ARTIGOS ORIGINAIS | ORIGINAL ARTICLES

Resumo

Introducao: A fibrose renal é o desfecho de
um processo iniciado no transplante, com re-
perfusdo, isquemia e inflamagio precoce, que
progride ao longo do tempo com fendmenos
imunoldgicos e ndo imunoldgicos. A identifi-
ca¢do de marcadores morfoldgicos e a inter-
vengio precoce poderiam melhorar a funcio
e a sobrevida do enxerto. Objetivo: Avaliar a
correlagdo entre intensidade e especificidade
de anticorpos anti-HLA pré-transplante alte-
ragdes histologicas do enxerto renal, de forma
a identificar fatores de risco ou marcadores de
disfun¢do precoces do aloenxerto. Métodos:
O presente estudo incluiu uma coorte retros-
pectiva de receptores de transplante renal sen-
sibilizados com anticorpos anti-HLA no pré-
-transplante submetidos a bidpsia de enxerto
nos primeiros dois anos apds o transplante. Os
grupos foram divididos em fun¢do da especi-
ficidade dos anticorpos anti-HLA: sem anti-
corpos doador-especificos (ndo-DSA, n = 29)
e com anticorpos doador-especificos (DSA+, n
= 16). Alteragdes histoldgicas do enxerto renal,
funcio renal e proteintiria foram analisados.
Resultados: Os dois grupos tinham caracte-
risticas gerais semelhantes, exceto pela dose
mais elevada de timoglobulina administrada
nos individuos do grupo DSA+ (p < 0,05). O
grupo nao-DSA teve escores mais elevados de
glomeruloesclerose, inflamacio intersticial (i) e
fibrose intersticial (ci) (p < 0,05), além de maior
incidéncia de rejeicdo celular aguda (RCA).
Nio foi observada diferenca estatistica na inci-
déncia de rejeicdo mediada por anticorpos, fun-
¢ao renal ou proteinuria durante o seguimento.
Discussao e Conclusoes: A diferenca nos esco-
res de inflamag3o e fibrose intersticial pode es-
tar associada a maior incidéncia de RCA e ne-
fropatia por poliomavirus no grupo nao-DSA.
Devemos considerar ainda o efeito protetor das
doses mais elevadas de timoglobulina na redu-
¢do da lesdo por isquemia-reperfusdo no grupo
DSA+. O curto periodo de seguimento pode ter
sido insuficiente para detectar alteragdes de lon-
g0 prazo no tecido do aloenxerto, fun¢io renal
e proteinuria.

Palavras-chave: Antigenos HLA; Rejei¢ao
de Enxerto; Fibrose; Proteintiria; Trauma-
tismo por Reperfusio; Bidpsia.

ABSTRACT

Introduction: Renal fibrosis is the end point
of a process that begins at transplant, with
ischemia reperfusion and early inflamma-
tion, and progresses over time with immu-
nological and non-immunological phenom-
ena. Farly identification of morphological
markers and intervention could improve
graft function and survival. Objective: to
evaluate the correlation between intensity
and specificity of pre-transplant anti-HLA
antibodies and kidney allograft pathol-
ogy in order to identify early risk factors or
markers of allograft dysfunction. Methods:
A retrospective cohort of kidney transplant
recipients with pre-transplant anti-HLA an-
tibodies who underwent graft biopsy with-
in the first two years post-transplant was
divided into two groups according to the
specificity of anti-HLA antibodies: nonspe-
cific (non-DSA, n = 29) and specific (DSA+,
n = 16). Kidney graft pathology, renal func-
tion, and proteinuria were analyzed. Re-
sults: general characteristics were similar in
both groups, except for the higher dose of
thymoglobulin in DSA+ group (p < 0.05).
The non-DSA group had higher scores for
glomerulosclerosis, interstitial inflammation
(i) and interstitial fibrosis (ci) (p < 0.05) and
higher incidence of cell-mediated acute rejec-
tion. No statistical difference in incidence of
antibody-mediated rejection, renal function,
and proteinuria was observed during follow
up. Discussion and conclusions: the differ-
ence in inflammation scores and interstitial
fibrosis may be associated to the higher in-
cidence of acute cell-mediated rejection and
polyomavirus nephropathy in the Non-DSA
group. We also should take into account the
protective effect of higher doses of thymo-
globulin, reducing ischemia reperfusion in-
jury in the DSA+ group. The short follow-up
might have been insufficient to detect long-
term changes in allograft tissue, renal func-
tion, and proteinuria.

Keywords: HLA Antigens; Graft Rejec-
tion; Fibrosis; Proteinuria; Reperfusion
Injury; Biopsy.
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INTRODUCAO

A fibrose renal é o desfecho comum de inimeros pro-
cessos patoldgicos associados ao transplante renal,
cuja ocorréncia leva a progressio da doenca renal e
perda do enxerto?. As possiveis causas de fibrose
incluem nefrotoxicidade medicamentosa, lesdo isqué-
mica e lesdes imunomediadas. O processo fibrético é
deflagrado durante o primeiro ano pds-transplante,
especialmente nos primeiros trés meses, por inflama-
¢do autolimitada secunddria a lesio por reperfusio,
e sustenta-se por meio de resposta imunoldgica infla-
matdria continua, favorecendo a progressio da doen-
¢a renal®?. Virios sio os fatores imbricados na inten-
sidade e extensdo da fibrose, como a idade e tipo de
doador (vivo ou falecido) e os tempos de isquemia fria
e quente. Doador de idade avancada é um importante
preditor de pior desfecho do enxerto?.

