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RESUMO

Menezes IM. Correlacéo entre os achados histolégicos em bidpsia protocolar
precoce e seu impacto na fungéo renal e na sobrevida do enxerto de pacientes
transplantados renais sensibilizados [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2024.

O reconhecimento da associacéo entre anticorpos anti-HLA especificos contra
o doador (DSA, de donor specific antibody) e o risco aumentado de rejeicéo e
perda do enxerto é de longa data. Pacientes previamente sensibilizados
apresentam maior risco de rejeicdo mediada por anticorpos no pos-
transplante. Pouco se sabe sobre a correlagdo entre os achados histolégicos
de biopsia precoce do enxerto renal e desfechos relacionados a funcao renal
e a sobrevida desse enxerto. Dessa forma, ndo apenas a monitorizacao
imunologica da presenca de DSA, mas também o seguimento histoldgico,
através de bidpsia protocolar, podem contribuir para o diagndstico precoce
desse tipo de rejeicdo e avaliacdo prognéstica do transplante. Esse € um
estudo retrospectivo, observacional de andlise de uma coorte de 324
pacientes sensibilizados com transplante renal isolado de doador vivo ou
falecido submetidos a bidpsia protocolar nos primeiros 7 a 10 dias de
transplante. O objetivo primario do estudo é correlacionar achados
histol6gicos da bidpsia protocolar e a presenca de DSA pré-transplante com
a evolucao da funcéo renal e a sobrevida do enxerto em até 5 anos de
seguimento clinico.

Palavras-chave: Rejeicdo de enxerto. Sensibilizagdo HLA. Anticorpos.
Biopsia. Histologia. Taxa de filtracdo glomerular. Sobrevida do enxerto.



ABSTRACT

Menezes IM. Correlation between histological findings in early protocol biopsy
and the impact on renal function and graft survival in sensitized kidney
transplanted patients [thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo”; 2024.

The association between the presence of donor specific antibodies (DSA) and
the increased risk of antibody-mediated rejection and graft loss is well known
in the field of kidney transplant. Although previously sensitized patients have
a higher risk of antibody-mediated rejection, little is known about the
correlation between histological findings in early performed renal graft biopsies
and transplant outcomes related to renal function and graft survival. Therefore,
not only is the immunological surveillance pre- and post-transplant important,
but the histological follow-up through protocol biopsy may also contribute to
the early diagnosis of rejection and to the prognosis evaluation of the kidney
transplant. This is a retrospective, observational, cohort study, which included
324 sensitized isolated kidney transplant patients, with deceased or live donor,
who underwent a protocol biopsy between 7 to 10 days after the transplant
surgery. The primary objective of this study is to correlate the histological
findings of the early protocol biopsy and the presence of DSA pre-transplant
with the evolution of the renal graft function and graft survival up to 5 years of
follow-up.

Keywords: Graft rejection. Graft vs host reaction. Antibodies. Biopsy.
Histology. Glomerular filtration rate. Graft survival.
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1. INTRODUCAO

O transplante renal constitui o tratamento de escolha para a maioria
dos pacientes com doenca renal cronica em estagio final. Ja foi demonstrado
que o transplante renal oferece melhora tanto na sobrevida, como na
qualidade de vida desses pacientes, quando comparado aos métodos
dialiticos!. Apesar dos avancos consideraveis na terapia imunossupressora
do transplante renal, a resposta alo-imune ainda constitui um importante fator
determinante para a perda tardia do enxerto®“. Atualmente, as taxas de
rejeicdes agudas ja foram reduzidas para menos de 15% e a sobrevida do
enxerto renal no primeiro ano de transplante ultrapassa 90%, porém a taxa de
perda tardia do enxerto e consequentemente a sua sobrevida a longo-prazo

permanecem inalteradas?°°8.

O reconhecimento da associacao entre anticorpos anti-HLA especificos
contra o doador (DSA, de donor specific antibody) e o risco aumentado de
rejeicdo e perda do enxerto € de longa data. Ha cerca de 40 anos foi
demonstrada a associacdo entre a presenca de anticorpos anti-HLA isotipo
IgG pré-formados e direcionados contra antigenos HLA do doador e a
ocorréncia de rejeicdo hiperaguda e consequentemente a perda do enxerto’.
Com o objetivo de evitar esse tipo de rejeicéo, Patel e Terasaki desenvolveram
a técnica da prova cruzada por citotoxicidade dependente de complemento
(CDC) e a realizacdo da mesma no pré-transplante levou a reducédo da
incidéncia desse tipo de rejeicdo. O fato desses anticorpos anti-HLA serem
linfocitotoxicos definiu seu papel chave na patogénese da rejeicdo mediada
por anticorpos e faléncia do enxerto renal’®. No entanto, alguns DSA pré-
transplante s6 sdo detectados por técnicas mais sensiveis, ademais a rejeicao
mediada por anticorpos também pode ocorrer em pacientes que desenvolvem

tais anticorpos de novo no pés-transplante?©.

Nos ultimos anos houve o desenvolvimento de novas tecnologias e
métodos mais sensiveis e especificos para acessar a especificidade dos

anticorpos anti-HLA do doador. A introducéo dos sofisticados ensaios de fase
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sélida, que utilizam moléculas HLA purificadas aderidas a microesferas,
aumentou a sensibilidade na identificacdo e caracterizacdo dos anticorpos
anti-HLA de classe | e classe Il. Ao mesmo tempo, houve avangos na
classificacao histologica de bidpsias de enxertos renais, especialmente no que
concerne a possibilidade de evidenciar a ativacdo imunopatolégica, atravées
da marcacédo do C4d, confirmando o processo de ativacdo imune pela via
cldssica da cascata de complemento associado a rejeicdo mediada por
anticorpos pré-formados ou de novo''13, Tanto a avaliacdo soroldgica para
deteccao de anticorpos anti-HLA quanto a imuno-histologica sdo necessarias
para o diagnostico dos processos imunologicos que acometem 0 enxerto

renall2,

Apesar da deteccdo e monitoracdo dos anticorpos anti-HLA contra o
doador nos periodos pré e pos-transplante serem amplamente usadas na
pratica clinica do transplante para estratificar o risco de rejeicdo e perda do
enxerto, sabe-se também que nem todo DSA é deletério ao enxerto renal'4,
Ja se tem conhecimento que tais anticorpos podem causar um largo espectro
de efeitos histoldégicos no enxerto, desde auséncia de lesdo renal a

manifestacéo clara de rejeicdo mediada por anticorpo6’.

Uma das formas de se estratificar o risco de rejeicdo mediada por
anticorpos relacionado a presenca de DSA circulante é através da intensidade
média de fluorescéncia (MFI de Mean Fluorescence Intensity) dos anticorpos
anti-HLA especificos contra o doador, onde quanto maior o MFI, maior o risco
de rejeicdo mediada por anticorpos no futuro!®. Entretanto, nem sempre o MFI
elevado levard necessariamente a lesdo renal, pois para causar injuria no
enxerto, o anticorpo precisa ter a capacidade de ativar a cascata de

complemento?!81°

A ativacdo da via classica da cascata do complemento leva a um
fendtipo histologico de lesdo do enxerto caracterizado por inflamacdo da
microvasculatura e deposicdo da fracdo C4d do complemento nos capilares

peritubulares'®?9, Vale ressaltar que, apesar de especifico, o C4d é pouco
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sensivel como indicador de rejeicdo mediada por anticorpos, uma vez que ja
se tem conhecimento de episodios desse tipo de rejeicdo nos quais o C4d é
negativo. Portanto, a capacidade de ligacdo ao complemento nao leva
inevitavelmente a deposicédo de C4d?122,

Em relacdo as alteracbes histoldégicas no transplante renal, a
Classificacdo de Banff é universalmente aceita como padronizacdo da
descricdo dos achados morfologicos em bidpsia do enxerto renal para o
diagndstico das rejeicdes agudas e cronicas?®. Para o diagnostico de rejeicédo

aguda/ativa mediada por anticorpos trés critérios precisam ser preenchidos.

O primeiro € a evidéncia histolégica de lesao tecidual aguda, incluindo
um ou mais dos seguintes:

a) inflamacdo microvascular (g > 0 e/ou ptc > 0), na auséncia de
glomerulonefrite recorrente ou de novo. Entretanto na presenca de rejeicéo
mediada por células, de infiltrado inflamatdério limitrofe, de infeccéo, ptc = 1
isoladamente ndo € suficiente e alteragcbes glomerulares (g > 0) sao
necessarias; pode-se visualizar um exemplo de inflamacdo microvascular na
figura 1.

b) arterite intimal ou transmural (v > 0);

C) microangiopatia tromboética aguda, na auséncia de qualquer outra
causa,;

d) lesdo tubular aguda, na auséncia de qualquer outra causa aparente.

O segundo critério € a evidéncia de interacdo atual ou recente do
anticorpo com o endotélio vascular, incluindo um ou mais dos seguintes:

a) deposicao linear de C4d nos capilares peritubulares (C4d 2 ou C4d
3 atraves de imunofluorescéncia de cortes congelados ou C4d > 0 atraves de
imunoperoxidase em cortes de parafina,

b) pelo menos inflamac&o microvascular moderada (g + ptc = 2), na
auséncia de glomerulonefrite recorrente ou de novo. Entretanto, na presenca

de rejeicdo mediada por células, de infiltrado limitrofe, ou de infecgao, ptc = 1
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isoladamente ndo € suficiente e alteragcbes glomerulares (g > 0) séo
necessarias;

c) expressdo aumentada de transcritos génicos no tecido da bidpsia
que sejam fortemente associados a rejeicdo mediada por anticorpos, se

completamente validados.

O terceiro critério a ser preenchido € a evidéncia soroldgica de
anticorpos doador-especificos (DSA contra antigenos HLA ou ndo-HLA). A
deposicdo de C4d ou a expressao de transcritos génicos classificadores
validados podem substituir a deteccdo do DSA, no entanto, recomenda-se
fortemente a pesquisa completa para DSA, incluindo testes para anticorpos
contra antigenos ndo-HLA nos casos em que o teste para anticorpos contra
antigenos HLA for negativa, sempre que os critérios 1 e 2 forem

preenchidos?3.

A Classificagédo de Banff foi revisada em 2019 e, no que concerne ao
diagnéstico de rejeicdo mediada por anticorpos, esfor¢cos foram realizados
para se caracterizar o grau de atividade e cronicidade dos casos de rejeicao
cronica ativa mediada por anticorpos (ABMR-CA). Tanto a atividade, quanto
a cronicidade da leséo poderia ser classificada em leve, moderada e grave,
porém havendo subjetividade por ser observador-dependente, e, portanto, 0s
critérios diagndsticos para ABMR da classificacdo de 2017 continuam

validos?4.
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A. Glomerulite B. Pericapilarite

Figura 1: Fotos de Microscopia Optica de inflamagdo microvascular em bidpsia de
enxerto renal, gentilmente cedidas pela Dra. Daisa David. A) Glomerulite B)
Pericapilarite

Como mencionado, apesar dos consideraveis avancos da terapia
imunossupressora sobre os desfechos de curto prazo, a resposta alo-imune
gerada pela rejeicdo aguda pode perpetuar levando a rejeicdo crbnica
mediada por anticorpos, a qual constitui importante fator determinante para a
perda tardia do enxertol*. Pacientes previamente sensibilizados e que
mantém DSA positivo no pos-transplante, seja por DSA preexistente, seja por
DSA formado de novo, estdo sob maior risco de desenvolverem rejeicéo
mediada por anticorpos no curso do transplante renal®'%17, Dessa forma, um
dos objetivos mais importantes do transplante renal € evitar a ocorréncia
desse tipo de rejeicdo, visto que & reconhecidamente uma das principais

causas da perda tardia do enxerto?#, como mostra a figura 2.
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Fonte: Sellares J. et al, Am J Transplant. 2012 Feb;12(2):388-99

Figura 2: Principais causas da perda tardia do enxerto

Mesmo tendo conhecimento de extensa literatura que comprova a
associacao entre caracteristicas do doador e do procedimento de transplante
com a funcéo tardia, disfuncéo e faléncia do enxerto?>-32, pouco se sabe sobre
o valor preditivo da apresentacao histoldégica do enxerto renal em biopsias de

vigilancia realizadas precocemente no pés-transplante3334,

No estudo realizado em nosso centro, que acompanhou pacientes
transplantados renais previamente sensibilizados por 2 anos, observou-se
gue os achados histolégicos da bidpsia protocolar, realizada na primeira
semana de pos-transplante, foi capaz de diagnosticar precocemente casos de
rejeicdo aguda mediada por anticorpos®*. Sendo ainda necessario comprovar
o beneficio da bidpsia protocolar precoce em uma coorte maior de pacientes

sensibilizados.
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Racional para a realizacdo do estudo

Pacientes sensibilizados apresentam maior risco de rejeicdo aguda
mediada por anticorpos no pés-transplante. A monitorizacdo da presenca de
DSA e a realizacdo de biopsia protocolar contribuem para o diagnostico
precoce desse tipo de rejeicdo e o seu tratamento em tempo habil pode
consequentemente impactar na melhora da sobrevida do enxerto. Uma das
abordagens possiveis seria a realizacdo de bidpsia de vigilancia
precocemente, jA nos primeiros 7 a 10 dias de pos-transplante, o que ja vem

sendo realizado em alguns servicos.

Hipotese

Levando em consideracao que pacientes sensibilizados tém maior risco
de rejeicdo e que a presenca de anticorpos anti-HLA doador-especificos tem
papel central na patogénese da rejeicdo mediada por anticorpos, levantamos
como hipétese que a realizacao de bidpsia protocolar nos primeiros 7-10 dias
do pés-transplante, além da monitorizacdo do DSA, é capaz de diagnosticar
precocemente a rejeicdo e que seu tratamento precoce impactaria
positivamente na funcao renal de longo-prazo apos o transplante de pacientes

sensibilizados.
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2. OBJETIVOS

2.1. Desfecho primario

Correlacionar os achados histolégicos em bidpsia protocolar
precoce de enxerto renal com a funcdo renal de longo-prazo em

pacientes sensibilizados.

2.2. Desfechos secundarios

1. Comparar a fungéo renal e proteindria entre 0s pacientes com
diagnostico de ABMR na bidpsia protocolar versus aqueles com
diagnéstico de ABMR na bidpsia por indicacéo a longo-prazo;

2. Correlacionar os achados histolégicos que nao fecham critério
para ABMR na biopsia protocolar com a funcéo renal do enxerto em 5
anos de acompanhamento;

3. Correlacionar os achados histolégicos que nao fecham critério
para ABMR na biopsia protocolar com a sobrevida do enxerto em 5
anos de acompanhamento;

4. Determinar os fatores de risco clinicos e histolégicos
implicados na perda de fungao renal e na menor sobrevida do enxerto;

5. Determinar os fatores de risco clinicos e histolégicos

implicados na menor sobrevida do paciente.
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3. METODOS

3.1. Casuistica

Esse é um estudo retrospectivo, observacional de analise de uma
coorte de pacientes sensibilizados anti-HLA e que receberam transplante
renal isolado de doador vivo ou falecido. Os pacientes foram submetidos ao
transplante no Servico de Transplante Renal no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Séao Paulo (UTR HC-FMUSP)
entre 2010 e 2017. Os dados clinicos foram extraidos do prontuério eletrénico,
dados de biépsias do Departamento de Anatomia Patoldgica do Hospital das
Clinicas e dados imunolégicos do Laboratério de Imunologia do Transplante
do Instituto do Coracdo. O seguimento foi de no minimo 12 meses de
transplante a maximo de 5 anos, ou até a perda do enxerto, ou até o 6bito do

receptor.

Todos os pacientes receberam rim de doador com tipagem sanguinea
ABO compativel e foram transplantados com prova-cruzada por citotoxicidade
dependente de complemento T e B negativas no momento da alocacao para
transplantes com doador falecido. Nestes casos, a prova cruzada por
citometria de fluxo foi realizada retrospectivamente, apdés o transplante,
utilizando-se soro do receptor do dia do transplante, bem como células do
doador os quais estavam armazenados no laboratério de Imunologia de

Transplantes do InCor.

Em caso transplante de doador vivo, todos 0s receptores apresentaram
prova-cruzada por citometria de fluxo negativa para linfécitos T e B antes da

internacao para o transplante.
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3.2. Desenho do estudo

Todos os pacientes incluidos no estudo eram sensibilizados com PRA
diferente de zero. Os pacientes foram submetidos a bidpsia protocolar
precoce ao final dos primeiros 7-10 dias de pos-transplante, além disto, alguns
pacientes foram adicionalmente submetidos a (outra) bidpsia por indicacdo
clinica sempre que o médico assistente suspeitasse de rejeicdo, a saber:
elevacdo de 30% da creatinina basal e/ou proteinuria (relacdo P/C >0.3).
Concomitantemente a bidpsia renal, coletava-se soro para pesquisa de DSA,

conforme rotina do servico.

