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RESUMO

Paixdo, JO. Avaliacdo do efeito da dessensibilizagdo com imunoglobulina
polivalente sobre o perfil de anticorpos anti-HLA e a incidéncia de transplantagéo de
pacientes sensibilizados candidatos a transplante renal com doador falecido. [Tese].

Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo, 2020.

INTRODUCAO Dentre as opgdes de terapia renal substitutiva disponiveis
atualmente, o transplante renal apresenta melhores resultados em termos de
sobrevida, qualidade de vida e menores custos. Entretanto, a escassez de 6rgéos
e o numero crescente de pacientes com DRC contribuem para o aumento do tempo
de espera em lista, com elevadas taxas de mortalidade desses pacientes. Em
comparagao com os pacientes nao sensibilizados, aqueles com anticorpos anti-HLA
apresentam uma desvantagem significativa no sistema de alocagéo, permanecendo
na lista de espera por mais tempo, com altas taxas de mortalidade e morbidade,
principalmente em paises onde ndo ha sistema de alocagdo especifico para
pacientes altamente sensibilizados. A reducédo dos anticorpos anti-HLA, por meio
de tratamento imunomodulador, mostrou-se eficiente e segura nos transplantes com
doadores vivos. Os resultados da adocao de apenas IVIG para aumentar o acesso
a transplantes com doador falecido em pacientes altamente sensibilizados s&o
mostrados aqui. PACIENTES E METODOS: esta andlise retrospectiva avaliou
pacientes sensibilizados, inscritos para transplante renal com um doador falecido,
apresentando muitos CDC-XM positivos de células T e / ou B no WL e que foram
submetidos a um protocolo de dessensibilizagado (DS), usando IVIg 2g / kg / més,
de janeiro de 2003 a dezembro de 2013, e seguido ao longo de 58,9 + 22,9 meses.
Os pacientes estavam em terapia de substituicao renal por uma média de 91 = 60
meses, quando VIg foi iniciado. Os transplantes foram liberados com o primeiro
doador apresentando CDC-XM de células T e B negativas. RESULTADOS: Dos 45
pacientes avaliados, 6 pacientes foram excluidos (3 pacientes obtiveram doador
vivo e 3 ndo completaram o minimo de trés doses de IVIG). Dos 39 pacientes
restantes, 14 (35,9%) foram transplantados no seguimento médio de 58,9 + 22,9
meses, 9 (64,3%) apresentando anticorpos especificos do doador A, B ou DR
(DSA). O tempo médio no WL antes do MD foi de 75 + 41 meses e apos o MD foi
de 20 £ 11 meses (p <0,01) para aqueles que vao ser transplantados. A terapia com
IVIg resultou em uma diminuigédo na classe média | (78,38 £ 25,99 vs. 69,54 + 31,18,
p = 0,0074) e na classe Il (74,36 £ 27,50 vs. 61,79 + 36,26, p = 0,04). Houve uma
diminuigao significativa no numero de anticorpos anti-HLA antes e apés DS: em MFI
até 1500 (10,67 £ 10,60 a 3,67 £ 8,57, p = 0,0002) e em MFI entre 5000 e 10000
(16,9 + 10,82 13,2+ 11,2, p = 0,004). O numero medio de infusdes IVIg foi de 10 +
11 durante o seguimento. Houve uma redugdo significativa no DSA imune
dominante (iDSA) dos pacientes que transplantaram com anticorpos anti-doador
especificos (3615,33 + 1514 vs. 2020 £ 1299, p = 0,03). Pacientes com prioridade
de transplante por falha de acesso para dialise apresentaram maiores taxas de
transplante do que aqueles sem prioridade: 70% vs 21% (p <0,003). O seguimento



meédio apos o transplante foi de 18,18 £ 16,67 meses. Em 60 meses, nao diferenca
entre a sobrevida dos pacientes que transplantaram e a dos que permaneceram em
lista: 71,43% vs 77%, p=0320.Em ambos os grupos, a principal causa de o6bito foi sepse
relacionada ao acesso para dialise (71% no grupo 1 e 67% no grupo 2). A sobrevida
dos pacientes que transplantaram foi de 93%, 85,71% e 78,57% no 1°, 2° e 3" ano
consecutivamente. A sobrevida do enxerto censurada para o6bito foi de 100% em 2
anos e 76,36% em 3 anos, sendo a nefropatia por BK (60%) a principal causa de
perda de enxerto. A taxa de RAMA foi de 35,71% (tratados com aférese, Rituximabe
e IVIG) com apenas 1 perda do enxerto devido a RCMA apds 51 meses. Apenas 0s
pacientes que foram enxertados com 2 ou mais DSA apresentaram ABMR (100 x
0%, p <0,02). A fungéo renal (MDRD) foi semelhante em pacientes que progrediram
com e sem rejeicao. Nao ocorreram efeitos colaterais graves relacionados ao uso
de IVlg. CONCLUSOES: Em resumo, propde-se que a dessensibilizagdo, utilizando
apenas |VlIg, é eficaz e segura na redugcao de anticorpos anti-HLA, reduzindo o
tempo de espera para o transplante renal em pacientes altamente sensibilizados e
sem perspectiva de um transplante com doador vivo, especialmente quando o
paciente encontra-se priorizado em lista para transplante.

Descritores: Transplante de rim; Antigenos HLA; Dessensibilizagdo imunoldgica;
Rejeicdo de enxerto; Doadores falecidos; Anticorpos; Painel de reatividade de

anticorpos.



ABSTRACT

Paixao, JO. Effect of polyvalent immunoglobulin on the profile of anti-HLA antibodies
and the transplantation of sensitized renal transplant recipients with deceased
donor. [Thesis]. Sdo Paulo, “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”,

2020.

INTRODUCTION: Among the renal replacement therapy options currently available,
kidney transplantation presents better results in terms of survival, quality of life and
lower costs. However, the scarcity of organs and the growing number of patients
with CKD contribute to the increase in waiting time on the list, with high mortality
rates for these patients. Compared to non-sensitized patients, those with anti-HLA
antibodies have a significant disadvantage in the allocation system, remaining on
the waiting list for a longer time, with high mortality and morbidity rates, especially in
countries where there is no specific allocation system for highly sensitized patients.
The reduction of anti-HLA antibodies, using immunomodulatory treatment, proved to
be efficient and safe in transplants with living donors. The results of adopting only
IVIG to increase access to transplants with deceased donor in highly sensitized
patients are shown here. METHODS AND PATIENTS: this retrospective analysis
evaluated sensitized patients, enrolled for kidney transplantation with a deceased
donor, presenting many positive T and/or B-cell CDC-XM on the WL and who
underwent a desensitization (DS) protocol using 1VIg 2g/kg/month, from 2003 to
2013, and followed over 58,9 * 22,9 months. Patients had been on renal
replacement therapy for an average of 91 + 60 months when IVlg was initiated.
Transplants were cleared with the first donor presenting a negative T and B-cell
CDC-XM. RESULTS: Of the 45 patients evaluated, 6 patients were excluded (3
patients obtained a living donor and 3 did not complete the minimum of three doses
of IVIG). Of the remaining 39 patients, 14 (35.9%) were transplanted during the FUT,
9 (64.3%) presenting A, B or DR donor specific antibodies (DSA). Mean time on the
WL before DS was 75 £ 41 months and after DS was 20 + 11 months (p<0,01) for
those who get to be transplanted. 1VIg therapy resulted in a decrease in mean class
| (78.38 £ 25.99 vs. 69.54 + 31.18, p=0.0074) and class Il (74.36 + 27.50 vs.
61.79136.26, p=0.04). There was a significant decrease in the number of anti-HLA
antibodies, as expressed on single PRA before and after DS: on MFI up to 1500
(10.67 £ 10.60 to 3.67 + 8.57, p=0.0002) and on MFI between 5000 and 10000 (16.9
+10.8 t0 13.2 £ 11.2, p=0.004). The median number of IVIg infusions were 10 £ 11
over the FUT. There was a significant reduction in the immune dominant DSA (iDSA)
of the patients who transplanted with specific anti-donor antibodies (3615.33 £ 1514
vs. 2020 £ 1299, p=0.03). Patients with transplant on priority due to access failure
for dialysis presented higher transplantation rates than those with no priority: 70%
vs. 21% (p < 0.003). Mean FUT after transplantation was 18.18 £ 16.67 months. In
60 months, the overall patient survival was not different for patients who transplanted
or not: 71.43% vs. 77%, p= 0,320. In both groups, the main cause of death was
sepsis related to dialysis access (71% in group 1 and 67% in group 2). Patient