Apo6s a reperfusdo, sob a influéncia de citocinas
pro-inflamatorias, varios tipos celulares, incluindo
macroéfagos, linfocitos T e células epiteliais tubulares,
produzem mediadores profibroticos como o TGF-f,
resultando em atrofia tubular (TA) irreversivel, fibro-
se intersticial (IF) excessiva, rarefacio microvascular
e glomeruloesclerose?. Na classificagio de Banff de bi-
Opsias de aloenxerto renal, as lesdes cronicas incluem
fibrose intersticial (ci), atrofia tubular (ct), espessa-
mento intimal arterial (cv), hialinose arteriolar (ah),
aumento da matriz mesangial (mm) e glomerulopatia
do transplante (cg)?. Escores mais elevados de IF/TA
na biépsia do enxerto foram associados a pior fungio
renal, com impacto negativo na sobrevida do enxerto.

A sensibilizacdo imunoldgica, definida pela pre-
senca de anticorpos anti-antigeno leucocitario hu-
mano (HLA) no sangue do receptor, é desencadeada
pela exposi¢io prévia a antigenos HLA, geralmente
em decorréncia de histérico de transplante de 6rgaos,
gravidez ou hemotransfusio*. Receptores sensibiliza-
dos tém risco aumentado para rejeicio mediada por
anticorpos (RMA) ap6s transplante renal'. Rejei¢ao
aguda comprovada por biépsia é considerada fator
de risco para IF/TA2, RMA subclinica, sugerida pe-
la presenca de anticorpos doador-especificos (DSA)
e achados histologicos de glomerulite, capilarite pe-
ritubular e/ou deposicio de C4d e auséncia de dis-
fun¢do do enxerto, representa um poderoso estimulo
profibrético preditor de perda do enxerto?. Embora
os linfocitos T sejam geralmente as células infiltrantes
mais abundantes, varias outras células mononuclea-
res, como as linfocitos B, células natural killer, células
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dendriticas e monocitos/macrofagos contribuem para
o processo patologico. A presenca de células natural
killer (fortemente associadas a RMA), células dendri-
ticas e macrofagos (elevados em rejeicio aguda mais
grave e associados a disfun¢io tubular e dano histo-
l6gico cromnico) indica pior progndstico®. As seguintes
estratégias terapéuticas sdo utilizadas para minimizar
a progressio da fibrose no enxerto renal: terapias
imunossupressoras sem uso de inibidores de calcineu-
rina ou com seu uso em menor dose, bloqueadores do
sistema renina-angiotensina-aldosterona e tratamento
das rejei¢des subclinicas?. As terapias imunossupres-
soras mais recentes reduziram a incidéncia de rejei¢do
clinica no primeiro ano pds-transplante’, enquanto o
diagnoéstico de rejeicdes subclinicas e a identificagdo
de marcadores de fibrose precoce tornaram-se im-
portantes preditores de funcdo renal e sobrevida do
enxerto.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a cor-
relagdo entre intensidade e especificidade de anti-
corpos anti-HLA pré-formados (classes I e II) e pa-
tologia renal em bidpsias de enxertos realizadas nos
dois primeiros anos ap0ds transplante renal, de modo
a identificar fatores de risco potencialmente associa-
dos a inicio da fibrose do enxerto e desfechos clinicos
precoces.

IVIATERIAIS E METODOS

PACIENTES E CRITERIOS DE INCLUSAO

A coorte retrospectiva descrita no presente estudo in-
cluiu receptores de transplante renal com anticorpos
anti-HLA pré-formados de um unico centro.

Critérios de inclusdo: receptores de transplantes
renais de doadores vivos ou falecidos, maiores de 18
anos no momento do transplante; presenga de anticor-
pos anti-HLA pré-transplante (classes I e II) e bipsia
de enxerto realizada nos primeiros dois anos ap6s o
transplante. Critérios de exclusio: pacientes pedidtri-
cos, auséncia de anticorpos anti-HLA antes do trans-
plante (RCP=zero) ou ndo-realizagio de bidpsia do
enxerto nos dois primeiros anos apos o transplante.

Todos os receptores de transplante renal selecio-
nados tiveram prova cruzada por citotoxicidade de-
pendente de complemento (CDC) negativa no pré-
-transplante. Nao foi realizada prova cruzada por
citometria de fluxo. O estudo incluiu transplantes re-
nais com doadores padrido e com critério expandido
segundo os preceitos da United Network for Organ
Sharing (UNOS) de 2003°.
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Os desfechos foram achados histolégicos em bidp-
sia do enxerto, fung¢io renal e presenca de proteiniria
nos primeiros dois anos pos-transplante. A populacdo
do estudo foi dividida em dois grupos em fungio da
presenca de anticorpos anti-HLA antes do transplan-
te: DSA+, com anticorpos anti-HLA doador-especi-
ficos; e ndo DSA, sem anticorpos anti-HLA doador-
-especificos. O protocolo do estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica da Universidade de Campinas
(CAAE: 51485415.6.0000.5404).

TIPAGEM HLA E DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-HLA

A tipagem HLA de receptores e doadores foi realizada
por amplificagio de dcido desoxirribonucleico (DNA)
por rea¢do em cadeia da polimerase (PCR) a partir de
amostras de sangue periférico com sequéncias de pri-
mers moleculares (LABType® SSO e Micro SSP, One
Lambda Inc, Calif6rnia - EUA) segundo as instrucdes
do fabricante. O arquivo gerado foi importado para
o software HLA Fusion (One Lambda Inc, Califérnia
- EUA) para analise. HLA-A, -B e -DRB1 foram roti-
neiramente identificados. Nos casos em que os recep-
tores apresentassem anticorpos anti-HLA-DQ, os an-
tigenos HLA-DQ dos doadores foram identificados.