Coorte de pacientes sensibilizados submetidos a biépsia protocolar precoce de enxerto renal entre 2010-2017 (n= 324)

Transplante renal A

7-10 dias
Bidpsia em Seguimento de
tempo zero apos Bidpsia Bidopsia por 5 a:;z:::te
implantagdo do protocolar indicagao o erte ou

enxerto s
6bito

Figura 3: Fluxograma do desenho de seguimento da primeira parte do estudo

Na segunda parte do estudo, foi realizada uma comparacao entre trés grupos
de pacientes: a) o grupo Antibody Activity (AB activity) era composto pelos
pacientes que apresentavam NTA ou inflamag¢ao microvascular (glomerulite
e/ou pericapilarite) na bidpsia protocolar e com DSA pré-transplante ou C4d
positivo, ou seja, ndo fechavam os trés critérios necessarios para diagnostico
de ABMR na bidpsia precoce, mas que ainda evoluiram com rejeicdo na
bidpsia por indicagcéo; b) o grupo ABMR era composto pelos pacientes que
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fechavam critério para esse diagndstico ja na bidpsia protocolar e; ¢) o grupo
controle que incluiu os pacientes com bidpsia protocolar com histologia normal
ou NTA ou glomerulite e/ou pericapilarite e DSA pré-transplante e C4d
negativos e que evoluiram sem rejeicdo na bidpsia por indicacdo. O desenho

da segunda parte do estudo pode ser visto na figura 4.

Coorte de pacientes sensibilizados submetidos a bidpsia protocolar precoce de enxerto renal entre 2010-2017 (n= 324)

Grupo AB activity
Sem diagnéstico de ABMR na bidpsia
protocolar com rejeigdo na biépsia por
indicagcdo

Grupo ABMR

Com diagnéstico de ABMR na bidpsia
protocolar

Seguimento até 5 Grupo controle

BIOpSIa BIOPSIa por anos, ou até perda Sem diagnéstico de ABVIR na biépsia
prOtOCola r indicagﬁo do enxerto ou protocolar sem rejeigéo na bidpsia por
obito indicacdo

Comparagaode desfechos:

Func&o renal
Sobrevida do enxerto

Figura 4: Fluxograma do desenho de seguimento da segunda parte do estudo

3.3. Critérios de inclusao e excluséo

3.3.1. Critérios de inclusao

1. Pacientes com idade igual ou acima de 18 anos.

2. Pacientes submetidos a transplante de rim isolado com doador vivo ou
falecido.

3. Pacientes com painel (PRA) diferente de zero (sensibilizados).
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3.3.2 Critérios de excluséao

1. Pacientes submetidos a transplante de outros 6rgaos que nao o rim.

3.4. Rotina de acompanhamento clinico

3.4.1 Imunossupresséo de inducdo e de manutencao

Todos o0s pacientes receberam terapia de inducdo com
Metilprednisolona 500mg via endovenosa em dose Unica e/ou anticorpo
antilinfocitario Timoglobulina na dose de 6mg/Kg fracionada por 4 a 6 dias
conforme contagem do numero de linfécitos totais. Alguns pacientes com DSA
pré-transplante receberam 2 doses de Imunoglobulina Humana a 5% 1g/Kg

via endovenosa num intervalo de 48 horas entre elas.

A imunossupressdo de manutencao utilizada foi definida de acordo com
as indicacbes habituais do grupo, levando-se em consideracdo as
caracteristicas clinicas e imunolégicas dos pacientes na avaliacdo pré-
transplante. Na maioria dos casos, 0s pacientes receberam Tacrolimo na dose
de 0.2mg/Kg/dia, Micofenolato Mofetil 2000mg/dia ou Micofenolato de Sodio
1440mg/dia e ainda prednisona na dose de 0,5mg/Kg com diminuicédo
progressiva da dose até atingir a dose de 5mg/dia ao final do 2° més pos-

transplante.

3.4.2. Seguimento clinico

O seguimento clinico hospitalar e ambulatorial foi realizado conforme a
rotina do servico. A bidpsia de tempo zero foi realizada 1 hora ap6s o
desclampeamento dos vasos renais durante a cirurgia de implante do enxerto.
Os pacientes foram submetidos a biopsia protocolar ao final dos primeiros 7-

10 dias de pos-transplante, além disto, o médico assistente do paciente
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solicitava biopsias por indicacdo sempre que 0 paciente apresentasse sinais
clinicos e/ou laboratoriais que sugerissem rejeicao, a saber: elevacédo de 30%
da creatinina basal ou proteinaria (P/C) maior que 0,3. Foi feita pesquisa de
DSA sempre que realizada bidpsia do enxerto renal por indicagéo clinica.

3.4.3. Diagnéstico das rejeicdes

Todas as rejeicdes foram confirmadas por bidpsias e classificadas
conforme os Critérios de Banff vigentes no momento de sua realizacdo. Além
da coloracdo por microscopia optica, todos os espécimes de bidpsias foram
submetidos a marcacédo imunohistoquimica por C4d, preferencialmente por

imunofluorescéncia.

Pacientes com disturbios de coagulacdo ou em uso de anticoagulantes
ndo foram submetidos a bidpsia renal enquanto o quadro clinico ndo fosse

seguro para realizacdo da mesma.

3.4.4. Tratamento das rejeicdes

Rejei¢cdes mediadas por células e classificadas como Banff limitrofe ou
Banff IA foram tratadas com pulso endovenoso de Metilprednisolona
500mg/dia durante 3 dias consecutivos. Rejeicbes mediadas por células Banff
IB, Banff lIA, Banff 1IB e Banff Il foram tratadas com Timoglobulina na dose
total de 6mg/kg com infuséo fracionada em 4 a 6 dias a depender da contagem

geral de linfécitos que deveriam estar acima de 150 células/mm?.

Rejeicdbes mediadas por anticorpos (ABMR) foram tratadas com
plasmaferese (4 a 6 sessdes), seguida de imunoglobulina humana 5% na
dose de 2g/kg (fracionada na dose de 1g/Kg com intervalo de 48 horas entre

elas) e posteriormente, rituximabe 375mg/m?de superficie corporea.

Em caso de rejeicbes mistas, os pacientes receberam pulso de
Metilprednislona  e/ou  Timoglobulina, bem como plasmaferese,

imunoglobulina humana e Rituximabe, nas mesmas doses acima descritas.



METODOS 14

3.4.5. Profilaxias

A infeccdo por citomegalovirus (CMV) pode ocorrer em pacientes
transplantados por reativacdo de infec¢do prévia ou por infec¢do priméria. O
status sorologico é considerado o mais importante preditor de doenca por
CMV apos o transplante. Desse modo, receptores CMV-soronegativos antes
do transplante e que recebe um transplante renal de doador CMV-soropositivo
(R-/D+) apresentam maior risco de desenvolver a doenca. Todos 0s pacientes
nesta condicdo e todos aqueles induzidos com Timoglobulina receberam
profilaxia para CMV com Ganciclovir e mais recentemente profilaxia com
Valganciclovir, em ambos os casos com dose corrigida pela fungéo renal, por

3 meses.

A Ivermectina 6mg, com dose ajustada pelo peso, é usada antes das
doses de Metilprednisolona seja na terapia de inducdo ou para o tratamento

de rejeigéo.

E realizada profilaxia para infeccdo do trato urindrio com Amicacina
100mg via endovenosa na inducdo anestésica. Todos 0s pacientes recebem
profilaxia para pneumocistose com Sulfametoxazol-Trimetropina 400/80mg 1
comprimido a noite por 3 meses; a partir do ano de 2015, seu uso passou a

ser continuo e por tempo indeterminado.

3.4.6. Avaliagédo de funcéao renal

A Taxa de Filtracdo Glomerular foi estimada (TFGe) pela formula de
CKD-EPI (mL/min/1,73m? de superficie corpérea). E a proteindria foi aferida
através da relacdo Proteina/Creatina (P/C) em amostra isolada de urina.
Ambos os parametros foram avaliados ao final do primeiro e do terceiro ano

de transplante.
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3.4.7. Testes imunoldgicos

3.4.7.1. Obtencéo de soro do receptor e células do doador

Os soros dos receptores foram coletados para realizagédo do teste de
painel e para pesquisa de anticorpos anti-HLA doador-especificos. Todos os
pacientes foram submetidos a coleta de 15 ml de sangue periférico em tubo
seco e sem anticoagulante no momento da internagao para o transplante, bem
como na ocasido da realizacdo das biopsias renais. Os soros foram
armazenados em refrigeradores a -40°C até o momento da realizacdo dos

testes.

Para obter células mononucleares do doador vivo, foram coletados 50
ml de sangue periférico com heparina (50 U/mL). No caso de doador falecido,
as ceélulas foram obtidas de fragmentos de linfonodo e/ou de bago do doador.
Em ambos os casos, as células mononucleares passaram por processo de
centrifugacéo e, por fim, separadas em linfocitos T e B, seguida de contagem
para se obter a concentracéo de 15 a 20x10° células/mL para, entéo, proceder
a realizacdo das provas-cruzadas. As células nao utilizadas foram distribuidas
em tubos de criopreservacao e refrigeradas a -80°C para uso posterior caso

necessario.

3.4.7.2. Tipificagdo HLA

A tipificacdo HLA foi realizada apés extracdo de DNA contido nos
linfécitos do sangue periférico do doador vivo ou de linfonodos/baco do doador
falecido. A técnica empregada na tipificacdo foi o PCR-SSP (Polymerase
Chain Reaction — Sequence Specific Primers) e o PCR-SSO (Polymerase

Chain Reaction — Sequence Specific Oligonucleotide).

Todos os doadores e receptores foram tipificados para os locci HLA-

A, -B e -DR. Alguns pacientes também tiveram tipificacdo HLA-Cw e -DQ, mas



METODOS 16

isso nao foi possivel em todos, visto que esses testes ndo eram rotina no pais
na ocasido da realizacdo dos transplantes dos pacientes incluidos neste

estudo.

3.4.7.3. Prova-cruzada

a. Teste de Citotoxicidade Dependente de Complemento (CDC)

Todos os pacientes foram alocados para o transplante baseado no

resultado da prova-cruzada por CDC.

Foi incubado 1 pl de soro com 1 pl de suspenséo celular (linfécitos T
ou B do doador) em placa de Terasaki (One Lambda, Canoga Park, CA, USA)
durante 30 minutos a temperatura ambiente; neste periodo ha formacao de
imunocomplexos. Em seguida, foram adicionados 5 pl de complemento de
coelho (One Lambda, Canoga Park, CA, USA), deixando-se incubar por 90
minutos. A reacédo foi evidenciada pela adicdo de 10 pyL de Stain-Fix (One
Lambda, Canoga Park, CA, USA) e apds 20minutos o resultado pdde ser
avaliado em microscépio de contraste de fase e a reacéo € lida como negativa
(linfocitos vivos) ou positiva (linfécitos mortos), quando h& mais do que 10%

de lise celular.

Para caracterizar o isotipo do anticorpo, foi utilizado o agente redutor
ditiotreitol (DTT) o qual destroi as pontes de dissulfeto da molécula IgM dos
anticorpos. Sua inativagdo néo interfere com a reatividade dos anticorpos IgG,
mantendo-os funcionantes de modo a detectar sua atividade em provas-
cruzadas. O DTT é utilizado na proporgéo de 1 parte de DTT 50mM para 9
partes de soro a ser testado em tubo Fisher. Em seguida, procede-se a
incubacéo durante 30 minutos a 37°C, sob agitagéo a cada 5 minutos. Para
aumentar a sensibilidade do teste, foi utilizado o anticorpo a antiglobulina

humana, o AGH (One Lambda, Canoga Park, CA, USA), em uma placa
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contendo linfécitos T. A incubacado das células deve variar de acordo com a

subpopulacao celular utilizada para prova cruzada contra linfocitos T.

b. Prova cruzada por citometria de fluxo

Em um tubo, foram dispensados 100 pL de suspensao celular contendo
0,5x108 células (linfocitos totais do doador) por tubo para incubacgdo. Apds os
processos de centrifugacdo, ressuspensdo e lavagem, as células foram
dispostas em tubos para incubacdo com 25 uL de soro controle-negativo,
outro tubo com 25 L de soro controle-positivo e outro tubo com 25 L soro
teste (soro do receptor). Ap6s 30 minutos de incubacdo a temperatura
ambiente, procede-se novamente a lavagem com FCS, centrifugacdo e
ressuspensao das células. Apds, e para identificar anticorpos do isotipo IgG,
as células foram incubadas com 25 pl de anticorpo anti-lgG humano FITC
(Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) na diluigdo de 1:50 a 4°C durante
30 minutos. ApOs novo processo de lavagem, a suspensdo celular foi
incubada com 25ul de anticorpo anti-CD3 marcado com Cychrome
(Pharmigen, San Diego, CA, USA) e 25 ul de anticorpo anti-CD19 PE
(Pharmigen, San Diego, CA, USA) a 4°C durante 30 minutos. Estes anticorpos
secundarios, marcam respectivamente as reacdes antigenos-anticorpos que
ocorreram nas superficies de linfécitos T (CD3) e linfécitos B (CD19),
respectivamente. Por fim, as células foram ressuspensas em 400 pl de

tampdao de lavagem.

A leitura das reacdes e analise do teste foi realizada em FACS-
Calibu®r (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) e o resultado expresso em
mediana de intensidade e de fluorescéncia. O teste foi positivo quanto a
mediana de intensidade de fluorescéncia foi superior a 60 canais para linfocito

T e superior a 80 canais para linfocitos B.
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3.4.7.4. Reatividade contra painel (PRA) e avaliacdo de anticorpos anti-

HLA doador-especificos

Os testes da Plataforma Luminex (One Lambda, Canoga Park, CA,
EUA) baseiam-se na utilizacdo de microesferas marcadas e com antigenos
HLA purificados de Classe | e Classe Il aderidos em sua superficie. Existem
3 tipos de teste. O teste Mixed detecta simultaneamente a presenca de
anticorpos anti-HLA de classe | e/ou classe Il presentes no soro teste. Trata-
se de um teste qualitativo, com resultado positivo ou negativo para a presenca
de anticorpo circulante. O teste de Flow-PRA detecta a percentagem e a
especificidade dos anticorpos anti-HLA circulantes presente em cada amostra
de soro analisado. Por fim, o teste de Single Antigen Beads, que é muito mais
sensivel que os outros testes, podendo-se definir com maior acuracia a
especificidade do anticorpo circulante. O resultado € expresso em Mediana de
Intensidade de Fluorescencia (do inglés, Median Fluorescence Intensity, MFI)
do anticorpo detectado na circulagéo.

O teste de Flow-PRA foi utilizado pelo Laboratério de Imunologia dos
Transplantes do InCor de 2010 a 2015, apos este periodo, padronizou-se o
uso do teste Mixed como screening, seguido do teste Single para definir as
especificidades e o MFI do anticorpo anti-HLA nos casos em que h& anticorpo
circulante. Nos ultimos anos, gracas ao teste Single, pode-se fazer a avaliacédo
do grau de sensibilizacdo pré-transplante utilizando-se o painel calculado
(PRAC).

Para realizac&o do teste sao incubados 2.5uL de microesferas com 10
pL de soro-teste em cada poc¢o, durante 30 minutos em temperatura ambiente,
ao abrigo da luz e sob homogeneizacéo constante. Para cada teste, utiliza-se
um soro controle negativo e outro soro controle positivo. Todos os dados séo
normalizados para cada esfera, conforme o resultado do teste de controle
negativo. Apés a incubagédo, sdo adicionados 150 pL de tampé&o de lavagem
previamente diluido. A placa é selada e submetida a homogeneizacao,

seguida de centrifugacdo a 1.300 rpm durante 5 minutos. Depois 0 tampé&o de



METODOS 19

lavagem € removido com movimento subito. Repete-se a lavagem por mais 2

VEeZes.

Sao diluidos anticorpo IgG caprino anti-humano conjugado PE em
tampéao de lavagem na diluicdo de 1:100 (0.5uL de anticorpo IgG anti-caprino
com 49.5 uL de tampédo de lavagem para cada poco). Adicionam-se 50 pL
dessa solugao por poco e inicia-se incubacgao por 30 minutos. Apés a lavagem,
adicionam-se 70uL de PBS. O conteudo da placa é entdo transferido para
placa de aquisicdo com fundo em U e inicia-se a leitura do teste.

A leitura do teste é realizada em aparelho LABScan™ (Luminex
Corporation, Austin, Texas, EUA) e a positividade é avaliada pela Mediana de
Intensidade de Fluorescéncia (MFI), unidade que expressa a intensidade da
ligacdo antigeno-anticorpo. MFIs superiores a 500 foram considerados como

positivos, conforme valor de corte da bula do ensaio.

3.4.8. Biopsias de enxerto renal no receptor

As bidpsias renais foram realizadas em trés circunstancias: a biopsia
em tempo zero foi realizada apés reperfusdo do enxerto renal, a biépsia
protocolar apds 7 a 10 dias de transplante, e a bidpsia por indicacao clinica,

em caso de disfuncdo do enxerto e suspeita de rejeicao.