survival of transplanted patients was 93%, 85,71% and 78,57% at 1, 2 and 3 years.
Death-censored graft survival was 100% at 2 years and 76,36% at 3 years, been BK
nephropathy (60%) the main cause of graft loss. ABMR rate was 35.71% (treated
with apheresis, Rituximab and IVIG), with one graft loss due to CAMR at 51 months.
Only patients who were grafted with 2 or more DSA presented ABMR (100 vs. 0%,
p < 0.02). Renal function (MDRD) were similar in patients who progressed with and
without rejection. No serious side effects related to IVIg use occurred.
CONCLUSIONS: In summary, we propose that desensitization using only IVIG is
effective and safe in decreasing anti-HLA antibodies, reducing the waiting time for
kidney transplantation in highly sensitized patients that have no perspective of a
living donor transplant, mainly in patients on priority.

Descriptors: Kidney transplant; HLA antigens; Desensitization; Graft rejection;

Deceased donors; Antibodies; Panel reactive antibody.



1. INTRODUGAO

Atualmente, a doenca renal crbnica (DRC) tem sido considerada um
problema de saude publica em todo o mundo. A National Kidney Foundation
analisou os dados do US Renal Data System (USRDS), evidenciando que cerca de
14,8% da populacao adulta nos EUA apresenta algum grau de perda de fungao
renal. Existe uma estimativa de cerca de 30 milhdes de adultos com doenca renal
cronica (DRC) naquele pais e um gasto anual de cerca de $100 bilhdes em 2015
(1). Dentre as modalidades de terapia renal substitutiva, o transplante renal oferece
melhor qualidade de vida e maior sobrevida aos pacientes, quando comparado a
permanéncia em dialise (2). Segundo dados da Associacdo Brasileira de
Transplantes de Orgdos (ABTO), o Brasil é hoje o segundo pais que mais realiza
transplantes renais no ocidente, e o primeiro quando se considera o financiamento
publico. O numero de transplantes realizados aumentou na ultima década,
passando de 4.656 procedimentos em 2010 para 6283 procedimentos realizados
em 2019, um aumento de 26%. Paralelamente, houve um aumento progressivo do
numero de pacientes necessitando de terapia renal substitutiva nos ultimos anos,
passando de 54.523 pacientes em 2009 para 139.691 pacientes em 2019, um
aumento 55.5%. Desses pacientes, 24,9% encontram-se inscritos em lista para
transplante renal (3).

O Brasil realizou 6.283 transplantes renais em 2019. Entretanto, o numero
anual estimado de transplantes necessarios no pais seria de 12.510 procedimentos
ao ano (3). Tais dados demonstram que o aumento da capacidade de
transplantagao no pais ndo tem acompanhado o numero crescente de pacientes em

lista, evidenciando a necessidade de ampliagdo dos programas de transplante
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renal, com aumento no numero de procedimentos realizados anualmente. As
principais dificuldades encontradas para o aumento dos transplantes renais no pais
sdo a elevada taxa de negativa de doagao pelos familiares (43%), o baixo indice de
notificacdo de morte encefdlica e de aproveitamento dos 6rgaos captados e as
limitagdes financeiras dos programas de transplante renal (3).

Em consequéncia, o tempo de espera em lista no Brasil € elevado, quando
comparado ao de outros paises. Dados da Secretaria Estadual de Saude de Sao
Paulo (SES-SP) demonstraram que, no periodo de janeiro de 2002 a dezembro de
2015, o tempo médio de espera por um rim foi de 31,8 meses (4). Dentre os
pacientes inscritos em lista, existe um grupo que apresenta tempo de espera médio
por um 6rgao ainda maior: os sensibilizados. Pacientes sensibilizados s&o aqueles
que, em consequéncia a exposi¢ao prévia a antigenos HLA (do inglés, human
leucocyte antigens) heterélogos, por meio de hemotransfusdes, gestagdes e/ou
transplantes de érgéos soélidos, desenvolvem anticorpos anti-HLA. A expressao de
tais anticorpos € demonstrada mediante o cPRA (do inglés, panel reactive antibody)
e mensurada por meio de testes imunoldgicos baseados em citotoxicidade (CDC)
ou em ensaios de fase solida, como a citometria de fluxo, além do céalculo do cPRA
(do inglés, calculated panel reactive antibody) por intermédio da aplicacédo de
algoritmo que permite predizer as chances do paciente apresentar provas cruzadas
positivas, baseando-se no perfil de HLA populacional. O cPRA é apresentado por
meio de valores percentuais, sendo os pacientes sensibilizados aqueles que
apresentam valores superiores a zero. O percentual de cPRA utilizado para a
definicdo de paciente hipersensibilizado varia na literatura, sendo adotado cPRA
maior ou igual a 85% pelos paises europeus (5) e cPRA maior ou igual a 80% nos

EUA (6). No Brasil, o cPRA maior ou igual a 80% é o mais frequentemente utilizado.
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Comparados aos pacientes nao sensibilizados, pacientes que apresentam
anticorpos anti-HLA possuem desvantagem significativa na alocag¢ao dos 6rgaos de
doadores falecidos. Dados da casuistica dos Estados Unidos, antes da alteragao do
sistema de alocagdo de o6rgaos implementada em 2014 naquele pais,
demonstravam uma taxa de transplantes de 6,5% ao ano para pacientes
hipersensibilizados comparados aos 18 a 20% dos pacientes nao sensibilizados, o
que determina periodos de espera por um oOrgao compativel extremamente
elevados (6).

E importante ressaltar que os pacientes em lista geralmente apresentam
muitas comorbidades, o0 que determina elevadas taxas de mortalidade. No Brasil, a
mortalidade anual dos pacientes inscritos em lista no ano de 2019 foi de 18,2% ao
ano (7), sendo de 15% no Estado de Sao Paulo (4).

Diante de tal cenario, faz-se necessaria a busca por estratégias que
possibilitem o0 aumento do acesso a transplantacado dos pacientes sensibilizados no

pais.

1.1 Imunologia e transplante de 6rgaos

O transplante, para substituir a fungdo de 6rgaos doentes €, atualmente, uma
importante terapia médica. No entanto, na maioria dos casos, as respostas imunes
adaptativas constituem o principal impedimento ao transplante bem-sucedido.

A relacdo entre a existéncia de anticorpos especificos contra o doador
detectados pela prova cruzada positiva e desfechos renais desfavoraveis foi
definitivamente estabelecida em 1969, quando Patel e Terasaki publicaram um
estudo demonstrando que provas cruzadas positivas realizadas retrospectivamente,

utilizando soros de receptores de transplantes renais com linfécitos dos seus
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respectivos doadores, associavam-se a rejeicbes hiperagudas em 80% dos
pacientes, com perda do enxerto renal nas primeiras 48h apds o transplante (8).
Estudos relacionados revelaram ainda que o risco de rejeigdo era maior quando a
positividade da prova cruzada devia-se a presenga de anticorpos contra antigenos
HLA do doador. Surgia, entédo, o paradigma: nao realizar transplantes de 6rgaos nos
quais o receptor possuisse um ou mais anticorpos contra antigenos HLA do doador
(9). Desde entao, provas cruzadas tém sido utilizadas rotineiramente e, quando
positivas, sdo consideradas contraindicagao a transplantagao, sendo este o melhor

fator preditivo isolado de sobrevida do enxerto renal em curto prazo.