Para deteccdo de anticorpos anti-HLA, amostras
de sangue periférico dos receptores foram colhidas
antes e apés o transplante e incubadas com micro-
esferas marcadas com antigenos HLA classe I e II
(LABScreen™ Single Antigen HLA Class I LS1A04 e
LABScreen™ Single Antigen HLA Class II LS2A01).
A reatividade contra painel (RCP) foi calculado com
base na prevaléncia de alelos HLA nos doadores de
6rgdos de Sio Paulo, dado geralmente atualizado a
cada seis meses baseado em 2.750 registros a época
do estudo.

Prova cruzada por citotoxicidade dependente de
complemento (CDC) para linfocitos T com adicdo
de antiglobulina humana e prova cruzada por cito-
toxicidade dependente de complemento para células
B com células NIH foram realizadas em todos os re-
ceptores de transplante renal no momento do trans-
plante a partir do soro colhido mais recentemente e
de células dos doadores colhidas em linfonodos ou
no baco. Receptores recentemente vacinados ou que
tenham recebido a transfusio foram submetidos a
prova cruzada por CDC adicional com outra amostra
de soro colhida no momento da convocagdo para o
transplante. Apenas pacientes com prova cruzada por
CDC negativa para linfocitos T e células B receberam

transplantes renais. Todos os pares doador-receptor
eram ABO compativeis.

Em cumprimento as diretrizes do servigo e a le-
gislagdo regional e nacional, todos os receptores de
transplante renal foram tipificados e triados para an-
ticorpos anti-HLA no momento da entrada na lista de
espera para transplante. O RCP foi calculado a cada
seis meses e o soro dos candidatos a transplante foi
colhido a cada trés meses para a realizagio de pos-
siveis provas cruzadas. As informagdes obtidas pelo
Luminex™ foram usadas para guiar as estratégias
imunossupressoras pos-transplante e definir a neces-
sidade de monitoramento desses anticorpos durante
0 seguimento.

TERAPIA IMUNOSSUPRESSORA E DIAGNOSTICO DE REJEI-
CAO

A terapia imunossupressora de indugio prescrita pa-
ra os receptores de rins de doadores padrio e com
baixo risco imunoldgico consistiu de anticorpos mo-
noclonais anti-receptores de IL-2 Basiliximab 20 mg
endovenoso no dia do transplante e no quarto dia
pOs-transplante. A terapia de inducdo administrada
para receptores de rins de doadores de critérios ex-
pandidos, doadores vivos de HLA ndo idénticos ou
doadores considerados de alto risco imunoldgico
(RCP > 50% ou presenga de DSA) foi de 3 a 7 mg/
kg de globulina antitimocitica endovenosa ajustada
pela contagem total de linfécitos. Todos os receptores
receberam 500 mg de metilprednisolona endovenosa
no momento do transplante e permaneceram em cor-
ticoterapia durante o seguimento. A imunossupressao
de manutengio incluiu uma combinacdo de inibidor
de calcineurina (0,1 mg/kg de tacrolimus 12/12h com
dose ajustada pelos niveis séricos) e 720 mg de mi-
cofenolato s6dico em duas tomadas didrias ajustado
de acordo com superficie corporal, tolerancia gas-
trointestinal e contagem de leucécitos e eritrdcitos
no sangue periférico. Nenhum dos pacientes inclui-
dos recebeu protocolo de dessensibilizagio antes do
transplante.

Os casos de suspeita de rejeicio ocorreram por
elevacdo da creatinina sérica (> 20% do nivel inicial)
ou surgimento de proteintria, todos confirmados por
bidpsia de aloenxerto e avaliados segundo a classifi-
cacdo de Banff 2013¢. As bidpsias renais foram testa-
das para dep0sitos de C4d nos capilares peritubula-
res pelo protocolo de coloragdo com peroxidase’. O
diagnéstico de casos de rejeicio aguda mediada por
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anticorpos (RMA) baseou-se em critérios histoldgi-
cos e na presenc¢a de anticorpos doador-especificos.
Os laudos de bidpsia foram obtidos dos prontudrios
dos pacientes e ndo foram revisados para o estudo.
Bidpsias de enxerto sdo avaliadas rotineiramente por
dois patologistas renais experientes.

COLETA DE DADOS CLINICOS E DESFECHOS

Os dados clinicos e laboratoriais foram reunidos re-
trospectivamente a partir dos prontuarios e bancos de
dados do Programa de Transplante Renal no momen-
to do transplante e nos meses 1, 3, 6, 12, 18 € 24 ap6s
o transplante. Os dados foram registrados e organi-
zados em planilha do programa Microsoft® Excel. Os
desfechos primarios foram caracteristicas da bidpsia
do enxerto segundo a classificagio de Banff 2013
revisada em 2015%, fun¢io do aloenxerto estimada
pela equagio do CKD-EPI (Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration)® e proteintria expressa
pela relacdo proteina e creatinina na urina.

ANALISE ESTATISTICA

As varidveis numéricas foram apresentadas como mé-
dia = desvio padrdo, mediana e intervalo e/ou por-
centagens. As varidveis continuas entre grupos foram
comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis, enquanto
as varidveis categOricas foram comparadas pelo teste
X2 de Pearson. Valores de p < 0,05 foram conside-
rados estatisticamente significativos. Os dados foram
analisados no programa GraphPad Prism 7.0c para

Mac (La Jolla CA, EUA).