As biopsias renais foram realizadas pela equipe da Urologia do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo,
preferencialmente pela via percutanea, e em seguida encaminhadas para o
Departamento de Anatomia Patologica do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sao Paulo e submetidas a avaliagao
histopatoldégica com as coloragdes tradicionais (hematoxilina-eosina, acido
periodico de Shiff e Tricromio de Masson) e classificadas conforme critérios
de Banff vigente na ocasido das bidpsias. Os espécimes de bidpsias também
foram submetidos a estudo imunohistoquimico por imunofluorescéncia

indireta marcada por C4d.
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A deteccdo de C4d baseia-se na técnica de imunofluorescéncia
indireta. Cortam-se fragmentos de rim congelado numa espessura de 2 a 4
KM, 0s quais sdo colocados em superficie seca para descongelar durante 30
minutos. Apds, estes sao lavados com PBS. A seguir, aplicam-se 150 pl de
avidina-D (100 pg/ml em PBS/BSA 1%) durante 20 minutos. Repete-se
lavagem com PBS. A seguir, aplica-se anti-soro monoclonal contra C4d 1:100
(clone 10-11 Biogenesis) durante 30 minutos. Lava-se com PBS por 3 vezes
durante 2 a 3 minutos. Aplica-se anticorpo de cavalo IgG anti-camundongo
1:100 durante 30 minutos. Lava-se com PBS 3 vezes durante 2 a 3 minutos.
A seguir aplica-se FITC-estreptavidina 1:50 durante 30 minutos. Repetem-se

3 lavagens durante 2 a 3 minutos.

3.5. Analise estatistica

As variaveis continuas sdo apresentadas como média e desvio-padrao
ou mediana e intervalos interquartis e as variaveis categoricas como
frequéncia absoluta e porcentagem. A diferenca entre as médias é
determinada pelo teste de Mann-Whithney, Kruskall-Wallis e através do teste

exato de Fisher de acordo com sua adequabilidade.

A andlise de risco é determinada pelo modelo logistico (dados binarios
— ex. presenca vs nao presenca de AMR nas bidpsias) e modelo de regresséo

gama (dados positivos assimétricos — ex. CKD-EPI e P/C).

As sobrevidas estimadas do enxerto e dos pacientes foram obtidas
através do estimador Kaplan-Meier. Para evitar os casos de censura
informativas, para a analise da sobrevida do enxerto ndo foram consideradas
observagbes de Obito com enxerto funcionante (sobrevida do enxerto
censurada para 6bitos, N=50 0Obitos). A analise de risco do efeito de variaveis
em relacdo a sobrevida do enxerto e a sobrevida do paciente foi feita através

do teste de log-rank.
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As analises estatisticas foram executadas com auxilio do software R

(versao 4.0.3). O p-valor < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

3.6. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Por tratar-se de estudo observacional, realizado através da analise de
dados do prontuario eletrénico, ndo houve necessidade de TCLE conforme
deliberado pelo parecer do CEP de nimero 4.169.976 na data de 23 de julho
de 2020.
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4. RESULTADOS

4.1. Pacientes incluidos

No periodo de janeiro de 2010 a dezembro de 2017, foram realizados
1624 transplantes de rim isolado na Servi¢o de Transplante Renal do Hospital
das Clinicas da FMUSP. Desses, 435 (27%) foram transplantes renais em
pacientes previamente sensibilizados, ou seja, com PRA diferente de zero,
dos quais 324 foram submetidos a bidpsia de vigilancia do enxerto renal nos
primeiros 7 a 10 dias de poés-transplante e foram incluidos no estudo,

conforme evidenciado na figura 5.

Transplantes no periodo 1624 transplantes renais
entre 2010 e 2017

Alocagdo [ l

1189 pacientes (73%) 435 (27%) pacientes
ndo sensibilizados sensibilizados
PRA=0 PRAZ=0

Transplantectomia na
primeira semana (n=8)

, Obito na primeira
Seguimento semana (n=18)

Contra-indicagdo a bidpsia precoce
(n=1)
Fatores hemodinamicos

135 (42%) pacientes com
DSA pré-existente

Sem bidpsia precoce
entre D7-D10 (n=84)

220 (68%) pacientes

submetidos a alguma

. 324 (74%) pacientes submetidos a bidpsia bidosi
Andlise protocolar precoce entre 7-10 dias de pos- - ) c?utra_ '0!’5_“ elr
indicagdo clinica no 12

transplante— incluidos no estudo
ano de transplante

Figura 5: Fluxograma de pacientes incluidos no estudo

Em relagdo a caracterizacdo demografica da amostra populacional
analisada no estudo, entre os 324 pacientes transplantados renais
sensibilizados e submetidos a bidpsia protocolar, a idade média foi de 47 + 12
anos, sendo que 243 (75%) deles eram do sexo feminino. Em relacdo as
formas de sensibilizacdo, entre as mulheres incluidas no estudo, 210 (86%)
ja haviam tido pelo menos uma gestagao prévia. A maioria dos pacientes, 256

(79%), foram submetidos ao primeiro transplante, enquanto 68 (21%) eram
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re-transplante e 230 (71%) ja haviam recebido transfusdo de sangue

previamente.

Entre os pacientes incluidos no estudo, 248 (77%) receberam rim de
doador falecido, dos quais 152 (47%) cursaram com funcéo retardada do
enxerto. A maioria dos pacientes, 297 (92%), receberam inducdo com
Timoglobulina e 304 (94%) receberam o0 esquema triplice de
imunossupressao de manutengéo com Tacrolimo, Prednisona e Micofenolato

de sédio. Esses dados descritivos podem ser vistos na tabela 1.

Tabela 1: Caracterizagdo da amostra de pacientes (N=324)

Dados demograficos do receptor N
Idade em anos, média (DP) 324 47 £ 12
Sexo feminino, n (%) 324 243 (75)
Gestagao prévia, n (%) 243 210 (86)
Numero de gestagoes, n (%) 243
0 33 (13)
1 23 (9)
2 43 (18)
3 ou mais 144 (59)
Primeiro transplante, n (%) 324
Sim 256 (79)
Nao 68 (21)
Numero de transplantes, n (%) 324
1 255 (79)
2 58 (18)
3 ou mais 11 (3)
Transfusédo de sangue sim, n (%) 324 230 (71)
Dados do doador
Tipo de doador, n (%) 324
Falecido 248 (76)
Vivo 75 (23)
Dados transplante
Funcao retardada do enxerto, n (%) 324 152 (47)
Inducdo com Timoglobulina, n (%) 324 297 (92)

Imunossupresséo com TAC+P+MPA n (%) 324 304 (94)
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Primeira parte do estudo

4.2. Dados clinicos

4.2.1. Perfil imunolégico pré e pos-transplante

4.2.1.1. Reatividade contra painel no pré-transplante renal

Em relacdo aos dados imunoldgicos, os 324 pacientes incluidos
apresentavam painel diferente de zero, sendo que 118 (37%) deles tinham
PRA acima de 80%. Na amostra estudada, 116 (36%) pacientes tinham
apenas anticorpos de Classe | e 32 (10%) apresentavam apenas anticorpos
de Classe Il, enquanto 176 (54%) pacientes apresentavam anticorpos de
Classe | e de Classe Il pré-transplante. 135 (42%) pacientes da amostra
apresentavam anticorpos especificos contra o doador (DSA) antes do
transplante, como pode ser observado na tabela 2 e gréafico 1. A mediana da
intensidade do MFI do DSA imunodominante foi de 3250 (2026-6865), grafico
2. Todos os dados imunologicos da amostra podem ser visualizados na tabela
2.

4.2.1.2. Reatividade contra painel no pos-transplante renal

Foi realizada a pesquisa de DSA de novo no pés-transplante quando
realizada a biopsia por indicacdo. Dos 220 pacientes com biopsia por
indicacdo, 47 (21%) nao tiveram pesquisa de DSA. Entre os 173 com
pesquisa, 121 (70%) o DSA era positivo e em 52 (30%) o DSA era negativo.
Chama a atencao que, dentre os 121 pacientes com DSA positivo no periodo
da biopsia por indicagédo, 110 (91% dos casos) corresponderam a DSA pré-
formado e apenas 11 (9%) a DSA de novo. Tais dados podem ser vistos na

tabela 3 e no gréfico 3.
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Tabela 2: Caracterizagdo dos dados imunologicos da amostra de pacientes
(N=324)

Caracteristicas Imunolégicas N =324 (%)
PRA Classe | e Classe Il; n (%)
1-10% 19 (6)
11 -50% 99 (31)
51 -80% 88 (27)
>80% 118 (36)
PRA calculado %, média £ DP
Classe | 47 + 29
Classe Il 38126

Classes de anticorpos anti-HLA, n (%)

Apenas Classe | 116 (36)
Apenas Classe Il 32 (10)
Classes | & Il 176 (54)

Mismatches HLA; n (%)

Locus A, B e DR

0 21 (6)
1-2 101 (31)
3-4 135 (42)
5-6 67 (21)
Locus —Cw
(n=55) 0 7 (13)
1 25 (45)
2 23 (42)
Locus -DQ
(n=88)
0 54 (61)
1 24 (28)
2 10 (11)
DSA pré-transplante, n (%) 135 (42)
MFI do DSA imunodominante (1Qs- 3250 (2026-6885)
1Q3)
MFI do DAS pré-transplante, n (%)
500 - 1500 13 (10)
1501 - 3000 44 (33)
3001 - 6000 37 (27)
>6000 41 (30)

PRA: panel reactivity antibodies

Mismatches: incompatibilidades
DSA: donor specific antibody
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Grafico 1: Frequéncia de DSA positivo pré-transplante
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Gréfico 2: Grafico em boxplot da mediana do MFl imunodominante dos DSA pré-

transplante

MFI de DSA pré transplante (N=135)
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Tabela 3: Frequéncia absoluta e percentuais de DSA (pré-formado ou de novo)
positivo no periodo da biépsia por indicacédo (N=220)

DSA (pré-formado ou de novo) no
periodo da bidpsia por indicacao

Frequéncia (%)

Positivo 121 (55)
Negativo 52 (24)
Sem exame 47 (21)
Total 220 (100)
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Grafico 3: Frequéncia de DSA (pré-formado ou de novo) positivo no periodo da
bidpsia por indicagao
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4.3. Achados histolégicos

4.3.1. Tempo médio entre o transplante e a bidpsia protocolar e
complicagoes das bidpsias protocolares

O tempo médio entre o transplante de rim e a realizagdo da bidpsia
protocolar foi de aproximadamente 9 dias (mediana de 8 dias, intervalo
interquartil de 6-11 dias), conforme pode ser visualizado no grafico 4. Abidpsia
protocolar mostrou-se ser um procedimento seguro, conforme observado na
tabela 4 e no grafico 5. A complicagcdo mais frequente foi sangramento

manifestado por hematuria.

Tempo em dias transplante renal e a realiza¢gdo da biopsia protocolar

o o Média=8.8
@ 7 Mediana = 8
& o

[s]

(o)
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Grafico 4: Tempo médio e mediana entre o transplante e a bidpsia protocolar
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Tabela 4: Frequéncia absoluta e percentuais de complica¢gdes na bidpsia
protocolar (N=324)

ComplicagGes na bidpsia protocolar Frequéncia (%)
Sim 16 (5)

Nao 308 (95)
Total 324 (100)

Grafico 5: Frequéncia de complicagdes na bidpsia protocolar
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4.3.2. Histologia das biopsias de enxerto renal de tempo zero e das
bidpsias protocolares (7-10 dias ap0s o transplante)

Dos 324 pacientes submetidos a biopsia protocolar, 166 (51%) também
haviam sido submetidos a bidpsia de tempo zero e 220 (68%) deles foram
submetidos posteriormente a bidpsia por indicagao clinica. A mediana de dias
entre a bidpsia protocolar e a biépsia por indicacdo foi de 54 dias (interquartis
de 15-118 dias). Percebe-se que tanto na biopsia de tempo zero, como na
biépsia protocolar, o principal achado histolégico foi a necrose tubular aguda
(NTA), seguido de glomerulite e/ou pericapilarite. NTA ocorreu em 132 (76%)
0s pacientes com bidpsia de tempo zero e em 158 (49%) pacientes com
biépsia protocolar e o achado de glomerulite e/ou pericapilarite ocorreu em 16
(9,6%) pacientes com bidpsia de tempo zero e 39 (12%) pacientes com
biépsia protocolar. Outro achado histologico relevante na bidpsia protocolar
(n=324) foi o de rejeicdo aguda mediada por anticorpos (ABMR) em 39 (12%)
pacientes. Tabela 5 e Gréficos 6.1 (biépsia em tempo zero) e 6.2 (biopsia

protocolar).

4.3.3. Histologia das bidpsias de enxerto renal por indicacao

Quando analisamos os principais achados histolégicos da biépsia por
indicacdo (n=220), os casos de NTA correspondeu a 42 (19%) pacientes, o
achado de glomerulite e/ou pericapilarite ao todo somaram 31 (14%)
pacientes, o numero de casos de ABMR ao todo somaram 30 (14%)
pacientes. Chama a atencdo o numero de casos de atrofia tubular e fibrose
intersticial (IFTA), totalizando 24 (11%) pacientes, entre os achados
histologicos na biopsia por indicagéo clinica. A caracterizacdo dos principais
achados histolégicos nas biopsias de enxerto renal nos trés tempos pode ser

vista na tabela 5 e no grafico 6.3.
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Tabela 5: Frequéncias absolutas e percentuais dos principais achados histoldgicos
das bidpsias no tempo zero, protocolar e por indicagao

Achados Biopsia no tempo zero Bidpsia protocolar Biopsia por indicagao
histolégicos N =166 N =324 N =220
Normal; n (%) 3(2) 21 (6) 9 (4)
NTA; n (%) 132 (80) 158 (49) 42 (19)
ABMR; n (%) 0(0) 39 (12) 30 (14)
TCMR; n (%) 0(0) 3(1) 11 (5)
G e/ou ptc; n (%) 16 (10) 39 (12) 31 (14)
Infiltrado 0 (0) 13 (4) 16 (7)
limitrofe; n (%)

IFTA; n (%) 0 (0) 0(0) 24 (11)
Outros; n (%) 15 (9) 51 (16) 57 (26)

NTA: necrose tubular aguda; ABMR: rejeicdo mediada por anticorpos; TCMR: rejeicao
mediada por células; G e/ou/ptc: glomerulite e/ou pericapilarite
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Grafico 6.2: Grafico de barras com frequéncias absolutas dos principais achados
histolégicos das bidpsias protocolar

Achados histolégicos na biopsia protocolar, N=324
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Grafico 6.3: Grafico de barras com frequéncias absolutas dos principais achados
histologicos das bidpsias por indicagao clinica

Achados histologicos na bidpsia por indicagio, N=220
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4.4. Estudo imunopatologico

Entre os pacientes que realizaram ambas as bidpsias, protocolar e por
indicacdo (n=220), percebe-se uma manutencao do padrao de positividade do
C4d em ambos os momentos. A maioria dos pacientes apresentaram C4d
negativo, tanto na bidpsia protocolar, 161 (75%), como na biopsia por
indicacao, 154 (70%). Dentre aqueles que apresentaram deposi¢céo de C4d,
a maioria teve positividade em mais de 50% dos capilares peritubulares,
respectivamente, 29 (13%) na biopsia protocolar e 26 (12%) na biépsia por
indicagéo. A pesquisa de C4d ndo estava disponivel para todos os pacientes
submetidos a ambas as bidpsias, ndo sendo realizada em 22 (10%) pacientes
guando da bidpsia protocolar e em 27 (12%) quando da biépsia por indicacéo.
Entre os que tiveram pesquisa de C4d (198), 161 (81%) tiveram resultado
negativo e 37 (19%) tiveram resultado positivo na biopsia protocolar. Quando
da bidépsia por indicacdo, entre os pacientes que tiveram pesquisa de C4d
(193), 154 (80%) tiveram resultado negativo e 39 (20%) tiveram resultado

positivo. Esses dados podem ser vistos na tabela 6.

Tabela 6: Frequéncias absolutas e percentuais de deposi¢ao do C4d das bidpsias
protocolar e por indicagao

Biopsia protocolar Biopsia por indicagao
C4d
N =220 N =220
Negativo 161 (73) 154 (70)
<10% 2 (10) 6 (3)
10% a 50% 6 (3) 7 (3)
> 50% 29 (13) 26 (12)

Sem exame 22 (10) 27 (12)
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4.5. Fungao renal

4.5.1. Associacao entre taxa de filtragao glomerular estimada (TFGe) e
histologia nas bidpsias protocolares e por indicagao

Em relagéo aos principais achados histologicos e seu impacto na Taxa
de Filtragdo Glomerular estimada (TFGe), chama ateng¢do que o achado de
rejeicdo mediada por anticorpos (ABMR), seja na biépsia protocolar renal
precoce, seja na bidpsia por indicagao clinica, esta associado a menor TFGe
em 1 ano e em 3 anos de seguimento no pés-transplante (p<0,05). Por outro
lado, o achado de alteragdes histologicas mais incipientes relacionadas a
inflamacdo microvascular e vistas isoladamente, sem o componente
imunoldgico, como glomerulite e/ou pericapilarite, ndo foi associado a queda
da TFGe no mesmo periodo, conforme demonstrado na tabela 7 e no grafico
7.