1.2 Alorreconhecimento

Quando um 6rgao proveniente de um individuo nao idéntico é transplantado,
inicia-se no receptor uma série de eventos imunolégicos denominados resposta
aloimune. A resposta aloimune inicia-se pelo reconhecimento dos aloantigenos
pelos linfécitos T, o alorreconhecimento. Esse processo pode ocorrer de duas

formas distintas:

e 0 alorreconhecimento direto através da ativagao de linfocitos T do receptor
por células apresentadoras de antigenos do doador, que deixam o enxerto e
migram para tecidos linfoides secundarios do receptor. O complexo peptideo-
molécula HLA do dador é reconhecido como n&o-proprio pelo TCR (do inglés,
T cell receptor) do receptor e inicia-se 0 mecanismo primario de indugéo de

citotoxicidade (9,14);
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e 0 alorreconhecimento indireto no qual proteinas alogénicas sdo captadas por
células apresentadoras de antigenos do receptor e apresentadas aos
linfécitos T por moléculas do MHC (do inglés, major histocompatibility
complex) proprias, desencadeando o processo citotoxico (9,14)

Mais recentemente, uma nova via de alorreconhecimento foi descrita: a via
semidireta, que envolve o contato intercelular e a distribuicdo e captacdo de
vesiculas exossomais, como estimulos a resposta imunoldgica das células T (15).

Os genes responsaveis por codificar o MHC, chamado nos seres humanos
de HLA, codificam os antigenos mais fortemente relacionados com o processo de
alorreconhecimento (15-17). O MHC foi assim denominado devido a seu papel
central na rejeicdo de enxertos. A frequéncia de células T especificas para qualquer
molécula do MHC estranha é relativamente elevada, fazendo as diferengas nos loci
do MHC serem o desencadeador mais potente da rejeicdo dos enxertos (18).

O loci HLA encontra-se no brago curto do cromossomo 6 e € a regido mais
polimdrfica de todo o genoma humano. Os haplétipos HLA sao transferidos dos pais
por meio de heranca mendeliana co-dominante. O HLA é dividido em duas classes:
classe |, subdividido em A, B e C; e classe Il, subdividido em DP, DQ e DR. As
moléculas de HLA classe | sdo expressas em todas as células nucleadas do
organismo e, geralmente, estdo envolvidas na apresentagcdo de pequenos
antigenos (9 a 11 aminoacidos), como proteinas virais e fragmentos proteicos
endogenos, para os linfocitos T CD8+. As moléculas de HLA de classe Il sédo
expressas pelas células apresentadoras de antigeno (APC), como células
dendriticas, macréfagos, linfocitos B, células endoteliais, além de algumas células
epiteliais, células musculares lisas e fibroblastos, que sdo capazes de apresentar

antigenos apos estimulos de citocinas especificas, como o TNF-alfa (do inglés,



23

tumor necrosis factor) e o interferon-gama (IFN-gama) (15,18).

As APCs sao células capazes de processar peptideos antigénicos, expondo-
os por intermédio da molécula HLA classe Il na superficie celular. Os antigenos HLA
classe Il sdo moléculas maiores (12 a 28 aminoacidos), derivadas de proteinas
extracelulares nos linfocitos T CD4+. As citocinas liberadas em resposta aos
diversos tipos de agressao determinam a hiperexpressao de moléculas HLA classe
Il nas células epiteliais e endoteliais, otimizando o alorreconhecimento (15,19).

Além dos antigenos HLA, outros peptideos enddégenos, conhecidos como
complexo de histocompatibilidade menor (MiHA, do inglés minor histocompatibility
antigen), sdo capazes de ocupar sitios de ligagdo de moléculas do MHC, sendo
reconhecidos pelos linfécitos T CD8+, contribuindo para o processo de rejei¢cao de
enxertos. O MiHA é codificado no cromossomo Y, podendo induzir resposta
aloimune quando um 6rgao proveniente de um doador masculino € transplantado
em uma receptora feminina (19).

Os antigenos ABO sé&o capazes de desencadear resposta imune nociva ao
enxerto. Atualmente, transplantes ABO incompativeis estdo sendo realizados com
otimos resultados por meio da utilizagdo de protocolos para a remocdo dos
anticorpos antes da realizagao do transplante (20, 21). Utilizando-se a estratégia de
dessensibilizacao, cerca de 30% dos doadores vivos, que eram recusados no
passado por incompatibilidade ABO, podem atualmente realizar a doacéo.
Entretanto, os anticorpos podem retornar aos niveis pré-tratamento, aderir a
microvasculatura e ativar o sistema complemento (apesar de geralmente eles nao
causarem injurias ao endotélio), causando a rejei¢ao do 6rgao (20, 21).

Os antigenos relacionados ao MHC classe | A (MICA, do inglés, MHC class

| chain-related antigen A) e os antigenos relacionados ao MHC classe | B (MICB, do



24

inglés, MHC class | chain-related antigen B) sdo dois membros de uma familia de
genes divergentes do HLA classe |, situados proximos do HLA B no MHC, que
codificam proteinas expressas na superficie de células endoteliais (21, 22). Tais
genes apresentam natureza bastante polimorfica, o que refor¢ga que os anticorpos
presentes no soro de receptores séo capazes de reagir contra esses antigenos e
conduzir a um processo de rejeigao, funcionando como alvos para a resposta imune
celular e humoral (22, 23).

Outro sistema nao-HLA envolvido nos processos de alorreconhecimento € o
sistema VEC (do inglés, vascular endothelial cell). Os anticorpos direcionados
contra o sistema VEC sao denominados anticorpos anticélula endotelial (AACE), e
inicialmente foram associados a doengas autoimunes, por sua associagdo com as
vasculites. Similarmente aos anticorpos anti-HLA, os AACE sao capazes de
desencadear reagdes de hiperreatividade vascular e microinflamacao, aumento de
expressao de moléculas de adesao, incremento de mecanismos pro-coagulantes e
apoptose celular, que culminam no remodelamento vascular, vasculopatia
obliterativa e fibrose tissular. Tais alteracbes constituem a reacao tissular as

agressdes imunomediadas (24, 25).

1.3 A Rejeicao no transplante renal

A introdugdo de drogas imunossupressoras mais potentes na década de
1980, como os inibidores de calcineurina, € os avangos na imunologia do
transplante promoveram alteragbes nas caracteristicas da rejeicdo de enxertos ao
longo dos anos. No inicio dos anos 1960, alteragdes clinicas, como febre, além de

dor e inchago no enxerto, eram frequentes nos diagnosticos de rejeicdo aguda.
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Atualmente, tais alteragcdes s&do praticamente inexistentes, sendo a elevagao da
creatinina um marcador diagnostico isolado frequente, ndo se podendo deixar de
mencionar os casos de rejeigao subclinica, diagnosticados apenas pela biopsia
renal. Entretanto, os episoddios de rejeicdo que ocorrem atualmente costumam ser
mais severos e, infelizmente, as taxas de sobrevida dos enxertos no longo prazo

mantém-se praticamente inalteradas (26).

1.4 Rejeicao celular

Ap0bs o processo de alorreconhecimento, os linfécitos T citotoxicos CD8+ sao
ativados pelos antigenos HLA de classe |, dando inicio a expanséo clonal de células
alorreativas, que induzem a citotoxicidade, por meio da liberacdo de granulos
citotoxicos, perforinas e granzimas, que causam a apoptose e lise celular. Os
linfécitos T auxiliares CD4+ s&o ativados pelos antigenos HLA classe Il e iniciam a
producdo de citocinas (27). De acordo com seu perfil funcional e as citocinas
produzidas, os linfécitos T auxiliares séo classificados em Th1 (do inglés, T helper
1) e Th2. As células T auxiliares CD4+ Th1 produzem principalmente interleucina-2
(IL-2), responsavel por potencializar o estimulo a expansao clonal de linfécitos T
CD8+, estimular a producao de IFN-gama e de TNF-alfa e a imunidade celular pro-
inflamatdria por meio da ativagao de mondcitos, macréfagos e células NK (do inglés,
Natural Killer). As células T auxiliares CD4+ Th2 regulam a ativacao de linfécitos B,
produzindo IL 4, IL5, IL10 e IL13, que, além de estarem envolvidas na resposta
humoral, possuem fungao imuno-reguladora ou anti-inflamatéria (27).