ResuLTADOS

CARACTERISTICAS GERAIS DE ACORDO COM ANTICORPOS
ANTI-HLA ANTES DO TRANSPLANTE

Dos 89 pacientes com anticorpos anti-HLA pré-for-
mados, 45 (50%) preencheram os critérios de inclu-
sdo. Quarenta e quatro pacientes sem bidpsia de en-
xerto no periodo de dois anos a contar do transplante
ndo foram incluidos. Em comparacdo ao grupo de
estudo, os pacientes ndo incluidos tiveram maior
prevaléncia de transplante de doadores vivos, menor
prevaléncia de transplantes de doadores com critérios
expandidos e menor incidéncia de func¢do tardia do
enxerto. Também foi observada menor porcentagem
de pacientes tratados com micofenolato. Os demais
pardmetros analisados foram compardveis entre os
grupos (Tabela 1).

Considerando a especificidade dos anticorpos
anti-HLA pré-transplante, 27 pacientes apresentaram
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anticorpos doador-especificos e 62 apresentaram anti-
corpos inespecificos. Onze pacientes (40%) com DSA
€ 33 (53%) sem DSA foram excluidos por nio terem
realizado bidpsia do enxerto (p = 0,28). Quarenta e
cinco receptores de transplante renal satisfizeram os
critérios de inclusdo e foram assim distribuidos: gru-
po DSA+ (n = 16); grupo Nao-DSA (n = 29).

A maioria dos pacientes era do sexo masculino
€ 0s grupos eram compardveis em termos de idade,
etiologia da doenca renal cronica, tempo em dialise,
numero de eventos de sensibiliza¢do prévios (transfu-
sdo, transplante ou gravidez). O nimero de incom-
patibilidades HLA-A, B ¢ DR foi semelhante entre
os grupos, assim como RCP classe I. Contudo, RCP
classe II foi estatisticamente maior no grupo DSA+ (p
< 0,05). Como ja era esperado, de acordo com nos-
so protocolo a maioria dos pacientes em ambos os
grupos recebeu timoglobulina na terapia de indugio,
com doses mais altas no grupo DSA+ (p < 0,05). O
tempo de isquemia fria e as caracteristicas dos doa-
dores foram compardveis entre os grupos, assim co-
mo a incidéncia de funcdo tardia do enxerto (FTE)
(Tabela 1).

CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DAS BIOPSIAS DE
ENXERTOS POS-TRANSPLANTE POR GRUPO

Sete receptores do grupo niao-DSA (24,1%) e oito
(50,0%) do grupo DSA+ foram submetidos a mais de
uma bidpsia de enxerto durante o seguimento. Todas
as biépsias foram consideradas na andlise, o que re-
sultou na inclusdo de 38 bidpsias do enxerto no grupo
nd0-DSA e 29 no grupo DSA+. As biopsias de enxerto
foram indicadas por detec¢io de DSA de novo ou au-
mento da intensidade de fluorescéncia (MFI) dos anti-
corpos pré-formados (n = 3), funcio tardia do enxerto
(n = 29), disfuncdo do enxerto (n = 26), proteindria (n
= 3) e/ou controle apds tratamento de rejei¢io aguda (n
= 3), sem diferenca estatistica entre os grupos. Embora
a realiza¢ao de bidpsia protocolar ndo seja pratica de
rotina em nosso centro, trés bidpsias no grupo DSA+
foram realizadas como procedimento de vigilancia an-
tes da alta hospitalar. O tempo médio total de bidpsia
foi semelhante em ambos os grupos.

Na anilise geral das bidpsias de enxerto, o grupo
DSA+ apresentou menos inflamagio intersticial em rela-
¢d0 ao grupo ndao-DSA (p = 0,02). A incidéncia de es-
clerose glomerular e fibrose intersticial (ci) foi maior no
grupo ndo-DSA (p < 0,05). Os demais marcadores de
lesao aguda (g, ptc, v) ou cronica (ct, ah, cv) foram seme-
lhantes entre os grupos (Tabela 2). A anélise das biépsias
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TABELA 1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS GRUPOS DE ACORDO COM A PRESENCA DE ANTICORPOS ANTI-HLA ANTES DO
TRANSPLANTE
.Totaltnéo Total incluidos Inf:luidos Incluidos