Tabela 7: Taxa de Filtragao Glomerular (TFG estimada por CKD-EPI) de
acordo com achados histolégicos nas bidpsias protocolar e por indicagao

TFGe (mL/min/1,73m?) em 1 ano

Achados histolégicos Sim Nao Valor-p
ABMR - biépsia protocolar 37 (22) 47 (24) 0,02
ABMR - biépsia por indicacéo 34 (11) 48 (24) 0,02
g e/ou ptc - bidpsia protocolar 47 (25) 46 (23) 0,81
g e/ou ptc - bidpsia por indicagdo 38 (19) 35 (22) 0,89
IFTA — biépsia protocolar? - - =
IFTA — biépsia por indicacao 39 (18) 38 (22) 0,94

TFGe (mL/min/1,73m?) em 3 anos

Achados histolégicos Sim Nao Valor-p
ABMR - biépsia protocolar 35 (24) 47 (25) 0,04
ABMR - bidpsia por indicagéo 32 (14) 48 (25) 0,02
g e/ou ptc - bidpsia protocolar 46 (24) 46(25) 0,94
g e/ou ptc - bidpsia por indicagdo 36 (22) 36 (23) 0,87
IFTA — biépsia protocolar - - -
IFTA — biépsia por indicacao 35 (20) 36 (23) 0,84

ABMR: rejeicdo mediada por anticorpos; g: glomerulite; ptc: pericapilarire; IFTA: fibrose
intersticial e atrofia tubular

!Na amostra analisada (N=324) a frequéncia de IFTA na biopsia protocolar foi igual a 1.
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Grafico 7: Grafico em boxplots para Taxa de Filtragdo Glomerular (TFG estimada por
CKD-EPI) de acordo com presenca ou nao de ABMR nas biépsias protocolar e por
indicagéao
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4.5.2. Associacao entre proteinuria e histologia nas bidpsias protocolar

e por indicagéao

Com relagdo a deteccéo de proteindria e sua associacdo com achados
histoldgicos, apenas o diagnéstico de ABMR na bidpsia por indicacdo, e ndo
na protocolar, foi associado ao aumento da relacdo proteina/creatinina
urinaria (P/C), no seguimento de 1 ano e de 3 anos apds o transplante
(p<0,05), como pode ser visualizado na tabela 8 e no grafico 8.

Os demais achados histoldgicos, a citar glomerulite e/ou pericapilarite
(g elou ptc) e fibrose intersticial e atrofia tubular (IFTA), tanto na bidpsia
protocolar, quanto na biépsia por indicacdo, nao tiveram associacao
estatisticamente significativa com o aumento da proteiniria em 1 e em 3 anos

de seguimento. Tabela 8 e gréfico 8.

Tabela 8: Relacdo proteina/creatinina (P/C) de acordo com achados
histologicos nas bidpsias protocolar e por indicagéo

Relagédo P/C em 1 ano

Achados histolégicos Sim Nao Valor-p
ABMR - biépsia protocolar 0,9 (2) 0,5 (0,8) 0,16
ABMR - biépsia por indicacéo 1,2 (1) 0,5 (0,8) 0,02
g e/ou ptc - bidpsia protocolar 0,5 (1) 0,6 (0,7) 0,70
g e/ou ptc - biépsia por indicagao 0,5(1) 0,8 (0,8) 0,28

IFTA — biépsia protocolar - = o
IFTA — bidpsia por indicagao 0,3 (0,2) 0,5 (0,8) 0,80

Relagao P/C em 3 anos

Achados histolégicos Sim Nao Valor-p
ABMR - biépsia protocolar 0,8 (1,4) 0,6 (0,9) 0,83
ABMR - bidpsia por indicagéo 1,4 (1,2) 0,6 (0,9) 0,007
g e/ou ptc - bidpsia protocolar 0,6 (0,4) 0,4 (0,7) 0,62
g e/ou ptc - bidpsia por indicagdo 0,8 (0,6) 0,6 (1,3) 0,61

IFTA — biépsia protocolar - - -

IFTA — biépsia por indicagao 0,85 (0,97) 0,77 (1,33) 0,05

ABMR: rejeicdo mediada por anticorpos; g: glomerulite; ptc: pericapilarire; IFTA:
fibrose intersticial e atrofia tubular
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Grafico 8: Grafico em boxplots para relagido proteina/creatinina (P/C) de acordo com o
achado histolégico de ABMR nas biépsias protocolar e por indicagao
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4.5.3. Associacao entre a deposi¢ao de C4d nas bidpsias protocolar e
por indicacao e indicadores de fungao renal

Ao analisar a deposicao de C4d nos capilares peritubulares das
bidpsias protocolar e por indicagdo, nota-se que apenas a positivagdo do C4d
na biopsia protocolar esteve associada a menor TFGe em 1 ano de
seguimento (p<0,05), porém esse resultado ndo permaneceu significativo no
seguimento de 3 anos ou no achado de C4d positivo na bidpsia por indicagéo
clinica, o que pode ser visto na tabela 9 e grafico 9. A positivagdo do C4d tanto
na bidpsia protocolar, como naquela por indicagao, nao foi associada a piora

da proteinuria nesse mesmo periodo de acompanhamento.

Tabela 9: Indicadores de fungao renal (TFG por CKD-EPI e P/C) de acordo com a

deposicdo de C4d nas bidpsias protocolar e por indicagao

C4d - Biopsia protocolar (N=324)

Negativo Positivo Valor-p
CKD-EPI 1 ano 48,04 (24,14) 39,62 (23,53) 0,03
CKD-EPI 3 anos 46,99 (25,62) 42,95 (25,92) 0,41
P/C 1 anos 0,46 (0,75) 0,81 (1,93) 0,33
P/C 3 anos 0,62 (0,94) 0,68 (1,21) 0,87

C4d - Biopsia por indicagao (N=220)

Negativo Positivo Valor-p
CKD-EPI 1 ano 39,03 (21,04) 38,60 (16,61) 0,80
CKD-EPI 3 anos 35,41 (20,75) 40,18 (20,59) 0,29
P/C 1 anos 0,61 (0,93) 1,00 (2,13) 0,73
P/C 3 anos 0,78 (1,19) 0,85 (1,02) 0,62

P/C: relagdo proteina/creatinina
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Grafico 9: Grafico em boxplots para Taxa de Filtracdo Glomerular (TFG estimada por
CKD-EPI) de acordo com a deposigao de C4d nas biépsias protocolar e por indicagao
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4.5.4. Comparacdo da TFGe entre pacientes com ABMR na bidpsia

protocolar, na biépsia por indicacdo e sem ABMR

Quando comparada a funcdo renal entre o0s pacientes que
apresentaram ABMR na biopsia protocolar, aqueles que tiveram ABMR na
bidpsia por indicacdo e aqueles que ndo apresentaram ABMR em nenhum
momento, percebe-se que a presenca de ABMR tanto na bidpsia protocolar,
como na bidpsia por indicacdo conferiu menor TFGe e maior P/C em 1 ano de
seguimento do pés-transplante (p<0,05). Ao se comparar 0s grupos de
pacientes com ABMR na bidpsia renal precoce em relacdo aqueles que
tiveram ABMR diagnosticada apenas na bidpsia por indicacdo clinica,
percebe-se uma tendéncia a menor TFGe e maior P/C no grupo que teve seu
diagnéstico histologico de ABMR mais tardiamente, na biépsia por indicacéo,

0 que pode ser visualizado no gréfico 10.

Grafico 10: Grafico em boxplots para Taxa de Filtracdo Glomerular (TFG estimada por
CKD-EPI) e Proteinuria (P/C) em 1 ano de acordo com o achado histol6gico de ABMR
nas bidpsias protocolares e por indicacdo e auséncia do achado. BP: bidpsia
protocolar. Bl: biépsia por indicacdo
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4.6. Analises derisco

4.6.1 Fatores de risco implicados nareducéo da TFGe

4.6.1.1. Analise univariada

No que concerne aos achados histolégicos, na analise univariada de
risco, a um nivel de significancia de 20%, o diagnéstico de ABMR seja na
bidpsia protocolar, seja na bidpsia por indicacao clinica, reduziu a média da
TFGe em 1 ano em 21% (IC: 0,60 — 0,99, p<0,05) e em 30% (IC: 0,55 - 0,86,
p< 0,05), respectivamente. Ademais, o diagndstico de ABMR na biopsia por
indicacao teve efeito de diminuir a TFGe em 35% (IC: 0,46 — 0,85r, p<0,05)
em 3 anos de seguimento. As variaveis utilizadas na analise univariada de

risco podem ser visualizadas na tabela 10.

Nenhum dos indicadores de inflamacdo microvascular, como
glomerulite e/ou pericapilarite, vistos isoladamente, ou deposicdo C4d nos
capilares peritubulares, seja na bibépsia protocolar, seja na biopsia por
indicacao, foi associado a impacto negativo na fungéo renal no periodo de 1

e de 3 anos de seguimento. Esses dados podem ser vistos na tabela 10.
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Tabela 10: Analise univariada de risco parareducdo da TFGe em 1 ano e 3 anos

de seguimento

TFGe (mL/min/1,73m?) em 1 ano

Efeito IC 95 inf IC 95 sup Valor-p
Sexo feminino 1,043 0,885 1,201 0,583
Idade 0,997 0,993 1,002 0,418
Doador falecido 0,971 0,837 1,105 0,681
Achado ABMR BP sim 0,799 0,609 0,990 0,006
Achado ABMR BI sim 0,706 0,552 0,860 0,001
Achado g e/ou ptc BP sim 1,030 0,840 1,220 0,749
Achado g e/ou ptc Bl sim 0,916 0,649 1,184 0,560
C4d BP positivo 0,824 0,655 0,993 0,065
DSA positivo pré transplante 0,926 0,808 1,043 0,235
TFGe (mL/min/1,73m?) em 3 anos
Efeito IC 95 inf IC 95 sup Valor-p
Sexo feminino 0,966 0,802 1,130 0,692
Idade 0,994 0,989 1,000 0,005
Tipo de doador falecido 0,991 0,823 1,159 0,918
Achado ABMR BP sim 0,760 0,503 1,018 0,112
Achado ABMR Bl sim 0,657 0,465 0,849 0,004
Achado g e/ou ptc BP sim 0,998 0,782 1,214 0,991
Achado g e/ou ptc Bl sim 0,991 0,614 1,368 0,966
C4d BP positivo 0,914 0,685 1,142 0,480
DSA positivo pré transplante 0,902 0,760 1,045 0,204

ABMR: rejeicdo mediada por anticorpos
BP: bidpsia protocolar

Bl: bidpsia por indicacdo

g: glomerulite

ptc: pericapilarite

DSA: donor specific antibody
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Na analise univariada de risco para a ocorréncia de proteindria, apenas
o diagnéstico histolégico de ABMR, na biopsia por indicacdo, aumentou o
risco para a elevacéo da relacado P/C em 2,6 vezes (IC: 1,0 — 4,2, p<0,05) em
1 ano de seguimento e em 2,4 vezes (IC: 0,91 — 3,9, p<0,05) em 3 anos de
acompanhamento. Da mesma forma que para a TFGe, os achados
histolégicos que denotam inflamacdo microvascular (glomerulite e/ou
pericapilarite), analisados isoladamente, n&o tiveram efeito de piorar a
proteindria nesse tempo de seguimento. Esses resultados e as variaveis

utilizadas na anélise univariada de risco podem ser vistos na tabela 11.

Chama atencdo o fato de a presenca de DSA positivo no pré-
transplante, analisado também isoladamente, ndo ter sido associada a
qualquer impacto seja na TFGe, seja na P/C, em 1 ano e em 3 anos de

seguimento dessa coorte.
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Tabela 11: Analise univariada de risco para proteintdria em 1 ano e 3 anos de
seguimento
Relagédo P/C em 1 ano

Efeito IC 95 inf IC 95 sup Valor-p
Sexo feminino 0,652 0,250 1,053 0,173
Idade 0,992 0,968 1,016 0,554
Tipo de doador falecido 1,711 0,957 2,465 0,016
Achado ABMR BP sim 1,998 0,135 3,862 0,145
Achado ABMR BI sim 2,610 1,029 4,190 0,001
Achado g e/ou ptc BP sim 1,227 0,425 2,030 0,538
Achado g e/ou ptc Bl sim 1,724 0,128 3,320 0,428
C4d BP positivo 1,764 0,250 3,274 0,195
DSA pré transplante + 1,091 0,551 1,630 0,728

Relagao P/C em 3 anos

Efeito IC 95 inf IC 95 sup Valor-p
Sexo feminino 0,812 0,403 1,221 0,419
Idade 1,004 0,990 1,018 0,507
Tipo de doador falecido 0,960 0,370 1,551 0,898
Achado ABMR BP sim 1,357 0,034 2,680 0,538
Achado ABMR Bl sim 2,435 0,909 3,962 0,0005
Achado g e/ou ptc BP sim 0,721 0,408 1,033 0,319
Achado g e/ou ptc Bl sim 0,740 0,031 1,448 0,537
C4d BP positivo 1,099 0,167 2,030 0,827
DSA pré transplante + 1,363 0,742 1,983 0,182

ABMR: rejeicdo mediada por anticorpos
BP: biopsia protocolar

Bl: biopsia por indicagao

g: glomerulite

ptc: pericapilarite

DSA: donor specific antibody
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4.6.1.2. Analise multivariada

Ao realizar a analise multivariada de risco, o diagndstico histol6gico de
ABMR na bidpsia por indica¢éo, mas néo na biopsia protocolar, constituiu fator
independente de risco para a diminuicdo da TFGe em 1 ano e em 3 anos de
seguimento no poés-transplante. A ocorréncia de ABMR na biopsia por
indicacao teve o efeito de reduzir em 22% (IC: 0,61 — 0,96, p<0,05) a TFGe
em 1 ano e em 29% (IC: 0,54 — 0,89) em 3 anos de acompanhamento. O
diagnoéstico de ABMR na bidpsia renal protocolar e a existéncia prévia de DSA
nao se mostraram fatores de risco independentes para a perda de TFGe
nessa coorte de pacientes sensibilizados. Esses dados podem ser
observados na tabela 12.

Tabela 12: Anélise multivariada de risco para diminuicdo da TFGe em 1 ano e 3
anos de seguimento

TFGe (mL/min/1,73m?) em 1 ano

Efeito IC 95 inf IC 95 sup Valor-p
Sexo feminino 1,03 0,865 1,190 0,732
Achado ABMR BP sim 0,85 0,487 1,208 0,441
Achado ABMR BI sim 0,78 0,607 0,959 0,033
C4d BP positivo 0,92 0,561 1,287 0,695
DSA positivo pré transplante 0,98 0,840 1,119 0,782

TFGe (mL/min/1,73m?) em 3 anos

Efeito IC 95 inf IC 95 sup Valor-p
Sexo feminino 1,02 0,868 1,182 0,744
Idade 0,99 0,991 1,001 0,194
Achado ABMR BP 0,82 0,599 1,033 0,134
Achado ABMR Bl 0,72 0,542 0,889 0,006
DSA positivo pré transplante 0,96 0,830 1,090 0,556

ABMR: rejeicdo mediada por anticorpos
BP: bidpsia protocolar

Bl: bidpsia por indicacdo

DSA: donor specific antibody
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Em relacdo ao efeito sobre a proteindria, novamente apenas o

diagnéstico histolégico de ABMR na bidpsia por indicacdo se mostrou como

fator de risco independente para o aumento da relagéo P/C, tendo o efeito de

aumenta-la em 2,7 vezes (IC: 1,0 — 4,4, p<0,05) em 3 anos de seguimento, 0

gue pode ser visualizado na tabela 13.

Tabela 13: Analise multivariada de risco para proteintriaem 1 ano e 3 anos de

seguimento
Relagao P/C em 1 ano
Efeito IC 95 inf IC 95 sup
Sexo feminino 0,87 0,396 1,345
Tipo de doador falecido 1,24 0,649 1,824
Achado ABMR BP 2,19 0,112 4,259
Achado ABMR BI 1,39 0,426 3,207
C4d positivo BP 0,60 0,157 1,045
Relagao P/C em 3 anos
Efeito IC 95 inf IC 95 sup
Sexo feminino 0,76 0,329 1,191
Achado ABMR BI 2,72 1,051 4,399
DSA pré transplante 1,10 0,611 1,588

Valor-p
0,618
0,380
0,106
0,620
0,176

Valor-p
0,344
0,001
0,673

ABMR: rejeicdo mediada por anticorpos
BP: bidpsia protocolar

BIl: bidpsia por indicacdo

DSA: donor specific antibody
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4.7. Evolucéo

4.7.1. Analises da frequéncia e das causas de perda do enxerto

Durante o acompanhamento dessa coorte (324 pacientes), foram
observadas 157 (48%) perdas do enxerto, como pode ser visto na tabela 14.
O tempo médio para a perda do enxerto foi de 6,2 anos e a mediana foi de 6,4
anos. Na maioria dos casos, a causa da perda do enxerto se deveu a
ocorréncia de rejeicdo crbnica (38%), seguida em frequéncia por 6bito com
enxerto funcionante (32%). A nefropatia por polioma virus (7%) e a recidiva
da doenca de base (5%) também foram causas observadas de perda do

enxerto nessa populacédo, conforme demonstrado na tabela 15 e grafico 11.