Aparentemente, quatro fendmenos regulatérios estdo envolvidos na

regulacao da ativacao clonal de linfocitos auxiliares Th1 e Th2. O IFN-gama inibe a
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proliferagao clonal de células Th2 e nao de Th1, o que explica a maior presenga de
células com fendtipo Th1 em reagdes imunes em presenga de INF-gama, como nos
casos de rejeigdo. Outro fator envolvido é a populagao predominante de células
apresentadoras de antigenos (APC) no processo de alorreconhecimento, capaz de
ativar diferentemente células Th1 e Th2. Por exemplo, linfécitos B esplénicos
parecem estimular a ativagdo de células Th2 e nao células Th1, enquanto
macrofagos e células dendriticas parecem estimular mais células Th1 e ndo Th2. A
concentracdo de antigenos também parece desempenhar papel na determinagcao
da populacao de células T auxiliares a ser estimulada, sendo a exposi¢cao a elevada
carga antigénica associada com a inibicao da proliferagcao de clones celulares Th1,
mas nao Th2. Por ultimo, a resposta das células Th1 e Th2 a exposigao prévia a IL2
€ antagébnica, sendo a produgao de linfocinas e a proliferagdo das células Th1
inibidas por tal citocina, o que desvia a resposta imune predominantemente para o
perfil Th2 (27).

O endotélio vascular desempenha um papel critico na interface entre as
células do parénquima do 6rgao transplantado e o sistema imune do receptor, sendo
o alvo principal das agressdes imunes apdés o transplante renal. As células
endoteliais sdo responsaveis pela regulagao do processo de diapedese das células
imunes do receptor para o enxerto, mecanismo importante nos processos de
rejeicao (28). Utilizando moléculas de adesao expressas no endotélio do enxerto,
os linfécitos T do receptor aderem ao endotélio e o atravessam. Uma vez que
atingem o parénquima do 6rgao, eles proliferam no espaco intersticial e invadem as
paredes dos tubulos renais, causando a tubulite. Ocorre ainda a producdo de
citocinas inflamatérias por tais células, que atraem mais leucécitos para a area. Os

linféocitos T CD8+ citotdxicos atravessam a membrana basal dos tubulos, onde
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proliferam e induzem a apoptose das células tubulares. As células tubulares lesadas
podem transformar-se em miofibroblastos mesenquimais, promovendo a fibrose
intersticial. A perpetuagcdo de tais processos determina necrose do epitélio e da
membrana basal tubular, culminando em atrofia intersticial progressiva e disfungao

do enxerto (28, 29, 30).

1.5 Rejeicao mediada por anticorpos

Anticorpos contra as moléculas HLA, contra células endoteliais e contra
antigenos dos grupos sanguineos ABO sao os mais frequentemente associados
aos processos de rejeicao mediada por anticorpos, que se inicia dias apds a
transplantagcdo. A exposigao aos antigenos do doador promove a formacado de
anticorpos capazes de ativar a cascata do complemento e lesar o enxerto, em uma
reagado que é potencializada nos casos de exposi¢cédo prévia aos antigenos HLA
apresentados pelo doador (29, 30).

Os alvos desses anticorpos sao, inicialmente, as células do endotélio
peritubular e glomerular do enxerto. O endotélio lesado libera moléculas que
estimulam a agregacao plaquetaria, como o fator de Von Willebrand e P-selectina,
interleucinas que estimulam a ades&do dos linfocitos ao endotélio glomerular
(causando a glomerulite) e peritubular (marginagcado e pericapilarite) e citocinas
responsaveis pela ativacdo do sistema complemento. A formagao do complexo de
ataque a membrana desencadeada pela ativagdo do sistema complemento
determina necrose e apoptose das células endoteliais, assim como o
desprendimento das células endoteliais da membrana basal vascular, resultando

em microtromboses, hemorragias € necrose da parede arterial nos casos mais
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graves (29, 30).

O diagnéstico da rejeicao aguda mediada por anticorpos, de acordo com os
critérios do Banff 2013 (31), requer a apresentacdo de todos os trés critérios
diagnosticos:

e evidéncia histolégica de injuria tecidual aguda (glomerulite ou capilarite
peritubular, arterite intimal ou transmural, microangiopatia trombdtica sem
outra causa e injuria tubular aguda sem outra causa provavel);

e evidéncia histoldgica de interacdo entre o endotélio e anticorpos, definido
como pelo menos um dos achados: deposi¢cdao de C4d padrao linear nos
capilares peritubulares, inflamacao microvascular (no minimo moderada) e
aumento na expressao de proteinas tissulares indicativas de injuria tecidual;

e deteccdo de DSA (do inglés, donor-specific antibodies), anti-HLA ou n&o, no
soro do receptor.

O diagnéstico precoce da rejeicao aguda mediada por anticorpos (RAMA) e
a rapida instituicdo do tratamento sao cruciais para o prognostico do enxerto renal.

O processo de injuria tecidual da RAMA pode perpetuar e tornar-se crénico,
determinando um progndstico ruim para o enxerto. Redfield et al. estudaram 123
pacientes com diagndstico de rejeigao crénica mediada por anticorpos (RCMA) por
cerca de nove anos e 76% dos pacientes haviam perdido o enxerto renal 1,9 anos
apos o diagnéstico, demonstrando o pobre prognéstico de tal condigéao (32).

Os critérios diagndsticos para a RCMA sobrepbéem-se aos da forma aguda,
diferindo quanto aos achados que evidenciam lesédo tecidual crénica, sendo
necessario ao menos um dos achados: glomerulopatia do transplante (na auséncia
de microangiopatia trombdtica), proliferacdo das camadas da membrana basal dos

capilares peritubulares, identificada a microscopia eletronica, e achados de fibrose
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da intima arterial sem outra etiologia definida. Os achados referentes as evidéncias
histolégicas de interagao entre o endotélio e anticorpos e referentes a detecgao de

C4d sao os mesmos para as condigdes aguda e crénica (32).

1.6 O problema da sensibilizagao no Brasil e no mundo

A sensibilizagdo anti-HLA é hoje uma das principais barreiras para a
realizacéo e o sucesso do transplante de 6rgaos sélidos. O percentual de pacientes
sensibilizados, aguardando por um 6rgéo é consideravel e crescente. Cerca de 30%
dos pacientes inscritos em lista para transplante renal nos Estados Unidos
apresentavam algum grau de sensibilizagdo até 2014 (34). Tais pacientes
apresentavam tempo de espera em lista prolongado, quando comparados a
pacientes nao sensibilizados, acumulando-se nas listas. Informacbes fornecidas
pela SES/SP demonstram que 15,8% dos pacientes inscritos para transplante
nesse estado apresentam cPRA acima de 80% (4). Em levantamento dos dados
fornecidos pela Secretaria de Saude do Estado de Minas Gerais (SES/MG),
observa-se que, dos 2828 pacientes ativos em lista atualmente, 34% apresentam
algum grau de sensibilizagdo (cPRA acima de 5%), enquanto 14% apresentam
cPRA acima de 80% (35).