incluidos (n = 45) Nao-DSA DSA+ p

(n =44) (n=29) (n=16)
Receptores de transplante
Idade (anos) 45,7 £ 10,4 451+ 11,6 0,79 470 £ 12,6 41,6 £9,0 0,14
Homens, n (%) 13 (29,5) 22 (48,9) 0,06 13 (44,8) 9 (56,2) 0,97
Etiologia da DRC (%) 0,91 0,99
Desconhecida 16 (36,4) 13 (28,9) 9 (31,0 5(31,2)
Hipertensao arterial sistémica 7 (15,9) 7 (15,6) 5(172) 2 (12,5)
Glomerulonefrite cronica 8(18,2) 5(11,1) 2 (6,9) 3(18,7)
Diabetes mellitus 4(9,1) 2(4,4) 2 (6,9) 0 (0)
Outras 9(20,4) 18 (40,0) 1 (379) 6 (375)
Tempo em didlise (meses), 472 + 42,4 50,4 + 40,2 0,71 53,8 + 44,6 43,9 + 30,1 0,66
Transfusdes pré-transplante, n (%) 21 (477) 25 (55,5) 0,54 14 (48,3) 11 (68,7) 0,78
Transplante prévio, n (%) 31(6,8) 8(178) 0,11 3(10,3) 5(31,2) 0,54
L\faﬂgslraerftg??(ggfv'dez pre- 19 (79,2) 18(78,2) 0,18 13 (81,2) 5 (71,4) 0,99
Incompatibilidades HLA ABDR 32+15 33+0,8 0,69 32+09 34+0,7 0,65
PRA classe | pré-transplante (%) 42,6 £ 32,0 32,7 + 28,9 0,13 31,4 £ 26,7 35,1 + 33,2 0,94
PRA classe Il pré-transplante (%) 24,0 £ 32,3 28,3 +£ 35,3 0,55 19,1 £ 29,4 45,1 + 39,8 0,02
Doadores
Doadores falecidos, n (%) 32(72,7) 41 (91,1) 0,02 28 (96,5) 13 (81.,2) 0,56
Idade (anos) 39,1+ 14,4 46,6 + 12,6 0,01 46,6 + 13,3 46,7 £ 11,8 0,97
Homens, n (%) 25 (56,8) 24 (53,3) 0,74 17 (58,6) 7 (43,7) 0,92
Doadores com critério expandido (%) 8(18,1) 23 (51,1) < 0,01 17 (58,6) 6 (375) 0,76
Creatinina sérica (mg/dL) 1,1+£07 1,4+1,0 0,10 1.4+£11 1,3+09 0,53
indice KDPI (%) 56,9 + 28,3 58,0 + 28,5 0,85 59,4 + 26,3 574 + 29,8 0,83
Transplante
Terapia imunossupressora inicial
Timoglobulina (%) 31(70,4) 36 (80,0) 0,29 22 (75,8) 14 (875) 0,93
Dose de timoglobulina (mg/kg) 49+272 45+25 0,42 52+1,1 6,2+ 1,1 0,01
Basiliximab (%) 5(11,4) 9 (20,0) 0,26 7 (24,1) 2 (12,5) 0,03
Tacrolimus (%) 36 (81,8) 40 (88,9) 0,34 26 (89,6) 14 (87,5) 0,99
Micofenolato (%) 33 (75,0) 44 (97.8) < 0,01 29 (100,0) 15 (93,7) 0,76
Isquemia fria (horas) 19,5 +4,1 22,4 +6,2 0,01 22,5+6,8 22,1 +49 0,86
FTE, n (%) 10 (22,7) 31 (68,9) < 0,01 20 (68,9) 11 (68,7) 0,99

n, nimero; DRC, doenca renal cronica; HLA, antigeno leucocitario humano; PRA, painel de reatividade de anticorpos; KDPI, kidney donor profile

index; FTE, funcao tardia do enxerto.

realizadas nos primeiros trés meses apds o transplante
ndo revelou diferenca estatistica entre os grupos em todos
os demais pardmetros analisados. Contudo, observamos
nas bidpsias realizadas apds o terceiro més uma tendén-
cia de aumento da frequéncia de esclerose glomerular e
inflamacio intersticial no grupo nao-DSA (p = 0,06), sem
diferenca no escore de tubulite (t). Outros marcadores de
lesao aguda (g, ptc, v) ou crénica (ci, ct, ah, cv) eram com-
pardveis entre os grupos trés meses apds o transplante.

A incidéncia de RMA foi semelhante entre os
grupos, com um caso antes do terceiro més apOs o
transplante em cada grupo e um caso apds trés me-
ses do transplante em cada grupo. Contudo, observa-
mos uma maior incidéncia de rejei¢do celular aguda
(RCA) no grupo nao-DSA, principalmente apés trés
meses do transplante (Tabela 3).
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TABELA 2 CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DAS BIOPSIAS DE ENXERTO DE ACORDO COM GRUPOS E TEMPO APOS O TRANSPLANTE

Total 0-3 meses > 3 meses

';;‘X DSA+ p Nao-DSA  DSA+ p 'SZZ DSA+ p
(’;‘;‘?fxrgrf: biopsias 38 29 20 19 18 10
;/i’eisizfg?r?eﬁmm'a“ (0_%;3) 0(0-176) 0,02 82(0545 3,9(0-154) 020 9,7(0-58,3) 0(0-176) 0,06
Escores de Banff (%)
g0 24 (63,1) 20(68,9 0,99 15(750) 13(684) 0,99  9(50,00  7(70,0) 0,90
g1-3 14(36,9) 9(31,1) 5(250  6(31,6) 9(50,00  3(30,0)
i0 21(55,3) 27(93,1) 0,02 14(70,00 18(94,7) 039  7(389)  9(90,0 0,02
i1-3 17 (44,7) 26,9 6 (30,0) 1(5,3) (61,1 1(10,0
t0 27 (71,00 27(93,1) 0,27 19(950) 19(100,00 091  8(44,4)  8(80,0) 0,50
t13 129,00 2(6,9) 1(5,0) 0(0,0) 10 (55,6) 2 (20,0)
v O 31(81,6) 0(0,00 020 17(850) 19(100,00 054  14(778)  10(100,0) 0,62
v 13 7(18,4) 29 (100,0) 3 (15,0) 0(0,0) 4(22,2) 0(0,0)
ptc 0 27 (71,00 24827 0,87 15(750) 16(84,2) 0,97 12(66,7)  8(80,0) 0,96
ptc 13 11289 5(173) 5(250  3(1538) 6(333  2(20,0)
ct0 13(34,2) 12(41,4) 098 840,00 8(421) 099 5(278 440,00 0,98
ct 13 25 (65,8) 17 (58,6) 12 (60,00 11 (579) 13(72,2)  6(60,0)
cio 23(60,5) 17(58,6) 0,87 15(75,00 12(63,1) 0,95  8(44,4)  5(50,00 0,99
ci 13 15(39,6) 12 (41,4) 5(250  7(36,9) 10 (55,6) 5 (50,0)
ah 0 33(86,8) 18(62,00 023 19(950)0 12(63,1) 0,19  14(778) 660,00 0,91
ah 1-3 5(13,2)  11(38,0) 1(5,0) 7 (36,9) 4(22,2)  41(40,0)
C4d 0 31(81,6) 17(58,6) 0,37 16(80,00 12(63,1) 0,85 15(83,3) 5(50,00 0,47
C4d 13 7(184) 12 (41,4) 4(20,00  7(36,9) 3(16,7) 5 (50,0)
IF/TA O 14(36,8) 7(24,1) 087 10(50,00 6(316) 070 4(222)  1(10,00 0,95
IF/TA 1-3 24 (63,2) 22 (75,9) 10 (50,00 13 (68,4) 14(778)  9(90,0)