Tabela 14: Frequéncia absoluta e percentuais de perda de enxerto na coorte
observada (N=324)

Perdas de enxerto durante o acompanhamento Frequéncia (%)
Sim 157 (48)
Nao 167 (52)
Total 324 (100)

Tabela 15: Frequéncia absoluta e percentuais de causas da perda do enxerto
na coorte observada (N=157)

Causas da perda do enxerto Frequéncia (%)
Rejei¢éo cronica 60 (38)
Nefropatia por Polioma virus 11 (7)
Recidiva da doenca de base 8 (5)
Obito com enxerto funcionante 50 (32)
Outros 28 (17)

Total 157 (100)




RESULTADOS 49

Gréfico 11: Distribuicdo percentual das causas de perda do enxerto

Causas da perda do enxerto
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4.7.2. Analises de sobrevida do enxerto em 1, 3 e 5 anos de
acompanhamento

80

Frequéncia (%)
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Para a andlise de probabilidade de sobrevida do enxerto em 1, 3 e 5
anos, definiu-se o tempo de sobrevida do enxerto censurada para 6bito como
0 tempo entre a bidpsia protocolar até a perda do enxerto; e o tempo de
sobrevida do paciente como o tempo entre a bidpsia protocolar até a
ocorréncia do 6bito. Especificou-se um tempo maximo de acompanhamento
para a observacdes dos eventos de interesse em: 31/12/2022. Nesse caso,
eventos observados apds esse periodo, sao considerados observacdes

censuradas. A probabilidade de sobrevida do enxerto em 1 ano foi de 85%.
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Em 3 anos, foi de 78% e em 5 anos, foi de 72%. Esses resultados podem ser

visualizados na tabela 16 e na figura 6.

Tabela 16: Sobrevidas do enxerto censurada para 6bito estimadas em 1 ano, 3
anos e 5 anos e respectivos intervalos de confianca de 95%

Sobrevida estimada do enxerto censurada para 6bito (IC 95%)
1ano 3 anos 5 anos
0.85 (0.81; 0.89) 0.78 (0.74; 0.83) 0.72 (0.67; 0.77)

Sobrevida do enxerto

1.00+

0.754

0.50

Scbrevida do enxerto

0.254

0 1 2 3 4 5 6 7 8 ] 10 11 12
Tempo (em anos)

Numero de pacientes em risco

271 233 226 214 207 194 153 122 89 67 45 27 10

0 1 2 3 4 5 B 7 8 9 10 11 12
Tempo (em anos)

Figura 6: Sobrevida estimada do enxerto dos pacientes em estudo
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4.7.3. Andlises de fatores associados a probabilidade de menor
sobrevida do enxerto

Foi realizada uma andlise de risco, através do teste log-rank para se
identificar variaveis associadas a uma probabilidade de menor sobrevida do
enxerto nos tempos de 1, 3 e 5 anos de seguimento pés-transplante. Foram
observados que alguns fatores presentes no pré-transplante apresentavam
impacto na sobrevida do enxerto, assim como alguns achados histoldgicos e

imunopatoldgicos nas biopsias protocolares.

4.7.3.1. Dados clinicos

Dentre as variaveis demograficas do pré-transplante, o niumero de
transplantes prévios e a realizacdo prévia de transfusdo sanguinea tiveram
um efeito de reduzir a sobrevida do enxerto, sendo que apenas a realizacéo
prévia de transfusdo sanguinea atingiu significAncia estatistica. A
probabilidade estimada de sobrevida do enxerto em 1 ano, 3 anos e 5 anos
foi de 79%, 69% e 64%, respectivamente, para 0s pacientes com 2 ou mais
transplantes, em comparacdo com a probabilidade de 87%, 81% e 74%,
respectivamente, para 0s pacientes que estavam em seu primeiro transplante
(p=0,07), figura 7. Da mesma forma, a probabilidade estimada de sobrevida
do enxerto em 1, 3 e 5 anos foi de 84%, 77% e 69%, respectivamente, para
0s pacientes que ja haviam realizado transfusdo sanguinea previamente, em
comparacao a probabilidade de 89%, 82% e 77%, respectivamente, para

agueles que nunca haviam realizado transfusdo sanguinea (p=0,02), figura 8.
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Figura 8: Probabilidade estimada de sobrevida do enxerto de acordo com a realizagdo

prévia de transfusédo sanguinea
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O tipo de doador também foi uma variavel com impacto na sobrevida
do enxerto. Os pacientes com doador falecido tiveram uma probabilidade
estimada de sobrevida do enxerto em 1 ano, 3 anos e 5 anos de 82%, 74% e
67%, respectivamente, enquanto os pacientes que tiveram doador vivo
apresentaram uma probabilidade de 97%, 92% e 86%, respectivamente
(p<0,001), figura 9.

Tipo de doador Falecido ~+ Vivo

Sobrevida do enxerto

0.254

p < 0.005

0.004
0 1 2 3 4 5 [} 7 8 9 10 1" 12
Tempo (em anos)

Numero de pacientes em risco
207 171 166 155 150 139 103 7 54 42 30 17 5

64 62 60 59 57 55 50 45 35 25 15 10 5

0 1 2 3 4 5 [} 7 8 9 10 1" 12
Tempo (em anos)

Figura 9: Probabilidade estimada de sobrevida do enxerto de acordo com o tipo de
doador
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4.7.3.2. Dados histoldgicos

Em relagdo aos achados histoldgicos da bidpsia protocolar, apenas a
presenca de ABMR demonstrou um efeito de reduzir a sobrevida do enxerto.
A probabilidade estimada de sobrevida do enxerto em 1 ano, 3 anos e 5 anos
foi de 78%, 61% e 43%, respectivamente, para 0S pacientes que
apresentaram ABMR na biépsia protocolar, em comparacado com 86%, 80% e
75%, respectivamente, para os pacientes com biopsia normal ou apenas com
NTA como achado histolégico (p=0,01), figura 10. O outro achado histolégico
de interesse no estudo, inflamacao microvascular, observado pela presenca
de glomerulite e/ou pericapilarite isoladamente ndo mostrou significancia
estatistica para a probabilidade de reducdo da sobrevida do enxerto. A
probabilidade estimada de sobrevida do enxerto em 1, 3 e 5 anos foi de 86%,
84% e 76%, respectivamente para 0s pacientes com esse achado na bidpsia
protocolar, em comparagao com 86%, 80% e 75%, respectivamente, para 0s
pacientes com bidpsia protocolar normal ou apenas achado de NTA (p=0,46),
figura 11.

Achados histolégicos na biépsia protocolar AMR ~F Normal ou NTA

Sobrevida do enxerto

p=0016

5 6 7
Tempo (em anos)
Numere de pacientes em risco
23 18 17 14 13 10 9 6 3 3 3 1 1

151 131 126 123 119 112 81 64 51 43 30 17 7

0 1 2 3 4 5 [ 7
Tempo (em anos)

Figura 10: Probabilidade estimada de sobrevida do enxerto de acordo com o achado
histolégico de ABMR na biépsia protocolar
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Achados histoldgicos na bidpsia protocolar giptc —+ Normal ou NTA

1.00 4

Sobrevida do enxerto

p=043

o 1 2 3 4 5 B 7 g 9 10 " 12
Tempo (em anos)

Numero de pacientes em risco
37 32 32 31 30 28 27 22 17 9 5 4 1

151 131 126 123 119 112 81 64 51 43 30 17 7

o 1 2 3 4 5 8 7 g 9 10 " 12
Tempo (em anos)

Figura 11: Probabilidade estimada de sobrevida do enxerto de acordo com o achado
histolégico de g/ptc na biépsia protocolar

4.7.3.3. Dados imunoldgicos e imunopatolégicos

Finalmente, algumas variaveis imunolégicas e imunopatologicas
tiveram associacdo com a reducdo da sobrevida do enxerto. Apesar de nao
ter atingido significAncia estatistica, percebeu-se uma tendéncia a uma
probabilidade de sobrevida do enxerto menor para os pacientes com DSA
positivo pré-transplante. A probabilidade estimada de sobrevida do enxerto
para esses pacientes em 1 ano, 3 anos e 5 anos foi de 82%, 73% e 66%,
respectivamente, enquanto aqueles pacientes com DSA negativo pré-
transplante apresentaram probabilidades de 88%, 82% e 76%,
respectivamente (p=0,17), figura 12.

Por outro lado, a presenca de C4d positivo na bidpsia protocolar foi um
fator associado a reducéo da sobrevida do enxerto de forma estatisticamente
significativa. A probabilidade estimada de sobrevida do enxerto em 1, 3 e 5

anos foi de 77%, 64% e 55%, respectivamente, para os pacientes com C4d



RESULTADOS 56

positivo na bidpsia protocolar, enquanto foi de 87%, 81% e 74%,

respectivamente, para os pacientes com C4d negativo (p=0,004), figura 13.

DSA + pré-transpplante Sim ~— Nio

1.00

07
e
£
w
%
5
B s
E 050
3
5
3
o]

025

p=0.17
0.00
0 i 2 3 4 : : 7 B 9 10 1'1 12
Tempo (em anos)

2
= Numero de pacientes em risco
a
a
2 108 89 86 80 78 70 56 46 35 28 20 14 5
B 163 144 140 134 129 124 97 76 54 39 25 13 5
+
& 0 1 2 3 4 6 7 8 9 10 11 1
o Tempo (em anos)

Figura 12: Probabilidade estimada de sobrevida do enxerto de acordo com a presenca
de DSA positivo pré-transplante

C4d + na bidpsia protocolar Sim — Nao

Sobrevida do enxerto

p = 0.0047

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 " 12
Tempo (em anos)

Numero de pacientes em risco

31 24 23 20 19 17 16 12 7 6 5 3 2
221 193 187 179 173 162 127 103 76 57 37 23 7
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

Tempo (em anos)

Figura 13: Probabilidade estimada de sobrevida do enxerto de acordo com a presenca
de C4d positivo na biépsia protocolar

Todos os resultados relacionados as probabilidades estimadas de
sobrevida do enxerto de acordo com as covariaveis estudadas podem ser

observados na tabela 17.
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Tabela 17: Probabilidades estimadas de sobrevida do enxerto em 1 ano, 3 anos
e 5 anos e respectivos intervalos de confianca de 95%, de acordo com
covariaveis selecionadas

Probabilidade de sobrevida estimada do enxerto (IC 95%)

1ano 3 anos 5 anos p-
valor
Dados demograficos
do receptor
Numero de
transplantes
1 0.87 (0.829; 0.919) 0.81(0.760; 0.865) 0.74 (0.683;0.801) 0,074
2 ou mais 0.79 (0.695; 0.898) 0.69 (0.588;0.818) 0.64 (0.536;0.776)
Transfusdo de sangue
Sim 0.84(0.788; 0.892) 0.77(0.713;0.832) 0.70(0.634;0.765) 0,022
Ndo 0.89 (0.825; 0.961) 0.82(0.738;0.905) 0.77 (0.682; 0.865)
Dados do doador
Tipo do doador <0,001
Falecido 0.82 (0.768; 0.873) 0.74 (0.685; 0.804) 0.67 (0.614;0.742)
Vivo 0.97 (0.927; 1.000) 0.92 (0.858; 0.990) 0.86 (0.778; 0.949)
Achados histolégicos
na bidpsia protocolar
ABMR
Sim 0.78 (0.631; 0.971) 0.61(0.439;0.845) 0.43(0.273;0.693) 0,016
Outros (Normalou  0.86 (0.803;0.914) 0.80 (0.744;0.870) 0.75 (0.680; 0.818)
NTA)
g/ptc
Sim 0.86 (0.761; 0.982) 0.84 (0.727; 0.965) 0.76 (0.630; 0.908) 0,46
Outros (Normalou  0.86 (0.803; 0.914) 0.80 (0.744; 0.870) 0.75 (0.680; 0.818)
NTA)
Dados
imunopatoldgicos
DSA positivo pré -
transplante
Sim 0.82(0.747;0.893) 0.73 (0.656;0.822) 0.66 (0.577; 0.756) 0,17
Ndo 0.88 (0.830; 0.930) 0.82(0.760; 0.879) 0.76 (0.693; 0.825)
C4d positivo na bidpsia
protocolar
Sim 0.77 (0.640; 0.936) 0.64 (0.497;0.838) 0.55(0.398;0.755) 0,004
Ndo 0.87 (0.826; 0.915) 0.81 (0.756; 0.860) 0.74 (0.683; 0.799)

ABMR: rejeicdo mediada por anticorpos
NTA: necrose tubular aguda

g: glomerulite

ptc: pericapilarite

4.7.4. Analises das frequéncias e causas de 6bito na coorte

Durante o periodo de acompanhamento foram observados 118 obitos

(36%) contra 206 casos para 0s quais o0 6bito nao foi observado (64%), em
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um total de 324 participantes do estudo, o que pode ser observado na tabela
18. A média de seguimento desses pacientes foi de 7 anos e a mediana foi de

7,4 anos.

Tabela 18: Frequéncia absoluta e percentuais de 6bitos durante o periodo de
acompanhamento (N=324)

Obitos durante o acompanhamento Frequéncia (%)
Sim 118 (36)
Nao 206 (64)
Total 324 (100)

Para os casos de 0Obito, a maior parte das mortes foi decorrente de
causas infecciosas (42%), seguida por causas desconhecidas (27%),
infecciosa COVID-19 (12%), cerebrocardiovascular (8%), outras causas (5%),
oncoldgica (4%) e doenca autoimune ou inflamatoria (3%). A distribuicdo das

causas de 6bito dessa coorte pode ser vista na tabela 19 e grafico 12.

Tabela 19: Frequéncia absoluta e percentuais de causas de Gbito na coorte
observada (N=118)

Causas do 6bito Frequéncia (%)
Infecciosa 49 (42)
Infecciosa COVID-19 14 (12)
Cerebrocardiovascular 10 (8)
Oncoldgica 4 (4)
Doenca autoimune ou inflamatoria 33
Desconhecida 32 (27)
Outras 6 (5)

Total 118 (100)
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Gréfico 12: Distribuicdo percentual das causas de 6bito (N=118)
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4.7.5. Analises de sobrevida do paciente em 1, 3 e 5 anos de
acompanhamento

A probabilidade de sobrevida dos pacientes, assim como a do enxerto,
foi decrescente com o passar dos anos de acompanhamento. Em 1 ano foi de
93%, em 3 anos, foi de 85% e em 5 anos, foi de 78%, conforme pode ser

observado na tabela 20 e na figura 14.

Tabela 20: Probabilidade de sobrevida dos pacientes em 1 ano, 3 anos e 5 anos
e respectivos intervalos de confianca de 95%

Probabilidade de sobrevida estimada do paciente (IC 95%)
1ano 3 anos 5 anos
0.93 (0.898; 0.955) 0.85 (0.817; 0.894) 0.78 (0.734; 0.824)
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Sobrevida dos pacientes

Sobrevida do enxerto

6 7
Tempo (em anos)

Numero de pacientes em risco

324 300 285 277 267 251 209 183 140 103 69 37 "

0 1 2 3 4 6 7
Tempo (em anos)

Figura 14: Sobrevida estimada dos pacientes do estudo

4.7.6. Andlises de fatores associados a probabilidade de menor
sobrevida do paciente

4.7.6.1. Dados clinicos

Em relagé&o aos fatores associados a uma probabilidade estimada de
menor sobrevida do paciente, os mesmos fatores demograficos, histologicos
e imunologicos foram avaliados. Dentre os fatores demograficos do pré-
transplante, apenas o tipo de doador demonstrou ter efeito sobre a sobrevida
do paciente. A probabilidade estimada de sobrevida do paciente em 1 ano, 3
anos e 5 anos foi de 92%, 84% e 75%, respectivamente, para 0s pacientes
que tiveram doador falecido, em comparacéo a probabilidade de 93%, 89% e
87%, respectivamente, para os pacientes com doador vivo (p=0,002), figura
15.
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Tipo de doador Falecido —+ Vive

Sobrevida dos pacientes

p = 0.002

0 1 2 3 4 B 7
Tempo (em anos)

Numero de pacientes em risco
249 230 217 210 202 186 152 130 98 72 50 26 6

T4 70 68 67 65 65 57 53 42 31 19 11 5

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
Tempo (em anos)

Figura 15: Probabilidade estimada de sobrevida do paciente de acordo com o tipo de
doador

4.7.6.2. Dados histoldgicos

Em relagdo aos achados histol6gicos na bidpsia protocolar, a presenca
de ABMR também teve efeito na sobrevida do paciente. A probabilidade
estimada de sobrevida do paciente em 1 ano, 3 anos e 5 anos foi de 94%,
73% e 64%, respectivamente, para os pacientes com esse achado histolégico
na bidpsia protocolar, em comparacdo com a probabilidade de 92%, 84% e
75%, respectivamente, para os pacientes com bidpsia protocolar normal ou

apenas com achado de NTA (p=0,05), figura 16.
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Achados histolégicos na bidpsia protocolar AMR —+ Normal ou NTA

1.007

Sobrevida dos pacientes

p = 0.058

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tempo (em anos)

Numero de pacientes em risco

33 31 27 24 23 21 18 15 1" 7 6 3 2
178 163 154 150 143 134 112 98 77 63 44 22 7
0 1 2 3 4 5 6 7 8 El 10 1 12

&
Tempo (em anos)

Figura 16: Probabilidade estimada de sobrevida do paciente de acordo com o achado
histolégico de ABMR na biépsia protocolar

4.7.6.3. Dados imunoldgicos

Em relacdo as variaveis imunolégicas, a probabilidade estimada de
sobrevida do paciente em 1 ano, 3 anos e 5 anos foi de 92%, 83% e 72%,
respectivamente, para os pacientes com DSA positivo pré-transplante, em
comparacao a probabilidade de 93%, 87% e 82%, respectivamente, para 0s
pacientes com DSA negativo pré-transplante (p=0,05), figura 17.
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Figura 17: Probabilidade estimada de sobrevida do paciente de acordo com a presenca

de DSA pré-transplante positivo

Todos os resultados relacionados as probabilidades estimadas de

sobrevida do paciente de acordo com as covariaveis estudadas podem ser

observados na tabela 21.
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Tabela 21: Sobrevidas dos pacientes transplantados estimadas em 1 ano, 3
anos e 5 anos e respectivos intervalos de confianga de 95%, de acordo com

covariaveis selecionadas

Sobrevida estimada (IC 95%)