As estratégias para aumentar o acesso de tais pacientes a transplantagéo
sao, frequentemente, dispendiosas e nao estao disponiveis em muitos centros
transplantadores do pais. No STR-HC-USP, os tratamentos de dessensibilizagao,
utilizando imunoglobulina humana polivalente (1Vlg), sdo realizados desde 2003.
Sao encaminhados pacientes de diversas cidades brasileiras onde o tratamento ndo

se encontra disponivel, tornando a perspectiva de transplantagdo desses pacientes
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precaria. Geralmente, os pacientes encontram-se em terapia renal substitutiva ha
longos periodos, apresentam diversas comorbidades, complicagdes relacionadas a
terapia renal substitutiva e dificuldades de acesso para didlise. Em nossa casuistica,
todos os pacientes que foram priorizados em lista por faléncia de acesso para dialise
iniciaram o processo no STR-HC-USP, apesar de ja apresentarem critérios para
solicitacdo de priorizagdo anteriormente. A [IVIlg utilizada foi, em geral,
disponibilizada pelas centrais estaduais e setores responsaveis por medicagao de

alto custo, apds justificativa médica.

1.7 O processo de sensibilizagao

A sensibilizagdo anti-HLA é hoje uma das principais barreiras para a
realizacdo e para o sucesso do transplante de érgaos solidos. A formagao de
anticorpos anti-HLA de classe | e |l decorre de eventos que determinam a exposi¢cao
do paciente a antigenos HLA de outros individuos por transplantes prévios,
gestagbdes ou abortamentos e hemotransfusdes. Tais anticorpos sado capazes de
ativar diferentes células, iniciar a resposta imune e contribuir para o processo de
rejeigao (29, 30, 34).

Os diferentes eventos sensibilizadores estimulam o sistema imunoldgico de
maneiras e intensidades distintas. Estudo retrospectivo com 722 pacientes,
publicado em 2017, demonstrou que transplantes prévios de 6rgaos sélidos sdo os
eventos com maior potencial de aloimunizagéao, particularmente para antigenos HLA
de classe Il, comparados a gestagdes e hemotransfusdes. As gestacdes sao mais
associadas a aloimunizagdo do que as hemotransfusbes e associam-se,

principalmente, ao aumento nas taxas de antigenos HLA de classe | (36).
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A presenca de anticorpos especificos pré-formados no receptor contra
antigenos HLA do doador era, até ha pouco tempo, uma contraindicagéo absoluta
ao transplante, pelo risco elevado de desenvolvimento de RAMA, que ocorre dentro
de minutos a horas (rejeicdo hiperaguda), dentro de poucos dias ou mesmo de
forma indolente, e leva quase sempre a perda do enxerto (37,38).

Atualmente, s&o considerados transplantes imunologicamente incompativeis
os realizados entre doador e receptor com titulos elevados de isoaglutininas anti-

ABO e/ou anti-HLA que cursam com prova cruzada positiva.

1.8 Estratégias para o aumento do acesso ao transplante de pacientes

sensibilizados.

1.8.1 Sistemas de Alocacgéao de 6rgaos

A alocagao dos 6rgaos de doadores falecidos € realizada de maneira distinta
nos diversos paises. No Brasil, o Sistema Nacional de Transplantes (SNT), criado
em 1997, é responsavel pela gestdo, regulamentagdo e monitorizagdo dos
transplantes de 6rgaos e tecidos realizados em todo o territério nacional. A selegao
dos potenciais receptores para fins de transplante de rim passou a ser processada
mediante identidade no sistema ABO e por exame de histocompatibilidade,
avaliando-se as incompatibilidades no sistema HLA entre doador e receptor (39,
40).

No sistema de alocagédo atualmente vigente no Brasil, as compatibilidades
HLA sao pontuadas, atribuindo-se 5 pontos para cada identidade DR, 2 pontos para

cada identidade B e 0,5 ponto para cada identidade A, podendo o paciente pontuar
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de 0 (zero) a 15 (quinze) por esses critérios (39,40).

Algumas outras condi¢cdes também garantem pontuagao, como idade inferior
a 18 anos (4 pontos), tempo de espera em lista (1 ponto para o primeiro ano e 0,5
pontos para cada ano subsequente até o total de 5 pontos), diabetes (3 pontos) e
nefrectomia por doagao renal prévia (10 pontos). Os pacientes, que apresentam
PRA classe | maior do que 80%, recebem 4 (quatro) pontos adicionais e os com
PRA classe | entre 50% e 79% recebem 2 (dois) pontos adicionais em sua
pontuacao final (39,40).

Tal sistema de alocacédo garante eficiéncia e equidade na transplantacéao
para a maioria dos pacientes, exceto para pacientes hipersensibilizados e
homozigotos HLA-DR. De acordo com os dados da SES-SP de 2011, a
transplantabilidade de pacientes com PRA maior do que 80% ¢é 3,5 vezes menor do
que dos paciente sem anticorpos anti-HLA (4). No mesmo periodo, nos pacientes
listados no Hospital das Clinicas da Universidade de S&ao Paulo (HC-FMUSP), a
frequéncia de pacientes com qualquer grau de sensibilizagdo também foi de 25%.
Em levantamento de dados da SES-SP realizado por Gerbase e colaboradores,
referente ao periodo de 01/01/2002 a 31/12/2015, foram realizados 13.232
transplantes com érgéos provenientes de doadores falecidos no estado. Desses
orgaos transplantados, apenas 3,4% foram recebidos por pacientes com cPRA
maior ou igual a 80%, apesar desses pacientes corresponderem a 13,5% dos
pacientes inscritos em lista naquele periodo. Dados do mesmo levantamento
revelaram ainda que 22,6% dos pacientes com cPRA maior ou igual a 80%
aguardavam por um 6rgao em lista ha mais de sete anos (84 meses).

A busca por estratégias que tornem mais equanime a alocagéo dos 6rgaos

provenientes de doadores falecidos € uma realidade em diversos paises. Ha 25
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anos, o sistema Eurotransplant iniciou o Eurotransplant Acceptable Mismatch
Program, o maior programa de acesso ao transplante renal direcionado aos
pacientes sensibilizados. O objetivo do programa era aumentar o acesso a
transplantacdo por meio da previsao de provas cruzadas positivas pelo método
CDC. Apds dois anos de espera em lista, os pacientes hipersensibilizados (PRA
maior do que 85%) recebiam prioridade maxima no sistema de alocagao e antigenos
aceitaveis, aqueles contra os quais o paciente nunca desenvolveu anticorpos, eram
definidos por laboratério de referéncia. Tal abordagem aumentava o niumero de
potenciais doadores para os pacientes sensibilizados e, portanto, a sua chance de
transplantacdo. Os resultados de dez anos da implementagao do programa foram
publicados em 2014, demonstrando que, entre 1989 e 2014, foram realizados mais
de 1.000 transplantes de pacientes altamente sensibilizados, com sobrevida do
enxerto em 10 anos comparavel a dos transplantes realizados em nao
sensibilizados fora do programa. Estudo publicado recentemente demonstrou que
a alocacédo baseada em antigenos aceitaveis resulta em sobrevida do enxerto
significativamente superior em 10 anos, quando comparados a transplantes de
pacientes hipersensibilizados realizados pelo sistema de alocacdo baseado na
exclusao de antigenos inaceitaveis (unacceptable mismatches), atualmente
adotado nos Estados Unidos (41).

