loss than those with a
persistently high PRA.' Nevertheless, a positive cross-
match, with the peak PRA serum and a negative crossmatch
with a current serum sample may indicate specific immu-
nologic memory to donor antigens. For this reason, in the
present study, this kind of result defined a patient as not
able to undergo transplantation. In fact, low levels of
preformed alloantibodies detected using flow cytometry
and not using CDC crossmatches are associated with worse
graft function in the first year after kidney transplanta-
tion."!

Comparisons of PRA results using CDC and ELISA have
been shown to display significant correlations.®®'%'* The
CDC-negative/ELISA-positive discrepancies are attributed
to the fact that commercial IgG-ELISA-PRA kits, using
purified HLA antigens, detect class I- and class Il-specific
antibodies, whereas CDC-PRA method usually are done
with fresh T cells and detect only class 1 antibodies.
Anti-HLA class 11 antibodies represent a risk factor for the
development of acute immunological complications during
the first year after transplantation.' So, the specificity of
class 11 antibodies from a potential recipient, defined using
ELISA-PRA, represents an alternative to a B-cell cross-
match. ELISA methods can also detect noncytotoxic anti-
bodies as noncomplement-binding 1gG2 and IgG4 sub-
classes against HLA antigens, which are frequent in highly
immunized patients'® and may explain some crossmatch-
negative results, which were observed in this study, among
the 100%PRA patients (4 of 62). The main CDC-positive/
ELISA-negative discrepancies due to IgM antibodies are
not revealed using an IgG-specific ELISA. The CDC due to
IgM or IgG antibodies can be easily discriminated using
dithiothreitol serum treatment. However, without an autol-
ogous crossmatch, it is not possible to define the presence
of dangerous specific anti-donor IgM antibodies. Autoanti-
bodies are usually IgM subclass crossreacting with alloge-
neic cells. They are the result of autoimmune processes and
are not associated with graft rejection. The relevance of
allospecific IgM in pretransplantation sera remains contro-
versial. Although it could represent the beginning of an
anti-HLA donor response, the graft survival in renal trans-
plantation seems not to be negatively influenced by its
presence. The strength of an IgM antibody response may be
regulated in part by genes of the HLA-DR region.'® CDC
methods can also detect non-HLA antibodies, which may
be associated with chronic graft loss.'” In the present study,
only 19 of 42 CDC crossmatch-positive reactions were
explained by IgM antibodies in PRA-ncgative patients; the
23 remaining cases could be due to non-HLA antibodies.

In conclusion, % IgG-ELISA-PRA of a peak serum
sample from a chronic renal disease patient defines the
HLA sensitization. Crossmatches using peak and current
sera are useful to detect old and new specific immunological
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responses to donor antigens. PRA and crossmatch may not
reflect the same antibodies. Considering the importance of
cytotoxic and noncytotoxic antibodies on graft survival, the
results of both tests must be carefully analyzed to make a
transplantation decision.
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