1 ano 3 anos 5 anos p-
valor
Dados
demogréaficos do
receptor
Primeiro
transplante
Sim 0.92 (0.890; 0.955)  0.84 (0.796; 0.886)  0.75 (0.699; 0.805) 0,069
Nao 0.94 (0.887; 0.999)  0.91 (0.847;0.982)  0.88 (0.809; 0.962)
Numero de
transplantes
1 0.92 (0.889; 0.955)  0.84 (0.795; 0.886)  0.75 (0.702; 0.808) 0,100
2 ou mais 0.94 (0.888; 0.999)  0.91 (0.849; 0.982)  0.87 (0.794; 0.953)
Transfuséo de
sangue
Sim 0.92 (0.882;0.954)  0.85(0.803;0.896)  0.77 (0.717; 0.826) 0,210
Nao 0.95 (0.903; 0.993)  0.87 (0.807; 0.942)  0.80 (0.721; 0.883)
Dados do doador
Tipo do doador 0,002
Falecido 0.92 (0.891;0.957)  0.84 (0.799; 0.890)  0.75 (0.699; 0.807)
Vivo 0.93(0.879;0.992)  0.89 (0.826; 0.966)  0.87 (0.793; 0.947)
Achados
histolégicos na
biépsia
protocolar
ABMR
Sim 0.94 (0.861; 1.000) 0.73 (0.590; 0.896) 0.64 (0.492; 0.824) 0,058
Outros (Normal 0.91 (0.870; 0.953) 0.838 (0.786; 0.894) 0.75 (0.694; 0.820)
ou NTA)
g/ptc 0,85
Sim 0.96 (0.897; 1.000)  0.93 (0.863; 1.000)  0.82 (0.718; 0.942)
Outros (Normal 0.91 (0.870; 0.953) 0.84 (0.786; 0.894) 0.75 (0.694; 0.820)
ou NTA)
Dados
imunopatologicos
DSA positivo pré -
transplante
Sim 0.92 (0.874;0.966)  0.83 (0.769; 0.896)  0.72 (0.647; 0.799) 0,052
Nao 0.93 (0.896; 0.968)  0.87 (0.827;0.922)  0.82 (0.767; 0.877)
C4d positivo na
biépsia protocolar
Sim 0.93 (0.854;1.000)  0.76 (0.643; 0.902)  0.69 (0.564; 0.845) 0,69

Nao

0.94 (0.917; 0.973)

0.90 (0.866; 0.939)

0.82 (0.773; 0.868)

ABMR: rejeicdo mediada por anticorpos
NTA: necrose tubular aguda

g: glomerulite
ptc: pericapilarite

DSA: donor specific antibodies
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Segunda parte do estudo

Observamos que alguns pacientes apresentavam achados histolégicos
incipientes de lesdo mediada por anticorpo na biépsia protocolar, porém tais
achados ndo preenchiam todos os critérios para o diagndstico de ABMR,
porém apresentavam ABMR na bidpsia por indicagdo, como pode ser
observado na tabela 22. Tais pacientes foram divididos em subgrupos
conforme critérios abaixo e comparados quanto ao desfecho de funcao renal

e sobrevida do enxerto,

Critérios para definicdo dos subgrupos de interesse:

e Grupo Controle: Pacientes que nunca desenvolveram nenhum sinal
de atividade humoral na biopsia protocolar e nem evoluiram para
rejeicdo na biépsia por indicacdo — Normal/DSA-/C4d-; NTA/DSA-/C4d;
G+Ptc<2/ DSA-/C4d- (n=94)

e Grupo ABMR: Pacientes que fechavam critério Banff para diagndstico
de ABMR na bidpsia protocolar e também evoluiram com rejeicdo na
biépsia por indicacdo (n=37)

e Antibody activity sem diagnostico de ABMR — Pacientes com
achados histolégicos incipientes que nao fechavam critério para ABMR
na biopsia protocolar, porém apresentavam atividade humoral e
evoluiam para rejeicdo na biopsia por indicacdo - G+Ptc<2/DSA+,
G+Ptc<2/C4d+, NTA/DSA+, NTA/C4d+ (n=27)
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Tabela 22: Frequéncia de rejeicdo na bidpsia por indicacdo segundo
subgrupos, C4d e DSA pré-transplante na bidpsia protocolar.

Evolugao dos achados histolégicos
na bidpsia por indicacao

Achado DSA pré-

histolégicona  Total por transplarte / AMR TCMR f;gqﬁo

biopsia subgrupo, C4d na bi6psia

protocolar n (%) protocolar n (%) n(%)  n(%)

NTA 86 (100)  DSA-/C4d- 3 (4) 9(10)  74(86)
5 (100) DSA-/CAd+ 2 (40) 0(0) 3 (60)
46 (100)  DSA+/C4d- 8(17) 7(15)  31(68)
2 (100) DSA+/C4d+ 2(100)  0(0) 0 (0)
139 (100)  Total, N (%) 15(11) 16(12)  108(77)
26 (100)  DSA-/C4d- 1(4) 11(42) 14 (54)
0(0) DSA-/CAd+ 0 (0) 0(0) 0 (0)

G+Ptc<2 12(100)  DSA+/CAd- 4 (33) 3(25)  5(41)

1(100) DSA+/C4d+ 1(100)  0(0) 0 (0)
39(100)  Total, N (%) 6 (15) 14 (36) 19 (49)
0(0) DSA-/C4d- 0 (0) 0(0) 0 (0)
8 (21) DSA-/CAd+ 8 (21) 0(0) 0 (0)

ABMR 6 (15) DSA+/C4d- 5 (13) 1(2) 0 (0)
25 (64) DSA+/C4d+ 23(59)  0(0) 2 (5)
39(100)  Total, N (%) 36(93) 1(2) 2(5)

NTA: necrose tubular aguda; G/ptc: glomerulite/pericapilarite; ABMR: rejeicdo mediada
por anticorpos
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Percebemos que a presenca de DSA pré-transplante nesses pacientes
com lesdes histoldgicas incipientes na bidpsia protocolar estava associada a
uma aceleracdo da perda de TFGe ao longo do tempo, o que pode ser
visualizado na figura 18. Os pacientes com presenca de DSA pré-transplante
também apresentavam evolu¢cdo com mais rejeicao na biopsia por indicacao,

seja no grupo com NTA, seja nagueles com G/Ptc na bidpsia protocolar.
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Figura 18: Correlacédo entre apresenca de DSA pré-transplante e aintensidade de perda
da TFGe em pacientes que ndo fecham critério para ABMR na biépsia protocolar.

Na comparacao entre os trés grupos de interesse, observou-se que o
grupo AB activity teve comportamento semelhante ao grupo ABMR em
relacdo ao declinio progressivo da TFGe ao longo de 5 anos de
acompanhamento, com significancia estatistica em relagéo ao grupo controle,
conforme pode ser observado nas tabelas 23 e 24. Esses resultados também

podem ser visualizados no gréafico 13.
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Tabela 23: TFGe nos grupos AB activity, ABMR e Controle em 1, 3 e 5 anos de

acompanhamento.
Grupos (N = 158)
TFGe (CKD-EPI, mL/min per | AB activity ABMR Controle p-valor
1.73 m?)
N (%) 27 (17) 37 (24) 94 (59) -
1 ano, média (DP) 35,0 (20,6) 36,6 (21,7) 51,5 (24,1) 0,0005
3 anos, média (DP) 34,9 (16,9) 37,0(24,1) 50,9 (25,6) 0,005
5 anos, média (DP) 30,7 (17,6) | 35,8(21,55) | 49,9 (27,4) 0,010

AB activity: atividade mediada por anticorpos; ABMR: rejeicao mediada por anticorpos
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Tabela 24: Comparacéo pos-hoc da TFGe entre os grupos AB activity, ABMR e Controle

em 1, 3 e 5 anos de acompanhamento.

Grupos
TFGe (CKD-EPI, mL/min per AB activity Controle p-valor
1.73 m?)
1 ano, média (DP) 35,0 (20,6) 51,5 (24,1) 0,0038
3 anos, média (DP) 34,9 (16,9) 50,9 (25,6) 0,0077
5 anos, média (DP) 30,7 (17,6) 49,9 (27,4) 0,0066
Grupos
TFGe (CKD-EPI, mL/min per
1.73 m?) ABMR Controle p-valor
1 ano, média (DP) 36,6 (21,7) 51,5 (24,1) 0,0014
3 anos, média (DP) 37,0(24,1) 50,9 (25,6) 0,0170
5 anos, média (DP) 35,8 (21,55) 49,9 (27,4) 0,0732
Grupos
TFGe (CKD-EPI, mL/min per
1.73 m?) AB activity ABMR p-valor
1 ano, média (DP) 35,0 (20,6) 36,6 (21,7) 0,96
3 anos, média (DP) 34,9 (16,9) 37,0 (24,1) 0,79
5 anos, média (DP) 30,7 (17,6) 35,8 (21,55) 0,49

AB activity: atividade mediada por anticorpos; ABMR: rejeicao mediada por anticorpos
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Grafico 13: Box-plot de comparacéo da TFGe entre os grupos de interesseem 1,3 e5
anos de acompanhamento.

Em uma analise multivariada dos subgrupos de interesse que nao
fechavam critério para ABMR na bidpsia protocolar, porém que evoluiram com
rejeicdo na bidpsia por indicacédo (grupo AB activity), a presenca de DSA pré-
transplante ou de C4d positivo em pacientes com NTA ou glomerulite e/ou
pericapilarite na bidpsia protocolar foi um fator preditivo significativo para a
perda de TFGe quando comparado ao grupo controle. O declinio de TFGe foi
de 15.38 mL/min/1.73 m? (95% CI: -26,46 — -4,30, p= 0,007) em 1 ano, de
14.93 mL/min/1.73 m? (95% CI: -26,69 — -3,18, p= 0,013) em 3 anos, e de
17.24 mL/min/1.73 m2 (95% CI: -31,24 — -3,23, p= 0,017) em 5 anos, como
pode ser observado na tabela 25. Outros fatores, incluindo o nimero de
transplantes, histéria de transfusdo sanguinea e doador falecido ndo se
mostraram estatisticamente significativo na reducgéo da funcéo renal ao longo
do acompanhamento, com excec¢éo da variavel doador falecido que alcancou
significAncia estatistica no terceiro ano de acompanhamento. A TFGe do
grupo controle representa uma estimativa de funcdo renal dos pacientes

guando tais fatores ndo estavam presentes.



RESULTADOS 71

Tabela 25: Variaveis associadas com o declinio da TFGe em 1 ano, 3 anos e 5
anos em uma analise multivariada do subgrupo de pacientes com NTA ou
glomerulite e/ou pericapilarite que néo fecharam critério para ABMR na bi6psia
protocolar.

TFGe (CKD-EPI, mL/min per 1.73 m?) - 1 ano
Variaveis Estimativa 95% IC P-valor
Controle 60.61 45.47 —-75.75 <0.001
DSA pré-transplante ou -15.38 -26.46 —-4.30 0.007
C4d positivo na BP
Numero de transplantes -0.54 -12.10-11.02 0.926
— 2 ou mais
Transfusdo sanguinea - 2.76 -6.77 —-12.29 0.567
sim
Tipo de doador - falecido -12.40 -26.73-1.93 0.089
TFGe (CKD-EPI, mL/min per 1.73 m?) - 3 anos
Variaveis Estimativa 95% IC P- valor
Controle 67.58 49.87 —85.29 <0.001
DSA pré-transplante ou -14.93 -26.69 —-3.18 0.013
C4d positivo na BP
Numero de transplantes 0.25 -12.61-13.11 0.969
— 2 ou mais
Transfusdo sanguinea - -0.09 -10.44-10.26 0.986
sim
Tipo de doador - falecido -18.67 -35.33--2.00 0.029
TFGe (CKD-EPI, mL/min per 1.73 m?) - 5 anos
Variaveis Estimativa 95% IC P- valor
Controle 68.86 48.49 — 89.23 <0.001
DSA pré-transplante ou -17.24 -31.24--3.23 0.017
C4d positivo na BP
Numero de transplantes -2.86 -18.56 -12.84 0.717
— 2 ou mais
Transfusdo sanguinea - -4.53 -17.50 - 8.45 0.488
sim
Tipo de doador - falecido -18.15 -37.20-0.91 0.062

DSA: donor specific antibodies

Em relacdo a comparacao da sobrevida do enxerto entre os subgrupos
de interesse, observa-se uma propabilidade estimada de sobrevida do enxerto
significativamente menor para os grupos AB activity e ABMR em comparacao
ao grupo controle ao longo de 1, 3 e 5 anos de acompanhamento. No longo-
prazo, os pacientes do grupo ABMR tiveram probabilidade de sobrevida do
enxerto de 54% em 5 anos, o grupo AB activity teve probabilidade de
sobrevida do enxerto de 63%, enquanto o grupo controle teve probabilidade
de sobrevida de 81% no mesmo periodo (p= 0,007). Esses resultados podem

ser vistos na tabela 26. As curvas da figura 19 demonstram uma sobrevida do
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enxerto significativamente menor para os grupos AB activity e ABMR em

comparacao ao grupo controle (p= 0,007).

Tabela 26: Probabilidade estimada de sobrevida do enxerto nos grupos
AB activity, ABMR e Controle em 1, 3 e 5 anos de acompanhamento.

Grupos Sobrevida estimada do enxerto (95% Cl)
1ano 3 anos 5 anos p-valor
AB activity 0.77 (0.63-0,95) 0.74 (0.59-0,92) 0.63 (0.47-0.84)
ABMR 0.80 (0.68-0,94) 0.67 (0.53-0.85) 0.54 (0.39-0.74) 0.007
Controle 0.91 (0.85-0.97) 0.87 (0.81-0.94) 0.81 (0.74-0.90)

AB activity: atividade mediada por anticorpos; ABMR: rejeicao mediada por anticorpos
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Figura 19: Curvas de sobrevida estimada do enxerto nos grupos AB activity, ABMR e
Controle.

Em outra analise multivariada, foram identificados os fatores
independentes que levaram a um aumento de risco para a perda do enxerto

no grupo AB activity — pacientes com NTA ou glomerulite e/ou pericapilarite
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como achado histologico na bidpsia protocolar e presenca de DSA pré-
transplante e/ou C4d positivo — em comparagdo com 0 grupo controle. A
atividade imunoldgica refletida pela presenca de DSA pré-transplante ou de
C4d positivo na bidpsia protocolar nesse grupo de pacientes que nao
fechavam critério para diagnéstico de ABMR aumentou o risco de perda do
enxerto em quase 2 vezes quando comparados ao grupo controle (HR: 1,99;
95% IC: 1,06-3,76, p: 0,03). De forma similar, o nUmero de transplantes (2 ou
mais) também aumentou o risco de perda do enxerto em 2 vezes nos
pacientes do grupo AB activity em relacdo ao grupo controle (HR: 2,22; 95%

Cl: 1,16-4,22, p: 0,01). Esses resultados podem ser observados na tabela 27.

Tabela 27: Variaveis associadas a risco de perda do enxerto em uma analise
multivariada nos subgrupos de interesse e grupo controle.

Variaveis Hazard Ratio 1C 95% P-valor
Presenca de DSA pré-transplante 1,99 1.06-3.76 0.03
ou C4d positivo na bidpsia

protocolar

Numero de transplantes — 2 ou 2,22 1.16-4.22 0.01
mais

Histdria de transfusdo sanguinea - 1,75 0.85-3.60 0.13
sim

Tipo de doador - falecido 1,65 0.49-5.39 0.43

DSA: donor specific antibodies

Por fim, quando comparamos o MFI do DSA pré-transplante entre os grupos
AB activity e ABMR, percebe-se uma tendéncia a maiores valores de MFI nos
pacientes que tiveram diagnéstico de ABMR na biépsia protocolar em relacéo
agueles que nao fecharam critério para esse diagndstico, mas apresentavam
atividade imunoldgica quando da biépsia (grupo AB activity), porém essa
diferenca néo atingiu significancia estatistica (p: 0,3). Esse resultado pode ser

visualizado na tabela 28 e no grafico 14.
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Tabela 28: Median Immunofluorescence Intensity (MFI) of pre-transplant DSA in
AB activity and ABMR groups.