min, minimo; max, maximo; g, glomerulite; i, inflamacao; t; tubulite; v, arterite intimal; ptc, capilarite peritubular; ct, atrofia tubular; ci, fibrose
intersticial; ah, hialinose arteriolar; IF/TA, fibrose intersticial e atrofia tubular; RMA, rejeicdo mediada por anticorpos; RCA, rejeicédo celular aguda.

TABELA 3 REJEICAO COMPROVADA POR BIOPSIA, NEFROPATIA ASSOCIADA A0 BKV E NEFROTOXICIDADE POR INIBIDORES DA
CALCINEURINA DE ACORDO COM GRUPOS E TEMPO APOS O TRANSPLANTE

Total 0-3 meses > 3 meses

'ggoA' DSA+ p ';asoA' DSA+ p ';Z‘X DSA+ p
Numero de
biépsias de 38 29 20 19 18 10
enxerto
RMA (%) 2(52) 26,9 0,99 15,0 152 099  1(555 1(10,00 0,99
RCA (%) 12(31,5) 26,9 002  3(150) 1(52) 060  9(50,00 1(10,00 0,04
Borderline 3 0 0 0 3 0
1A 2 1 0 0 2 1
1B 1 0 0 0 1 0
2A 3 0 2 0 1 0
2B 1 1 1 1 0 0
3 2 0 0 0 2 0
NBKV (%) 3(79) 0(0,0 0,66 0(0,00  0(0,0) 3(16,6)  01(0,0) 0,76
l'\‘ce{g/f}ox'c'dade 12,6) 1@4 025 000,00 00,0 165 10100 0,99

RMA, rejeicao mediada por anticorpos; RCA, rejeicao celular aguda; NBKV, nefropatia associada ao BKV; IC, inibidores da calcineurina.
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NiVEIS DE INTENSIDADE DE FLUORESCENCIA DE DSA E
MORFOLOGIA RENAL

Em nosso estudo, trés bidpsias foram indicadas por
deteccdo de DSA (de novo ou aumento na intensida-
de dos anticorpos preexistentes). No grupo ndo-DSA,
um paciente apresentou deteccio de DSA-DQ de no-
vo (> 10.000 MFI), sem evidéncia histologica de RCA
ou RMA. No grupo DSA+, um paciente apresentou
aumento na intensidade de fluorescéncia de DSA-DQ
(de 5.400 para 6.200 MFI), sem sinais de rejeicao
na biépsia do enxerto. Outro paciente apresentou
aumento no DSA-DQ pré-formado (de 1.300 para
16.530 MFI), associado a DSA-A e DSA-DR de novo
(soma de 27.000 MFI) com evidéncia histoldgica de
RMA 2 e RCA 2B na bi6psia de enxerto.

DESFECHOS CLINICOS DE ACORDO COM ANTICORPOS
ANTI-HLA PRE-TRANSPLANTE

O nivel sérico de tacrolimus foi compardvel entre
os grupos durante o seguimento. (Figura 1A). Nio
houve diferenca estatistica na fungio renal entre os
grupos em nenhum dos momentos analisados (Figura
1B). A TFG média (CKD-EPI) no primeiro més p0Os-
-transplante foi de 36,7 + 21,9 mL/min/1,73m? no
grupo nao-DSA e 38,0 = 20,8 mL/min/1,73m? no gru-
po DSA+ (p = 0,60). Ap6s 24 meses de seguimento,
a TFG encontrava-se em 40,6 = 13,8 mL/min/1,73m?
no grupo nao-DSA e em 39,8 + 3,4 mL/min/1,73m?
no grupo DSA+ (p = 0,46).

Embora o grupo DSA+ tenha apresentado niveis
mais elevados de proteintria que o grupo nao-DSA
ao longo do periodo analisado, ndo houve diferenca
significativa entre os mesmos (Figura 1C).