Apds mais de uma década de debates e utilizando-se da analise de modelos
de simulagado, o OPTN (do inglés Organ Procurement and Transplantation Network),
nos Estados Unidos, aprovou, em dezembro de 2014, um novo sistema de alocacao
de rins, 0 KAS (do inglés Kidney allocation system), dando prioridade aos pacientes
hipersensibilizados, por meio de pontuacdo diferenciada para os mesmos no

sistema de alocacéao (42, 43).
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No novo KAS, utiliza-se a classificacao de risco do doador (KDRI, do inglés
kidney donor risk index) e a estimativa de sobrevida do receptor (EPTS, do inglés
estimated posttransplant survival). O objetivo € que érgdos de doadores que
apresentem KDRI superior a 20% sejam destinados a receptores com EPTS
também superior a 20%. A equidade do sistema baseia-se na priorizacédo dos
pacientes hipersensibilizados e no aumento do compartilhamento regional e
nacional dos 6rgaos. Pontuagado adicional é atribuida aos pacientes com cPRA
maior do que 19%, sendo a priorizagdo maxima atribuida localmente para pacientes
com cPRA de 98%, regionalmente para pacientes com cPRA de 99% e
nacionalmente para aqueles com cPRA de 100% (42, 43). Como resultado, apés 12
meses de implementagao do novo sistema, houve aumento de 366% nas taxas de
transplantagdo de pacientes com cPRA de 99% e 100%, passando de 2,2% pré-
KAS para 10,1% no fim de 2015. Pacientes com cPRA de 98% também dobraram
a taxa de transplantacdo, passando de 1,2% para 2,4% no mesmo periodo.
Observou-se ainda o aumento das sobrevidas média de pacientes (7%) e de
enxertos (2,8%) com o novo sistema de alocagéo (44). A medida que tais pacientes
eram transplantados, a proporgao de transplantes destinados a esse grupo
diminuiu, tendo atingido um equilibrio préximo a 9%. O tempo médio de espera para
pacientes com anticorpos cPRA 98% - 100% caiu de 19 anos pré-KAS para 3,2
anos apos a implementacédo do KAS (45).

Estudos cristalograficos das moléculas dos antigenos HLA demonstraram
qgue os anticorpos anti-HLA reagem com partes especificas da molécula antigénica,
os epitopos, denominados “eplets”. Rene Duquesnoy observou que diferentes
moléculas de HLA serao reconhecidas pelo mesmo anticorpo, se essas moléculas

apresentarem um ou mais eplets em comum, reconhecidos por esse anticorpo.
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Dessa forma, seriam considerados antigenos aceitaveis aqueles diferentes do
proprio paciente e que nao possuissem eplets reconhecidos pelos anticorpos do
receptor. A partir de tais descobertas, Duquesnoy et al. desenvolveram o HLA
matchmaker, um programa de compatibilidade doador-receptor baseado em eplets
(46). Na pratica clinica, o programa tem sido adotado pelo sistema Eurotransplant
no programa Eurotransplant Acceptable Mismatch para identificar doadores para
pacientes hipersensibilizados. Outras possiveis aplicagdes clinicas do programa
sao a monitorizagao do desenvolvimento de anticorpos HLA clinicamente relevantes
apds o transplante renal e a analise da evolugdo de anticorpos em pacientes
submetidos em protocolos de dessensibilizacdo, nos quais a identificacao da
remocao de anticorpos epitopo-especificos pode aumentar as chances de
identificacdo de um possivel doador.

O programa HLA matchmaker € complexo e requer a criagdo de arquivos
temporarios e insercao manual dos resultados laboratoriais, 0 que demanda tempo
e abre a possibilidade de ocorréncia de erros humanos. Diante disso, em 2011,
Semiramis do Monte et al. desenvolveram um software, o EpHLA, que automatiza
e, dessa forma, simplifica a analise de epitopos aceitaveis e inaceitaveis com base
no algoritmo HLA matchmaker (47). A implementacao de tal programa permite uma
analise simples e automatizada dos dados, utilizando o algoritmo HLA matchmaker,
prevenindo os possiveis erros decorrentes do processamento manual dos dados.
Baseado na tipificacdo HLA e nos resultados de ensaios de fase soélida, estratégias
ja amplamente utilizadas, € possivel por meio do EpHLA gerar dados
automaticamente que servirdo de suporte para a equipe transplantadora, facilitando
a definicdo mais acurada do risco de desenvolvimento de rejeicdo mediada por

anticorpos e possibilitando o aumento do numero de potenciais doadores para
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pacientes hipersensibilizados. Esse processo tem sido usado na distribuicdo de

orgéaos para pacientes sensibilizados na regido Nordeste do Brasil.

1.8.2 Doagéo pareada

A doacao pareada é uma alternativa para os pacientes hipersensibilizados
que possuem doadores vivos incompativeis € a doagao renal pareada. Tal doagao
€ realizada quando doadores de dois ou mais pares de doador-receptor sao
incompativeis (tipo sanguineo incompativel ou prova cruzada positiva) com seus
receptores, podendo ocorrer os transplantes por meio da troca dos pares de doador-
receptor. As novas duplas formadas podem apresentar prova cruzada negativa,
auséncia de anticorpos pré-formados (DSA) e estes, quando existentes, podem
ocorrer em niveis mais baixos, demandando tratamentos para dessensibilizagao
menos agressivos (21).

O primeiro transplante do tipo foi realizado em 2000, nos Estados Unidos,
apesar de ter sido proposto, pela primeira vez, em 1986, por Rapaport (48).
Programas de doagéao renal pareada bem estruturados existem em paises como
Canada, Austrdlia, Holanda, Coreia do Sul, além dos Estados Unidos. Diversas
questdes éticas e legais estdo envolvidas no desenvolvimento de tais programas, o
que dificulta sua implementacdo e sua consolidacdo como alternativa para
pacientes hipersensibilizados em todo o mundo. A estratégia da doagao pareada

ainda ndo é uma realidade brasileira.

1.8.3 Protocolos de dessensibilizagdo
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A dessensibilizagdo é um processo no qual terapias imunomodulatérias sao
administradas em candidatos a transplante renal com o objetivo de eliminar ou
reduzir os niveis de anticorpos anti-HLA, que impedem a transplantagdo. Tal
processo tem-se tornado uma alternativa terapéutica importante, aumentando as
chances de transplantacéo dos pacientes sensibilizados.

O desenvolvimento de novas terapias imunomodulatérias, associadas ao
refinamento das ferramentas de estratificacdo do risco imunoldgico, permitiu
grandes avangos rumo a transposigao da barreira imunoldgica aos transplantes. A
reatividade imunoldgica do paciente é reduzida por meio de procedimentos, como
a plasmaferese e medicagdes imunomoduladoras, como a Imunoglobulina Humana
Polivalente (IVIg), e pelo efeito imunossupressor dirigido aos linfocitos B
(Rituximabe) e/ou plasmocitos (Bortezomibe), citocinas (Tocilizumab) e outras.
Novas drogas tém surgido como potenciais opg¢des terapéuticas no processo de
dessensibilizagdo, como a IgG Endopeptidades (ldes), o Belimumase, o
Eculizumabe, o Obinutuzumabe e Berinert (49).

Grande parte dos pacientes sensibilizados conseguem realizar um
transplante com os protocolos de dessensibilizagdo atuais, estando esses
tratamentos disponiveis em varios centros de exceléncia no exterior, porém em
apenas alguns centros transplantadores no Brasil. Os pacientes hipersensibilizados,
quando n&do submetidos a tratamentos para dessensibilizacdo, permanecem em
lista de espera por longos anos, com risco crescente de morte em dialise e sem
perspectivas de melhora de qualidade de vida. Os dados da literatura médica atual
demonstram que pacientes sensibilizados submetidos a dessensibilizacdo e
transplantados, quando comparados a pacientes mantidos em dialise a espera de

um doador HLA compativel, apresentam redugao significativa na mortalidade (33,
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34).

Entretanto, a imensa maioria dos dados que corroboram a eficacia dos
tratamentos de dessensibilizagdo sao provenientes de estudos que contemplam
predominantemente pacientes que possuem doadores vivos, excluindo-se parcela
significativa dos pacientes hipersensibilizados, que aguardam por o6rgao
proveniente de doadores falecidos.

As preparagdes comerciais de Imunoglobulina Humana Polivalente (1VIg) séo
compostos de Imunoglobulinas do isotipo G (IgG), confeccionados a partir do
plasma de um “pool” de doadores humanos saudaveis. Sao geralmente compostas
por 97% de 1gG e apenas tragos de IgM e IgA. As proporgdes de IgG1, 1gG2, 1IgG3
e IgG4 sao comparaveis as do soro humano. Os mecanismos de agao da IVIg sao
complexos, envolvendo a modulacao da expressao e funcionamento dos receptores
Fc nas células efetoras, interferéncia na ativacdo das vias do complemento e na
acao de citocinas inflamatérias por meio da estimulagao do perfil Th2, fornecimento
de anticorpos anti-idiotipicos, além de efeitos na ativacao, diferenciagao e funcdes
efetoras de linfocitos T e B (50). Inicialmente utilizada no tratamento de
imunodeficiéncias primarias e doengas autoimunes, seu efeito imunomodulador
tem-se revelado extremamente importante no transplante dos pacientes
hipersensibilizados.