Grupos Minimo Maximo Mediana Intervalo Inter- Média DP P-valor
quartil

AB activity 920 14600 3143 920-14600 4931 3870

ABMR 1604 17509 5359 1604-17509 6511 4263 03

AB activity: atividade mediada por anticorpos; ABMR: rejeiciao mediada por anticorpos

MFI para os grupos AB activity e AMR
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Grafico 14: MFI do DSA pré-transplante dos pacientes dos grupos AB activity e ABMR
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5. DISCUSSAO

Apesar dos avancos alcangcados em relagdo aos desfechos de curto
prazo do transplante renal, os receptores de transplantes renais continuam a
apresentar faléncia tardia do enxerto e poucas mudancas relacionadas ao
desfecho de longo prazo foram vistas nos ultimos quinze anos®®%2°, Pacientes
previamente sensibilizados e que mantém DSA positivo no pds-transplante,
seja DSA preexistente, seja formado de novo, estdo sob maior risco de
desenvolverem rejeicdo mediada por anticorpos (ABMR) no curso do

transplante renal®19,

Esse estudo tem como base uma coorte de pacientes sensibilizados e
por isso com maior risco de ocorréncia de ABMR. Mesmo tendo conhecimento
de extensa literatura que comprova a associacdo entre caracteristicas do
doador e do procedimento de transplante com a funcéo tardia, disfuncéao e
faléncia do enxerto?6-*2, pouco se sabe sobre o valor preditivo da
apresentacao histologica do enxerto renal em bidpsias de vigilancia realizadas
precocemente no pés-transplante3334, Correlacionar os dados histolégicos de
biopsia precoce com os desfechos do transplante € o objetivo final desse
estudo.

Lesbes inflamatorias precoces e aloimunidade no transplante renal

Em seu estudo observacional de coorte de centro unico, Van Loon E et
al demonstraram gque lesBes inflamatérias estdo frequentemente presentes
em biopsias por indicacdo realizadas precocemente no pos-transplante. Além
disso, tais lesdes inflamatorias foram associadas muito mais a fatores
aloimunes que a fatores ndo imunes como idade do doador, tipo de doador e
tempo de isquemia fria®3. Apesar de estudos pré-clinicos evidenciarem que o
tempo de isquemia fria induz uma resposta inflamatoria através do mecanismo
de lesdo de isquemia e reperfusdo, aumentando assim o risco para a

ocorréncia futura de rejeicdo do enxerto renal®-3’, estudos clinicos nao
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conseguiram comprovar um efeito significativo da lesdo do enxerto renal pelo
mecanismo de isquemia e reperfusdo na aparicao de lesdes inflamatérias em
bidpsias precoces do enxerto. Os mesmos estudos clinicos conseguiram
demonstrar apenas uma associacao entre os fatores pré-clinicos causadores
da isquemia e reperfusdo com a ocorréncia de funcdo retardada do

enxerto33:38,

Por outro lado, sabe-se que fatores relacionados a aloimunidade, como
0 numero de incompatibilidades HLA e a presenca de DSA pré-transplante
sao rotineiramente identificados como fatores de risco para a ocorréncia de
rejeicdo do enxerto renal, tanto mediada por células, como mediada por
anticorpos’®. Foi ainda demonstrado posteriormente que fatores aloimunes
eram 0s maiores responsaveis pelas lesdes histologicas inflamatorias em
bidpsias de enxerto renal nos primeiros 14 dias de pés-transplante®:. De forma
semelhante, nosso estudo demonstrou que lesBes inflamatérias sédo
frequentes nas biopsias de vigilancia precoce (bidpsias protocolares), as quais
sdo majoritariamente imuno-mediadas. A maior prevaléncia de NTA na
biépsia protocolar, também presente na bidépsia de tempo zero, e sua reducéo
de frequéncia na biopsia por indicacdo clinica, sugere um papel importante da
lesdo renal por isquemia e reperfusdo nesse periodo precoce de poés-
transplante. Por outro lado, os achados frequentes de inflamacao
microvascular (glomerulite e/ou pericapilarite) e especialmente de rejeicédo
mediada por anticorpos na biépsia protocolar nos mostram que o processo de
imunoativacdo desencadeado por fatores aloimunes esta presente de forma
precoce no transplante renal, similarmente ao que foi demonstrado em estudo

prévio®,
Inflamac&o microvascular
A lesédo histologica mediada pelos anticorpos anti-HLA especificos

contra o doador (DSA) tem como alvo principalmente a microvasculatura e

endotélio do enxerto renal. Frequentemente, a inflamac&o microvascular vem
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acompanhada de inflamacéo tubulo-intersticial, e a presenca dessas lesdes
inflamatorias € usada como preditor da perda futura da funcdo do enxerto
renal®®>. O consoércio de Banff prové, desde 2001, uma classificacéo
internacional para rejeicdo aguda/ativa mediada por anticorpos (RAMA ou
AMR ou ABMR). Ao longo desses anos, os critérios de Banff foram sendo
atualizados a luz de novos conhecimentos. Em 2013, dentre outras
mudancas, a classificagdo Banff reconheceu a existéncia de ABMR com C4d
negativo, o que ampliou a possibilidade desse diagndstico nas bidpsias de
enxerto renal. Em 2017, seus critérios foram revisados de forma importante
mais uma vez. Primeiramente, a evidéncia de inflamac&o microvascular
isolada, excluindo-se a presenca de rejeicdo mediada por células (RMC),
alteracdes limitrofes ou ainda infec¢do, foi introduzida como critério
morfolégico para diagnostico de ABMR. Em segundo lugar, o aumento da
expressdo de genes foi ampliado de apenas transcritos associados a injuria
endotelial (do inglés ENDATS) para todos os genes validados relacionados a
ABMR. Finalmente, a positivacdo do C4d e o aumento da expressao génica
associada a ABMR foram aceitos como substitutos para a presenca de DSA
como critério soroldgico nos casos de DSA negativo. Entretanto, Callemeyn J
et al demonstraram em seu estudo que a verséo da classificagdo Banff de
2017 nao contribuiu em relacéo a de 2013 para uma melhor estratificacéo de
performance preditiva da sobrevida do enxerto renal*°. Nesse mesmo estudo,
ficou demonstrado que os critérios diagndsticos para ABMR associados a pior
sobrevida do enxerto eram a presenc¢a de DSA 3 meses apoés o transplante, e
a gravidade da inflamacdo microvascular tanto nas biépsias protocolares de
trés meses, como nas de um ano pos-transplante. Por outro lado, o escore de
C4d néo teve significancia estatistica para predizer o progndstico de sobrevida
do enxerto renal*®. Discute-se que a eliminacdo da categoria suspeita de
ABMR na revisao de 2017 possivelmente contribuiu para essa piora preditiva,
ao simplificar em demasia a heterogeneidade clinica e histologica dessa
condicdo?0. A classificacédo Banff foi entédo alterada na revisdo de 2019 com o

objetivo principal de fornecer dados prognosticos em relagdo ao grau de
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atividade e cronicidade de lesdes histologicas compativeis com rejeicao

crénica mediada por anticorpos?*.

O achado histologico de inflamacdo microvascular tem sido indicado
como um padrdo frequente de lesdo em pacientes com rejeicdo cronica
mediada por anticorpos*43, Tsuji T et al, em seu estudo, avaliaram quais
achados em bidpsia protocolar precoce de enxerto renal eram preditores
histopatoldégicos do desenvolvimento de rejeicdo cronica mediada por
anticorpos. Na andlise retrospectiva de sua coorte de 379 pacientes
transplantados renais submetidos a bidpsias protocolares, escores mais altos
de g + ptc foram exibidos como achados histoldgicos do grupo de pacientes
que desenvolveu rejeicdo cronica mediada por anticorpos**. Loupy A et al ja
haviam demonstrado em seu estudo que a presenca de inflamacéo
microvascular e de DSA circulante nos pacientes transplantados renais
submetidos a biépsia protocolar nos primeiros trés meses pos-transplante
constituiam fatores de risco para rejeicdo cronica mediada por anticorpos,

independentemente do resultado do C4d?L.

Halloran PF e colaboradores, ainda na década de 1990, reconheceram
que as caracteristicas centrais, associadas a rejeicdo aguda mediada por
anticorpos, nos primeiros dias ou semanas do poés-transplante, eram
fundamentadas na injuria endotelial da microvasculatura do enxerto renal.
Entretanto a presenca de anticorpos na microvasculatura s6 poderia ser
demonstrada por imunofluorescéncia em uma minoria de casos*>%. O
espectro de alteracdes histopatologicas dos episédios precoces (média de
onze dias apdés o transplante) de ABMR associados a presenca de DSA foi
reportado por Trpkov et al anos mais tarde. As caracteristicas encontradas
qgue mais distinguiam a ABMR com DSA positivo da ABMR com DSA negativo
eram: necrose arterial fibrindide, marginacdo neutrofilica nos capilares
peritubulares, e glomerulite aguda nos casos de DSA positivo. Por outro lado,
tubulite linfocitica moderada a grave e arterite intimal leve foram alteracdes

mais vistas nos casos de ABMR com DSA negativo*’. Entretanto, apesar
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dessas alteracdes histolégicas terem se mostrado Uteis no diagnostico de
casos de rejeicdo mediada por anticorpos, nenhuma delas € especifica da
condi¢&o, podendo também ser encontradas em outros tipos de etiologias de
lesdo do enxerto renal em fase precoce do pds-transplante®,

Ativacao da via classica da cascata de complemento

Em relagdo ao C4d a imunofluorescéncia (IF), sabe-se que episddios
de ABMR podem ocorrer sem a ligacdo desse produto de clivagem da via
classica da cascata de complemento a microvasculatura renal'®4°, Qutros
estudos evidenciaram que a positivagao para C3d, outro produto de clivagem
do complemento, que também se liga de forma covalente ao tecido do enxerto
renal, pode ser util na identificacdo de casos particularmente agressivos de
ABMR#%%0 Sund et al demonstraram a associacdo entre C3d positivo e
gravidade da ABMR em sua coorte de biépsias protocolares de enxerto renal
realizadas precocemente na primeira semana de poés-transplante®?. Ja
Kuypers et al comprovaram em seu estudo que os casos de ABMR com C3d
positivo estavam associados a maior incidéncia de perda do enxerto no
primeiro ano de transplante®°. Em estudo prévio do nosso centro, a pesquisa
de C4d em bidpsia de tempo zero, 1 hora pos-reperfusdo do enxerto, nao foi
preditiva de ocorréncia de ABMR em pacientes que tinham CDC-XM
negativo®l. Por outro lado, o estudo de Djamali A et al demonstrou que a
positivacdo do C4d em bidpsias pos-reperfusdo do enxerto e um aumento
precoce do DSA apos o transplante sao fatores de risco para rejeicdo em
pacientes moderadamente sensibilizados®?. J& em nosso estudo atual, a
presenca de C4d positivo na bidpsia protocolar, dias apds o transplante, teve

associacdo com uma menor sobrevida do enxerto.

Avaliacao prognostica do transplante renal

Até recentemente, um sistema de estratificagdo prognadstica robusto e

amplamente validado em diferentes populacdes para avaliacdo do risco de
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faléncia do enxerto renal ndo estava disponivel®3. Frente a essa necessidade
nao atendida, a qual permitiria uma melhor estratificacdo de pacientes
transplantados renais entre diferentes grupos de risco para perda do enxerto
e, dessa forma, guiar o seu manejo de forma mais individualizada, Loupy et al
desenvolveram um escore de estratificacdo de risco em sua coorte
prospectiva e multicéntrica, com validacéo externa, o qual pode ser utilizado
para identificar pacientes com alto risco de perda futura do enxerto®. Com o
objetivo de otimizar a capacidade preditiva do prognostico do enxerto renal,
foram avaliados em conjunto parametros como a TFGe, proteindria, histologia
na biopsia do enxerto renal e os perfis de HLA, gerando um sistema
prognaostico prético de estratificacdo de risco para avaliacdo da probabilidade
futura de perda do enxerto®3. A avaliacdo de risco apds o transplante renal foi
conduzida no momento da realizacdo da bidpsia de enxerto, seja ela de
vigilancia protocolar ou por indicacdo clinica. Foram avaliados diferentes
fatores como caracteristicas demograficas, incluindo comorbidades dos
receptores, idade, sexo e caracteristicas do transplante renal, parametros
biolégicos como funcdo renal, proteindria e especificidades dos anticorpos
anti-HLA circulantes e suas concentracdes, além da analise histopatoldgica
das bidpsias de enxerto, incluindo os escores para as lesées elementares e
seus diagndsticos histolégicos de acordo com a classificacdo mais atual de
Banff>3. As mesmas varidveis foram avaliadas individualmente em nosso

estudo.

Estudos prévios demonstraram que o0s transplantes renais ficam
essencialmente estaveis ap0s recuperacdo do estresse relacionado a
implantacdo do enxerto e injuria associada a isquemia e reperfusdo, até o
desenvolvimento de condi¢des especificas, incluindo dentre elas a ABMR e a
recorréncia no enxerto de doencas renais®°. A terapia imunossupressora
falha em prevenir o desenvolvimento de DSA pés-transplante de novo e a
ocorréncia de ABMR*. Na predicéo de quais fatores aumentam o risco para a
ocorréncia futura de ABMR e perda do enxerto, atribuicdo de causalidade n&o

€ 0 mesmo que diagndstico histoldgico por biopsia do enxerto. A atribuicéo de
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causalidade envolve a combinacdo de todas as evidéncias — histoldgicas,
imunologicas e clinicas — na decisdo da melhor explicacéo para o curso clinico

do transplante renal®.

Em um estudo prospectivo de seguimento de uma coorte de pacientes
apos bidpsia por indicacao, Einecke G et al demonstraram que enxertos renais
diagnosticados com ABMR ou glomerulonefrite apresentam probabilidade
mais alta de progresséo para a faléncia do enxerto, entretanto muitos casos
de ABMR séo erroneamente classificados como lesdo por toxicidade dos
inibidores de calcineurina devido ao C4d negativo na biépsia®. O diagnéstico
histolégico da bidpsia de enxerto renal provavelmente tem uma relagéo
complexa com a faléncia futura do enxerto, pois o diagnostico de rejeicédo
aguda celular sem positivacdo do DSA nao prediz pior sobrevida do enxerto.
Por outro lado, um diagndstico inicial de rejeicdo aguda celular, com
desenvolvimento posterior de DSA, € um indicativo de provavel ma aderéncia
ao tratamento imunossupressor, 0 que desencadeia a producdo de DSA,
culminando com a ABMR e risco aumentado de perda do enxerto*. Além
disso, nesse mesmo estudo, viu-se que 0 momento da biopsia por indicacéo
influencia no seu diagnéstico: as bidpsias precoces no periodo de até um ano
do transplante refletiam mais um processo de injuria renal aguda associado a
rejeicdo aguda celular ou alteracdes limitrofes (borderline). Ja as bidpsias
mais tardias, apés um ano de transplante, apresentavam um aumento do
diagnéstico de ABMR, assim como da suspeita clinica de ma adesdo ao
tratamento. Além disso, o estudo demonstra que o0 grupo de pacientes que
evoluiu com faléncia do enxerto renal apresentou uma maior frequéncia de
diagnastico histologico de ABMR que de rejeicdo aguda celular ou alteragdes

limitrofes (borderline) segundo a classificacdo de Banff*.

Similarmente, foi demonstrado em nossa coorte que alguns achados
histologicos na bidpsia protocolar, como também na biopsia por indicacao
clinica no primeiro ano de transplante, estdo associados a perda de funcéo

renal em um periodo de seguimento de até cinco anos. O achado de rejeicédo
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mediada por anticorpos (ABMR), seja na bidpsia protocolar, seja na bidpsia
por indicacéo, foi associado a menor TFGe em 1 ano, 3 anos e 5 anos de
acompanhamento. Entretanto, o diagnostico histologico de ABMR na bidpsia
por indicacdo pareceu estar associado a uma perda mais acentuada da TFGe
gue o seu achado na bidpsia protocolar, 0 que sugere que o diagnostico e
intervencao precoces, em tempo habil, podem proteger o enxerto renal contra
a futura perda de funcéo. Corrobora para isso o fato de que apenas o
diagndstico de ABMR na biépsia por indicagdo, mas ndo na biépsia protocolar,
esteve associado ao aumento da proteindria em 1 ano e 3 anos de
seguimento, mostrando que a vigilancia para a ocorréncia de rejeicdo nos
primeiros dias de pos-transplante permite o seu tratamento precocemente,

trazendo beneficio a fungéo renal do enxerto até mesmo a longo prazo.

O fator imunoldgico também confere risco aumentado para a ocorréncia
de ABMR e perda do enxerto. Lefaucheur C. et al demonstraram em seu
estudo que a presenca de DSA pré-transplante, detectado pela técnica Single
Antigen®, confere risco aumentado de pior progndstico a longo prazo para o
enxerto renal. O mesmo estudo ainda evidenciou a existéncia de uma
gradacéo de risco de ABMR e perda do enxerto de acordo com o MFI de DSA
detectados antes do transplante, com um risco 3,8 vezes maior de perda
futura do enxerto para os pacientes que apresentam MFI maior que 3000
antes do transplante renal, comparados agueles com MFI menor que 3000. O
grupo sugere uma combinacao de técnicas para a avaliacao precisa do risco
imunolégico do paciente previamente sensibilizado®. Em nosso estudo, 58%
dos pacientes apresentavam DSA positivo pré-transplante, o qual conferiu
uma tendéncia a probabilidade estimada de menor sobrevida do enxerto, a
qual ndo atingiu significancia estatistica, quando o fator imunolégico foi

analisado isoladamente, provavelmente pelo tamanho da amostra.