DiscussAo

No presente estudo, a incidéncia de RMA compro-
vada por bidpsia em pacientes com anticorpos anti-
-HLA pré-formados especificos (DSA+) e ndo especi-
ficos (ndo-DSA) foi comparavel. A andlise do escore
de Banff dos grupos revelou taxas estatisticamente
mais elevadas de inflamacio intersticial (i) e fibrose
(ci) no grupo ndo-DSA em rela¢do ao grupo DSA+. A
literatura cita vdrios fatores contribuintes que levam a
fibrose intersticial no enxerto renal, incluindo carac-
teristicas dos doadores, pardmetros de transplante,
toxicidade dos inibidores da calcineurina, hipertensdo
e rejeicdo'®. Em nossa coorte, as caracteristicas dos
doadores foram semelhantes entre os grupos, assim
como tempo de isquemia fria, incidéncia de fun¢io

Figura 1. Nivel sérico de tacrolimus (A), taxa de filtragdo glomerular
(TFG) (B) e proteinuria (C) de acordo com os grupos e tempo apds o
transplante.

tardia do enxerto e rejeicdo nos primeiros meses apds
o transplante. O nivel sérico de inibidores da calci-
neurina pos-transplante também foi semelhante entre
0s grupos, assim como a ocorréncia de toxicidade pe-
lo farmaco em questdo comprovada por bidpsia. As
doses de prednisona e micofenolato também perma-
neceram estaveis durante o seguimento. Observamos
incidéncia significativamente mais elevada de rejei¢io
celular aguda no grupo nio-DSA trés meses apds o
transplante, possivelmente associada a achados his-
toldgicos relativos ao periodo. No grupo ndo-DSA,
trés casos de nefropatia associada ao BKV foram
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diagnosticados. Inflamacdo intersticial ocorreu em
mais de 70% das bidpsias dos casos com nefropatia
associada ao BKV no momento do diagnéstico e foi
correlacionada com histopatologia viral e aumento
de lesdes precoces com fibrose acelerada e atrofia tu-
bular'. A maior incidéncia de infec¢do por polioma-
virus também pode explicar o escore de inflamacdo
mais elevado observado no grupo ndo-DSA em nosso
estudo.

Outro possivel fator contribuinte para o aumento
da inflamacdo intersticial no grupo nio-DSA pode es-
tar relacionado a lesdo por isquemia-reperfusdo (LIR).
A LIR abrange um conjunto de alteracdes histoldogicas
decorrentes de hip6xia tecidual e aumento da expres-
sdo de citocinas inflamatérias e moléculas de adesdo
desencadeadas pela reperfusdo, resultando em apop-
tose das células tubulares no tecido reperfundido'.
A LIR estad associada a elevacdo da taxa de rejeigio
aguda, FTE, disfun¢do primdria e tardia do enxerto,
e subsequente perda do enxerto. Os leucécitos parti-
cipam do desenvolvimento dos processos patoldgicos
relacionados a LIR, exacerbando a hipoxia tecidual
ao obstruir os capilares e mediando a citotoxicida-
de direta pela produgido de radicais de oxigénio'2.
Células dendriticas e macréfagos sdo iniciadores, po-
tencializadores e efetores da imunidade inata na LIR
renal, induzindo lesdo por sinais inflamatérios ou di-
retamente por meio da liberagdo de mediadores solu-
veis'3, Macrofagos aparecem nos rins apds 1-5 dias
da LIR. A ativag¢do precoce de macréfagos e células
dendriticas leva a infiltragdo por neutréfilos e geragio
de citocinas pré-inflamatérias?s.

A dose de timoglobulina - mais elevada no grupo
DSA+ - foi a tnica diferenca observada entre os gru-
pos. Embora nio haja consenso sobre a dosagem 6ti-
ma de timoglobulina na terapia de indug¢io, estudos
anteriores relatam que doses cumulativas de timoglo-
bulina variando de 4,2 a 7,4 mg/kg parecem ser efica-
zes na prevencdo da rejei¢io aguda durante o primei-
ro ano poés-transplante!®. Nafar et al.'* compararam
trés grupos de receptores de transplante em fungio
das seguintes doses de timoglobulina: 4,5 mg/kg em
trés dias; dose tnica de 4,5 mg/kg em bolus; e 6 mg/kg
em trés dias. Os autores nido identificaram diferenca
significativa na rejeicdo entre 0s grupos, mas a inci-
déncia de glomerulite e capilarite peritubular foi mais
elevada no grupo tratado com a menor dose dividida.
Doses mais elevadas de timoglobulina podem bloque-
ar diferentes tipos celulares, incluindo linfécitos B e
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células dendriticas, provendo efeito protetor contra
lesdo inflamatéria por LIR, o que pode estar relacio-
nado aos achados do presente estudo. Assim, o uso de
timoglobulina poderia afetar a reduc¢do da incidéncia
das lesdes secundarias a LIR, o que também poderia
contribuir para as diferengas iniciais entre os grupos
de nosso estudo em termos de inflamacao e fibrose in-
tersticial. Estudos com modelos animais e em huma-
nos mostraram que a timoglobulina elevou a taxa de
apoptose leucocitdria, protegeu o tecido reperfundido
contra LIR e foi benéfica na redu¢io da incidéncia
de FTE e do tempo de internacdo!>*. Além disso, a
timoglobulina causa distirbios energéticos e funcio-
nais nos linfécitos ndo depletados e evita a migragio
de linfocitos T de memoria.