A IVIg tem sido utilizada em diversos protocolos de dessensibilizagdo, em
receptores de transplantes HLA incompativeis e no tratamento de episddios de
RAMA. A dose utilizada nos diversos protocolos de dessensibilizacado varia de 100
mg/Kg (quando associada com plasmaferese) até 2g/kg e € usualmente
administrada durante as sessdes de hemodialise ou em infusdo lenta nos pacientes

nao dialiticos.



39

Poucos e raros sao os efeitos colaterais relacionados a infusdo dessa droga.
Nos casos mais extremos, existem relatos de trombose vascular, meningite
asséptica e anafilaxia grave (50, 53).

A utilizacdo da IVIg como agente imunomodulador em protocolo de
dessensibilizacéo foi primeiro documentada em uma série de casos publicada em
2002 por Glotz et al.. Em tal estudo, 15 pacientes com cPRA maior que 50% ou com
prova cruzada CDC positiva contra um doador vivo receberam trés doses mensais
de IVIg 2g/kg. A taxa de transplantagao foi de 86,6%, sendo 11 transplantes com
doadores falecidos e dois com doadores vivos, apds negativagdo da prova cruzada.
A sobrevida do enxerto apés um ano foi de 61,5%, tendo dois pacientes perdido os
enxertos por nefropatia por poliomavirus, uma perda por trombose do enxerto no
pos-transplante imediato e uma perda por nefrotoxicidade dos inibidores da
calcineurina. Apenas um paciente perdeu o enxerto apés episodio de rejeicao (51).

Em 2003, Jordan et al. avaliaram a resposta in vitro do tratamento com IVIg
do soro de pacientes sensibilizados, como preditiva do resultado da
dessensibilizagdo com IVIg. Um total de 93% dos pacientes apresentou reduc¢ao do
PRA (candidatos a transplante com doador falecido) ou negativagdo da prova
cruzada (candidatos com doador vivo), quando o soro foi tratado com IVIg. Trés
pacientes nao obtiveram a resposta esperada e nao foram submetidos a
dessensibilizagcdo. Foram realizados 24 transplantes renais com doador vivo, apos
uma unica dose de IVIg 2g/kg, e 16 transplantes com doador falecido (12 de rim,
um de coragao-figado, um de coragao-rim, um de figado-rim e um cardiaco). A taxa
de rejeicao foi de 31%. A maioria dos episddios ocorreu entre a segunda e a quarta
semana apos o transplante. Nessa série, a sobrevida do paciente e enxerto em 24

meses foi de 97,6% e 89,1%, respectivamente (52).
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A eficacia da IVIg como agente imunomodulador, capaz de reduzir os niveis
de anticorpos anti-HLA e aumentar as taxas de transplantagdo de pacientes
hipersensibilizados, foi definitivamente demonstrada no estudo controlado e
randomizado, conduzido por Jordan et al., o NIH- IGO2 trial, publicado em 2004
(53). Esse estudo multicéntrico demonstrou que a IVIg na dose de 2g/kg
mensalmente (4 doses pré-transplante e 4 doses apds o transplante) aumentou a
taxa de transplantacéo de pacientes hipersensibilizados de 17% no grupo controle
para 35% no grupo que recebeu IVIg, p<0,05. A taxa de transplantagao do grupo de
pacientes candidatos a rins de doadores falecidos foi de 31% no grupo tratamento
contra 12% no grupo controle, p=0,0137. A sobrevida do enxerto encontrada foi de
80% no grupo que recebeu IVIG e 75% no grupo placebo apdés 30 meses de
seguimento.

Diversos protocolos utilizando IVIg tém sido descritos e demonstram sua
acao positiva na reducdo dos anticorpos e do cPRA de pacientes
hipersensibilizados (51-55). Montgomery et al., utilizando protocolo com dose baixa
de IVlg (100 mg/kg) associada a plasmaferese, demonstraram beneficio
significativo na sobrevida dos pacientes. Quando comparados a pacientes
hipersensibilizados que permaneceram em lista, aguardando um 6rgao compativel,
pacientes hipersensibilizados que transplantaram com doadores vivos apés serem
submetidos ao protocolo de dessensibilizagcdo apresentaram sobrevida
significativamente maior, atingindo-se um aumento de 100% apds 8 anos de
acompanhamento (56).

Estudos posteriores demonstraram, entretanto, que a utilizagdo de |Vig
isoladamente pode nao ser suficiente para manter os niveis baixos dos anticorpos

anti-HLA, estando associada a um efeito rebote da producéo de anticorpos apods a
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suspensao do medicamento e no poés-transplante, favorecendo a ocorréncia de
episddios de rejeicao. Pacientes que apresentam titulos muito elevados de
anticorpos anti-HLA apresentaram apenas resposta parcial em alguns estudos (57).

Associado a tais achados, o melhor entendimento do papel dos linfocitos B
na RAMA e na sobrevida do enxerto impulsionou a busca de novas estratégias para
otimizar a dessensibilizagdo, como a associagdo do anticorpo monoclonal anti-
CD20, Rituximabe, aos protocolos com |VIg (58-64).

O Rituximabe é um anticorpo monoclonal anti-linfécitos B CD20+. O antigeno
CD20 é uma fosfoproteina transmembrana expressa na superficie das células B
jovens e maduras. Apods ligar-se ao antigeno CD20, o Rituximabe afeta o
funcionamento das células B, induzindo a ativagao da cascata de complemento com
consequente citotoxicidade e o reconhecimento dos linfocitos B pelos macrofagos,
induzindo a fagocitose e a ativagao das células NK (natural killer cells). Indicado
para o tratamento de Linfomas de células B (refratarios ou recidivas), Leucemia
Linfocitica Cronica, Artrite Reumatoide e para o tratamento de doencas
linfoproliferativas ~ pds-transplantes  (PTLD, do inglés  posttransplant
lymphoproliferative disease), tém sido atualmente utilizados off label em protocolos
de dessensibilizagado para transplantes incompativeis (ABO incompativeis e os com
prova cruzada positiva) e para o tratamento de RAMA.

O Rituximabe leva a redugéo das células B presentes no sangue periférico
em cerca de um a trés dias apds a administracdo e uma deplecdo completa de
células B na maioria dos pacientes em torno de seis semanas. Varios trabalhos tém
demonstrado a eficacia da combinacao de doses elevadas de IVIg e Rituximabe na
reducdo dos titulos de anticorpos anti-HLA e no aumento das taxas de

transplantagao dos pacientes hipersensibilizados (58, 60).
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O maior impacto da terapia imunossupressora com drogas anti-CD20 para
dessensibilizacdo deve-se a sua acdo no controle da alosensibilizacdo e na
resposta amnéstica, traduzidas em menores taxas de RAMA (61, 62). Trata-se de
uma droga relativamente segura, apesar de associar-se a uma maior incidéncia de
viremia por poliomavirus (mas nao de nefropatia ou perda de enxerto por BK virus)
(63). Toyoda et al., em estudo com 361 pacientes hipersensibilizados, dos quais
170 foram submetidos a um protocolo de dessensibilizacdo com IVIg e Rituximabe,
nao encontraram diferengas nas taxas de infecg¢ao fungica, infeccbes bacterianas
sendo apenas a incidéncia de viremia por poliomavirus superior no grupo submetido
a dessensibilizagao (64).