Em sua coorte multicéntrica com andlise de 771 bidpsias de enxerto

renal com diagndstico histolégico de ABMR, Aubert O. et al compararam os
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achados relacionados a presenca de DSA pré-transplante com aqueles
relacionados a presenca de DSA de novo'®. Foi demonstrado que o grupo
com DSA pré-existente apresentou ABMR muito mais precocemente que
aguele de pacientes com DSA de novo. Por outro lado, os pacientes com
ABMR e DSA de novo apresentaram mais proteindria, enquanto aqueles com
DSA pré-existente apresentaram mais ABMR subclinica. Algumas diferencas
histologicas também foram evidenciadas entre os dois grupos de comparacao.
Enquanto o grupo de pacientes com ABMR e DSA pré-existente apresentou
mais glomerulite, o grupo com ABMR e DSA de novo teve maior frequéncia
de duplo contorno de membrana glomerular, mais tubulite, atrofia tubular e
hialinose arteriolar. Nao houve diferenca quanto a presenca de inflamacgéo em
capilares peritubulares e quanto a positivacdo de C4d entre os dois grupos?..
Os resultados dessa coorte também foram claros em demonstrar que
pacientes com ABMR e DSA de novo apresentavam maior frequéncia de
glomerulopatia do transplante e taxa aumentada de perda do enxerto quando
comparados aqueles com ABMR e DSA pré-existente. Nesse mesmo estudo,
Aubert O. et al mostraram que o0s principais fatores associados a perda
aumentada do enxerto renal foram: ABMR associada a presenca de DSA de
novo, taxa de filtracdo glomerular diminuida no momento do diagnéstico de
ABMR, presenca de proteindria quando da biépsia com ABMR e a presenca
de glomerulopatia do transplante como achado histol6gico?!. Dessa forma,
fica evidenciado que, apesar de tanto DSA pré-existente, quanto DSA de novo
em pacientes com ABMR conferirem pior prognéstico ao enxerto renal, existe
uma gradacdo de risco entre os grupos, com maior chance de perda do
enxerto nos pacientes que desenvolveram DSA de novo. Em nosso estudo,
dos 220 pacientes que realizaram biopsia de enxerto renal por indicacao
clinica, 55% tiveram DSA positivo no periodo da bidpsia, 24% tiveram
resultado negativo e 21% nao tiveram o exame realizado. N&o foi possivel
determinar associagao de risco de pior sobrevida do enxerto nos pacientes
com DSA de novo em relacdo aos pacientes com DSA pré-transplante,

provavelmente devido ao pequeno tamanho da amostra testada, uma vez que
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dentre os 121 pacientes com DSA positivo no pés-transplante, apenas 11

(9%) apresentaram de fato DSA de novo.

Posteriormente em nosso estudo, foram pesquisadas as principais
causas de perda do enxerto e 6bito do paciente. Aléem disso, foram feitas
andlises de probabilidade de sobrevida do enxerto e do paciente de acordo
com covariaveis selecionadas. De acordo com os resultados apresentados,
observamos que a rejeicdo crbnica constituiu a principal causa de perda do
enxerto em nossa coorte, responsavel por 38% dos casos, em linha com os
dados j& conhecidos da literatura, como mostrado no estudo de Sellares e
colaboradores®. A probabilidade estimada de sobrevida do enxerto foi, como
esperado, diminuindo ao longo do tempo de acompanhamento, passando de

85% no primeiro ano para 78% em 3 anos e 72% em 5 anos.

Em seu recente estudo, Mehta R.B et al demonstraram que o achado
de inflamacéo subclinica em biépsia de vigilancia realizada no primeiro ano
de transplante foi associado a risco 4 vezes maior de rejeicdo clinica
subsequente e risco 2 vezes maior de perda do enxerto censurada para 6bito,
independentemente do desenvolvimento de DSA®l.. Outro estudo
recentemente publicado por Haas M et al demonstrou que um indice de
cronicidade = 4 em pacientes com diagnéstico de ABMR segundo a
classificacdo de Banff (2019)?* foi fortemente associado com a perda do
enxerto renal em duas coortes diferentes de 147 e 61 pacientes com DSA
positivo, respectivamente®2. Desse modo, percebe-se que apesar de todo o
debate sobre o valor da realizacdo de bidpsia de vigilancia precoce no
paciente transplantado renal, a andlise histolégica da biépsia protocolar pode
ser um meio de atender a necessidade de predic&o progndstica para o enxerto

renal de pacientes sensibilizados.

Em nosso estudo, foi demonstrado que a presenca de ABMR na biépsia

protocolar foi associada a uma probabilidade estimada de sobrevida do
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enxerto progressivamente menor ao longo do primeiro ano, 3 anos e 5 anos
de acompanhamento, quando comparado ao achado histolégico de
normalidade ou NTA (apenas histologia analisada) na mesma bidpsia. De
forma adicional, foi observado que a presenca de C4d positivo como achado
imunopatoldgico na bidpsia protocolar também foi associada com o risco de
menor sobrevida do enxerto, nesse mesmo periodo de seguimento. A
presenca de DSA pré-transplante ndo atingiu significancia estatistica na
predicdo de menor sobrevida do enxerto, poréem demonstrou uma tendéncia
a probabilidades estimadas de sobrevida progressivamente menores com o
tempo, em comparacdo aos pacientes com DSA negativo pré-transplante.
Provavelmente, esse resultado ndo atingiu significancia estatistica devido ao

tamanho da amostra.

Em relacao a distribuicdo das causas de 6bito em nossa coorte, a causa
mais frequente foi infecciosa, responsavel por 42% dos casos, nao
contabilizando os casos de 6bito por Covid-19 que representaram 12% dos
pacientes que faleceram. A causa cérebro cardiovascular foi responséavel por
8% dos 6bitos, a oncoldgica por 4% e doencas inflamatorias ou autoimunes
foram a causa de 3% dos Obitos. Chama atencdo a grande frequéncia de
causa desconhecida para o 6bito do paciente, que contabilizou 27% dos
casos, devido a descontinuacdo do acompanhamento ou morte em outro
servico de saude. Também houve um decréscimo progressivo ha
probabilidade estimada de sobrevida dos pacientes incluidos em nosso
estudo, passando de 92% no primeiro ano para 85% em 3 anos e 78% em 5
anos. Em nosso estudo, o achado de ABMR na biopsia protocolar precoce
nao apenas determinou risco de menor sobrevida do enxerto, como também
de menor sobrevida do paciente. O grupo de pacientes com ABMR na biépsia
protocolar teve uma probabilidade estimada de sobrevida do paciente
progressivamente menor que aqueles que tiveram biopsia protocolar normal
ou apenas com achado histolégico de NTA. Apesar de a presenca de DSA
pré-transplante ndo ter apresentado significancia estatistica na determinacéo

de risco de menor sobrevida do enxerto, ele associou-se significativamente
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com a probabilidade estimada de menor sobrevida do paciente em 1 ano, 3
anos e 5 anos de acompanhamento, em relacdo aos pacientes com DSA
negativo pré-transplante, o que mostra que o0s estudos histologico e
imunolégico combinados podem trazer informagfes adicionais na andlise

progndstica precoce de pacientes transplantados renais sensibilizados.

Lesdes mediadas por anticorpos que nao fecham critério para ABMR

Em uma segunda etapa do nosso estudo, apds analisar
cuidadosamente os achados histolégicos das bidpsias protocolares que néo
fechavam diagnéstico para ABMR, observamos que muitos desses casos
evoluiram para ABMR na bidpsia por indicacdo. Percebemos que lesbes
histoldgicas incipientes, como NTA ou glomerulite e/ou pericapilarite, vistas na
biépsia protocolar, quando combinadas ao fator imunologico refletido pela
presenca de DSA pré-transplante ou C4d positivo, associavam-se nao apenas
a uma TFGe progressivamente menor ao longo dos anos, como também a
uma menor sobrevida do enxerto. Esses dados sugerem que lesdes precoces
pos-transplante renal, seja NTA, seja inflamacgéo microvascular, associadas a
atividade humoral, também podem ativar a cascata do complemento e levar a
um prognadstico semelhante aos casos de ABMR diagnosticada ja na biépsia
protocolar. Quando comparados os grupos AB activity, ABMR e controle,
observou-se que os grupos AB activity e ABMR apresentavam evolucéo
semelhante, ainda que no grupo AB activity as lesBes histologicas nao
fechassem critério para ABMR. Ambos os grupos demonstraram uma perda
progressiva da TFGe e uma menor sobrevida do enxerto em relagdo ao grupo
controle ao longo de 5 anos de seguimento. O grupo AB activity chegou a
apresentar risco de perda do enxerto 2 vezes maior que o grupo controle. O
namero de transplantes (2 ou mais) também foi uma variavel independente de
risco para a perda do enxerto nesses subgrupos de interesse em comparacao
com o grupo controle, o que refor¢ca a natureza imunoldgica do aumento do

risco através da sensibilizacdo desses pacientes.
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Esses resultados mostram que o0 processo de imunoativacdo €
complexo e que ndo apenas o achado de ABMR precocemente no poés-
transplante é capaz de ativar a via classica da cascata de complemento. A
presenca de NTA ou de inflamag&o microvascular nos primeiros 10 dias de
pos-transplante, quando associada a atividade humoral, também consegue
ativar a cascata de complemento, levando a pior evolucéo da funcéo renal do
enxerto e de sua sobrevida, o que evidencia a utilidade da vigilancia precoce
tanto imunologica como da histologia do enxerto renal para fins prognésticos
do transplante de rim. E conhecida a gradacédo de risco para a perda de
enxerto realizada em cima dos valores de MFI, valores mais altos
determinando maior risco®, em nosso estudo, houve uma tendéncia a valores
maiores de MFI no grupo ABMR em relacéo ao grupo AB activity, porém essa
diferenca n&o atingiu significancia estatistica, corroborando para uma

evolucado semelhante em termos progndsticos para ambos 0s grupos.

O processo de imunoativacdo € também dinamico, comeca com a
deposicdo de anticorpos no enxerto renal, desencadeando a ativacdo da
cascata de complemento, culminando finalmente com as lesdes histologicas.
Entretanto, quando a biépsia do enxerto é realizada muito precocemente no
pés-transplante, ela talvez ndo consiga mostrar todo o processo de
imunoativacao subjacente, o qual quando finalizado pode determinar pior
prognéstico a longo-prazo. Lesfes histologicas incipientes que nao fecham
critério diagnostico para ABMR devem despertar a atencdo do transplantador,
especialmente quando mediadas por anticorpos. Para melhorar a
sensibilidade da biépsia protocolar na deteccéo de alteracdes histolégicas que
determinam pior desfecho do transplante renal, especialmente lesdes
mediadas por anticorpos, nosso centro, ap0s analise desses resultados,
decidiu associar o estudo do perfil MFI do DSA, atentando para elevacdes
precoces, ao protocolo de realizacéo da bidpsia protocolar até os primeiros 10

dias de pdés-transplante renal em pacientes sensibilizados.
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Perspectivas futuras

Finalmente, quando se fala de vias imunopatogénicas ativadas no
processo de ABMR, Halloran PF e colaboradores concluiram em seu estudo
recente que, dentre as 398 bidpsias com achado de ABMR analisadas em seu
estudo, os casos com DSA negativo aconteceram mais precocemente, foram
menos intensos, isto €, com menor expressao de genes associados a ABMR
e, em sua maioria, apresentaram C4d negativo. Entretanto, o grupo concluiu
gue os mecanismos moleculares usados foram idénticos aos casos de ABMR
com DSA positivo, e que ambos os tipos de ABMR apresentavam risco
semelhante de perda do enxerto®3. Em resposta a esse estudo, Naesens M et
al escreveram uma carta ao editor para salientar que a auséncia de maiores
diferencas na expresséo génica entre os casos de ABMR com DSA positivo e
com DSA negativo ndo pode levar a conclusao de que todos os casos de
inflamacdo microvascular com expressdo aumentada dos transcritos
relacionados a imunoativacdo conferem diagnéstico de ABMR com mesmo
risco de perda do enxerto e, portanto, ndo deveriam receber o mesmo
tratamento. Nessa carta, os autores reforcam que o mecanismo por tras da
imunoativacao e infiltracédo celular, levando a injaria endotelial e tecidual vista
na biopsia de enxerto renal ndo é necessariamente refletido pela expressao
génica®. A tréplica para essa carta, feita por Halloran PF et al, reiterou que,
apesar dos casos de ABMR com DSA negativo serem um pouco menos ativos
em termos moleculares, ainda ha a liberacdo de DNA derivado de doadores
livres de células em nivel similar aos casos de ABMR com DSA positivo, o que
demonstra que mesmo com vias patogénicas similares, existe um espectro de

extensiva heterogeneidade para o estagio e intensidade da ABMR®°,

No campo de técnicas em desenvolvimento, estudos mostram que a
deteccdo de DNA derivado do doador e livre de célula mostra-se promissora

como forma de biopsia liquida, sendo proposta como um marcador néo



DISCUSSAO 89

invasivo para diagnéstico de rejeicdo do enxerto renal®®. Qutros estudos vém
demonstrando que no futuro provavelmente podera se fazer uso na pratica
clinica da analise de microRNA e perfil de citocinas na urina como método
também n&o invasivo para discriminacdo entre rejeicdo do enxerto e
condicdes estaveis do transplante®’. A identificacédo precoce de ABMR através
de biomarcadores néo invasivos e o uso de modelos de predicéo para avaliar
o risco futuro de faléncia do enxerto devem ser cada vez mais considerados®®,
Percebe-se assim que 0s mecanismos patogénicos por trds da inflamacéo
microvascular e da ABMR sdo complexos e requerem mais estudos para
serem completamente elucidados. Na era dos diagnésticos de precisédo e da
predicédo individualizada de risco tanto para o0 paciente como para o enxerto
renal, faz-se necesséario combinar cada vez mais o estudo dos fatores
histolégicos, imunolégicos e futuramente moleculares no manejo de pacientes

transplantados renais sensibilizados.

O presente estudo teve algumas limitacdes: seu carater retrospectivo,
com avaliacdo de dados de pacientes a partir de 2010, impossibilitou que
alguns exames como tipificacdo HLA para os locus Cw, DQ e DP, C4d e DSA
pos-transplante fossem realizados para todos os pacientes da coorte, uma
vez que ndo estavam disponiveis. A despeito da auséncia dos resultados
desses testes para alguns pacientes, nossos objetivos foram alcancados,
provando-se o valor da bidpsia protocolar precoce para fins diagndsticos e
prognésticos do transplante renal em pacientes sensibilizados. Em estudo
futuro, precisaremos determinar se os casos de lesdo mediada por anticorpos
que nao fecham critério para diagnéstico de ABMR na bidpsia protocolar
(grupo AB activity) devem ser tratados precocemente e se a terapia podera
conferir mudanca nos desfechos do transplante e quanto ganharemos de
sensibilidade com a associacao da biopsia protocolar ao estudo do perfil MFI
do DSA.
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6. CONCLUSOES

O diagnéstico de ABMR tanto na biopsia protocolar como na biopsia
por indicagéo impacta negativamente a evolugao da funcdo renal do enxerto,
com perda progressiva da TFGe em 5 anos de acompanhamento. O achado
de ABMR na bidpsia por indicacdo também foi associado ao aumento da

proteindria a longo-prazo.

Quando comparados subgrupos de interesse, observou-se que
pacientes com lesBes histolégicas incipientes (NTA ou inflamacao
microvascular) combinadas com atividade humoral (DSA pré-transplante ou
C4d positivo) que nado fecham critério para ABMR na bidpsia protocolar —
grupo AB activity - comportam-se como 0s pacientes com diagndstico precoce
de ABMR na bidpsia protocolar em termos de perda da TFGe em relacdo ao

grupo controle ao longo de 5 anos de acompanhamento.

Do mesmo modo, o grupo que nao fecha critério para diagndéstico de
ABMR na biépsia protocolar, mas apresenta atividade imunoldgica
precocemente pos-transplante, tem menor sobrevida do enxerto em
comparacao ao grupo controle, evoluindo de forma semelhante ao grupo que
teve diagnostico de ABMR na biopsia protocolar, demonstrando pior

progndstico do transplante renal em relacédo ao grupo controle.

Em relag&o a probabilidade estimada de sobrevida do enxerto renal em
pacientes sensibilizados, variaveis como transfuséo sanguinea prévia, doador
falecido, presenca de ABMR e de C4d positivo na biépsia protocolar conferem

risco aumentado de menor sobrevida do enxerto.

No que concerne a probabilidade estimada de sobrevida do paciente
transplantado renal sensibilizado, variaveis como doador falecido, ABMR
como achado histolégico na bidpsia protocolar e presenca de DSA positivo

pré-transplante conferem maior risco para menor sobrevida do paciente.
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Finalmente, o estudo da atividade mediada por anticorpo, através da
analise da presenca de DSA pré-transplante, MFI do DSA e positividade do
C4d, associado ao estudo histolégico da biopsia protocolar tem o potencial de
aumentar a sensibilidade do exame para diagnéstico precoce de ABMR.

Conclui-se assim que a combinacdo do estudo imunolégico com o
estudo histolégico, bem como a analise de variaveis clinico-demograficas,
realizada precocemente no poés-transplante de pacientes sensibilizados
constitui estratégia valida na determinacdo do progndéstico do transplante
renal e que a bidpsia protocolar tem lugar no acompanhamento desses
pacientes tanto para fins de diagndstico e tratamento precoces, como para
predicéo de risco futuro de menor funcéo renal e menor sobrevida do enxerto

e do paciente.
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