Os casos de inflama¢do mais grave observados
durante os primeiros meses apds o transplante ten-
deram a diminuir no decorrer do primeiro ano. A
maioria dos estudos indica que a morfologia renal
retorna a niveis quase normais apds um insulto isqué-
mico. Contudo, observa-se algum grau de hipertrofia
glomerular e cicatrizagio intersticial a longo prazo,
evoluindo com glomeruloesclerose e IF/TA'. A glo-
meruloesclerose de maior intensidade observada no
grupo ndo-DSA pode refletir o aumento da resposta
inflamatéria a LIR, com desequilibrio entre fibrose e
reparo na resposta tecidual. A despeito das semelhan-
¢as nas caracteristicas dos doadores dos dois grupos,
ndo podemos descartar a possivel influéncia das alte-
ragdes histoldgicas dos doadores sobre a ocorréncia
de glomeruloesclerose no enxerto, uma vez que as bi-
Opsias pré-transplante nio foram analisadas. Bidpsias
pré-transplante no material doador sio realizadas
rotineiramente em nosso centro, e rins sao aceitos
somente se a glomeruloesclerose for < 20% e nao
houver lesdes arteriolares. Contudo, diferenca signi-
ficativa em esclerose glomerular foi observada apenas
apos trés meses do transplante. Nao houve diferenga
significativa entre os grupos nos primeiros trés meses,
o que enfraquece o argumento da presenga de lesdes
no tecido do doador.

Outro fator risco para desfechos desfavoriveis é
o desenvolvimento de DSA de novo. Contudo, seu
monitoramento apés transplante renal ndo estd fir-
memente estabelecido!”. O surgimento de novos an-
ticorpos anti-HLA e o aumento da intensidade de
fluorescéncia dos anticorpos existentes podem estar
relacionados ao desenvolvimento de rejei¢io sub-
clinica mediada por anticorpos e levar a mudangas
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histoldgicas sutis na auséncia de disfun¢do do enxer-
to ou proteindria. Uma vez que bidpsias protocola-
res ndo sao realizadas rotineiramente em nosso cen-
tro, a ocorréncia de rejeicdo subclinica pode ter sido
subdimensionada.

Considerando os achados das biopsias segundo a
classificagio de Banff, os dois grupos apresentaram
niveis baixos de IF/TA (grau 0 ou 1) durante os dois
primeiros anos apds o transplante. Gosset et al.’ es-
tudaram 1.539 receptores de transplante renal e mos-
traram que pacientes com IF/TA grave (graus 2 ou 3)
um ano ap6s o transplante eram mais propensos a
ter DSAs anti-HLA circulantes no momento do trans-
plante. Os autores também relataram uma associagdo
entre aumento do nivel de intensidade de fluorescén-
cia (MFI) dos DSAs e incidéncia aumentada de IF/TA,
com IF/TA grave na presenca de MFI > 5.000. Em
nosso estudo, apenas trés bidpsias foram indicadas
por DSA de novo ou aumento na intensidade de flu-
orescéncia de DSA, mas ndo foi possivel identificar
uma associacio entre MFI e IF/TA. Além do baixo
numero de casos, a auséncia dessa associa¢ao pode es-
tar relacionada a capacidade de ligacao do anticorpo
ao complemento, uma vez que capacidade de ligagao
entre DSA e Clq estd intimamente associada a RMA
aguda*. No entanto, a ndo avalia¢do do status de Clq
em nossa casuistica prejudica a correta avaliacdo des-
sa hipdtese.

A evolugio clinica nos dois primeiros anos ap0s
o transplante foi comparavel entre os grupos. Apesar
do aumento na incidéncia de rejeicdo celular aguda no
grupo ndo-DSA, as lesdes foram leves, sem impacto
negativo sobre o seguimento de curto prazo. Segundo
a maioria dos estudos?, apenas fibrose de moderada
a grave é preditora de desfechos, o que poderia expli-
car a evolu¢do da fungdo renal e da proteintiria em
nosso estudo, uma vez que os achados das bidpsias
ndo revelaram fibrose significativa segundo o escore
de IF/TAS.

A menor incidéncia de enxertos advindos de doa-
dores falecidos e a incidéncia significativamente me-
nor de doadores com critérios expandidos e funcdo
tardia do enxerto no grupo de pacientes ndo incluidos
no estudo podem estar associadas a melhor fun¢io do
enxerto e menor proteinuria. Temos aqui um viés de
indica¢do, uma vez que todas as bidpsias foram rea-
lizadas por indicag¢do clinica, incluindo fatores como
comprometimento da fun¢io do enxerto ou proteind-
ria, o que pode ter diminuido a deteccdo de rejei¢oes

subclinicas e limitado as conclusdes do presente es-
tudo. Por fim, o periodo de seguimento de dois anos
pode ter sido insuficiente para detectar alteracdes de
longo prazo no enxerto, na fungio renal e na protei-
naria. Apesar das limitagdes, o presente estudo iden-
tificou fibrose intersticial e atrofia tubular minimas
nas bidpsias precoces dos enxertos de receptores com
anticorpos anti-HLA pré-formados, achado possivel-
mente associado a terapia imunossupressora. Estudos
prospectivos com bidpsias protocolares e monitora-
¢do para DSA pés-transplante em pacientes sensibili-
zados ao sistema HLA poderiam elucidar o efeito da
intensidade e especificidade dos anticorpos anti-HLA
sobre o dano tecidual e o desenvolvimento de fibrose
nos enxertos dessa populacio.

CoNCLUSOES

A diferenga nos escores de inflamacao e fibrose inters-
ticial entre os grupos pode ter decorrido do efeito an-
ti-inflamatério das doses mais altas de timoglobulina
administradas no grupo DSA+ em relagdo ao aumen-
to de inflamacdo relacionada a rejei¢ao celular aguda
e nefropatia associada ao BKV no grupo ndo-DSA.
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