A plasmaferese (PF) é um método de remogédo mecanica de anticorpos anti-
HLA utilizada no tratamento da RAMA e que tem sido utilizada em associagéao com
IVlg em baixas doses (0,1g/kg) em protocolos de dessensibilizacdo de pacientes
candidatos a transplante renal com doador vivo. A PF ndo € utilizada como
estratégia para dessensibilizagdo para transplante com doadores falecidos, pois
nao garante uma redugéo sustentada dos titulos dos anticorpos, que permita ao

paciente aguardar por um érgéao em lista.

1.9 Novas perspectivas terapéuticas em dessensibilizagao

Varios agentes imunossupressores tém sido estudados como alternativas em
protocolos de dessensibilizagdo pré-transplante. O Bortezomibe é um agente
anticélulas plasmocitarias que atua inibindo o proteossoma 26s e causando a
apoptose dessas células. E utilizado para o tratamento do Mieloma Muiltiplo e,

atualmente, utilizado com sucesso no tratamento de RAMA (65). Woodle e col.
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conseguiram demonstrar a queda dos anticorpos imunodominantes (iDSA) e uma
taxa de transplantacdo de 43% (19 de 44 pacientes), utilizando protocolo de
dessensibilizacdo com Bortezomibe, plasmaferese e Rituximabe. Eles obtiveram
taxas de RAMA relativamente baixas, 18,8% em 6 meses, quando comparadas a
outros protocolos (66). Jeong et al. demonstraram aumento na taxa de
transplantacao de pacientes com doador falecido, utilizando protocolo com IVIg em
altas doses, Bortezomibe e Rituximabe em estudo com 19 pacientes
hipersensibilizados (67).

O Tocilizumabe é um anticorpo monoclonal, antagonista da interleucina seis,
utilizado para o tratamento de artrite reumatoide e artrite reumatoide juvenil. A IL6
€ uma citocina envolvida em numerosos processos inflamatorios e
imunomodulatérios, sendo essencial para a manutengao das defesas do individuo.
A sua producao excessiva esta envolvida em diversas doengas autoimunes, em
processos inflamatérios crénicos e no processo de rejeicdo de enxertos. A droga foi
estudada como alternativa para a dessensibilizacdo de pacientes resistentes a
outros protocolos de dessensibilizagdo, com bons resultados (68). Neste trabalho,
dez pacientes, que nao responderam a um protocolo de dessensibilizagao com IVIg,
Rituximabe e plasmaferese, foram submetidos a protocolo com IVIg e Tocilizumabe.
A taxa de transplantacdo foi de 70%, sem episédios de RAMA em bidpsias
protocolares e boa fungdo do enxerto renal em 12 meses, MDRD (Modification of
Diet in Renal Disease) 60 £ 25ml/min. Houve queda estatisticamente significativa
nos titulos e no numero de DSA no momento do transplante e apds a cirurgia.
Apesar de tratar-se de estudo pequeno, os bons resultados sugerem beneficio da
droga e indicam a necessidade de realizagcéo de ensaios controlados para melhor

determinacao de sua eficacia e seguranca.
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Outra droga que tem sido estudada com resultados promissores em
protocolos de dessensibilizacdo é a IgG Endopeptidase (IdesR). A IgG
Endopeptidase € uma enzima bacteriana produzida pelo Streptococcus pyogenes,
capaz de clivar as quatro subclasses de IgG em fragmentos Fc. A inativagao das
moléculas de IgG inibe tanto a citotoxicidade dependente do complemento, quanto
a citotoxicidade dependente de anticorpos. Em estudo publicado recentemente,
Jordan et al. obtiveram bons resultados de protocolos, utilizando Ides em 25
pacientes com doadores vivos incompativeis. A taxa de transplantagéo foi de 96%
(24 dos 25 pacientes), com ocorréncia de RAMA em 46,1% dos pacientes e relativa
seguranga no uso da droga (69).

O Obinutuzumabe é um anticorpo monoclonal anti-CD20 utilizado no
tratamento da Leucemia Linfocitica Crbénica. Tal medicamento difere-se do
Rituximabe por reconhecer o epitopo tipo Il do antigeno CD20 presente tanto em
células pré-B quanto em linfocitos B maduros, enquanto o Rituximabe reconhece
apenas o epitopo tipo |, presente em células maduras. Atualmente, estdo em
andamento dois ensaios clinicos na Europa e nos Estados Unidos para avaliar a
farmacocinética, a eficacia e a seguranga da droga no tratamento de pacientes
hipersensibilizados (49).

Outro inibidor de Linfocitos B em estudo é o Belimumabe, um anticorpo que
inibe o crescimento e a diferenciagcao de células B, bloqueando o estimulador de
linfécitos B (BlyS, do inglés B lymphocyte stimulator). Atualmente, € utilizado no
tratamento do Lupus Eritematoso Sistémico e ainda ndo teve sua eficacia
comprovada no tratamento de pacientes hipersensibilizados (49).

Diversos outros agentes depletores de linfocitos B encontram-se em estudo

para o tratamento de diversas doencas autoimunes, porém ainda sem avaliacao
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para o uso em pacientes hipersensibilizados.

O Eculizumabe, anticorpo monoclonal contra a proteina C5 da cascata do
complemento, foi testado por Bentall et al. no tratamento de pacientes
hipersensibilizados com prova cruzada por citometria de fluxo positiva contra seus
doadores vivos, que obteve excelente resultado na redugéo da incidéncia de RAMA
apos 3 meses do transplante, 7,7% (2/26) no grupo tratado com Eculizumabe contra
41,2% (21/51) no grupo controle. Entretanto, a continuidade do seguimento dos
pacientes demonstrou taxas semelhantes de sobrevida do enxerto nos dois grupos
apo6s 3 anos (70).

O inibidor da C1 Esterase, o C1-INH, atua sobre C1 Esterase, importante
protease que regula a via classica do complemento. A droga vem sendo estudada
como um imunossupressor importante no tratamento da RAMA (71), na prevengao
da funcado retardada do enxerto secundaria a lesdao decorrente da isquemia -
reperfusdo e, mais recentemente, no tratamento de pacientes hipersensibilizados

para a prevengao da RAMA, com bons resultados (72).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Principal

e Avaliar o impacto do uso de altas doses de IVlg sobre a taxa de

transplantagcdo em pacientes altamente sensibilizados, inscritos em lista para

transplante renal, aguardando 6rgao proveniente de doador falecido.

2.2 Objetivos Secundarios

e Avaliar o impacto da dessensibilizagdo sobre o numero e os titulos de

anticorpos anti-HLA desses pacientes.

e Avaliar a evolugéo do enxerto renal, os episodios de rejei¢cdo, a sobrevida do
enxerto e dos pacientes no grupo submetido a transplante renal com doador

falecido apds dessensibilizacao.
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3. PACIENTES E METODOS

Trata-se de estudo retrospectivo observacional que avaliou 45 pacientes com
DRC, inscritos em lista para transplante renal isolado com doador falecido, que
apresentavam niveis elevados de cPRA no acompanhamento, testados em lista
previamente com recusas por provas cruzadas positivas e que foram submetidos a
protocolo de dessensibilizagao, utilizando IVlg. Foram incluidos pacientes que
iniciaram a dessensibilizacdo a partir de 2003 até 31/12/2003, com
acompanhamento dos resultados até 31 de dezembro de 2016. O estudo foi
realizado na Servigo de Transplante Renal do Hospital das Clinicas da Universidade
de Sao Paulo (STR HC-FMUSP). Foram dessensibilizados os pacientes que
preencheram todos os critérios de inclusdo e nenhum critério de exclusao.
Os critérios de inclusao para dessensibilizagao consistiram em:
e pacientes com idade superior a 16 anos;
e pacientes com DRC inscritos em lista para transplante isolado de rim
proveniente de doador falecido;
e pacientes com cPRA superior a 50%, testados em lista previamente com

provas-cruzadas positivas.

Os critérios de exclusao para dessensibilizagao foram:

e pacientes candidatos a transplante de multiplos 6érgdos ou com transplante
prévio de outro érgéo, que nao o rim;

e pacientes que, durante o periodo analisado, receberam alguma droga em

fase de investigacao.
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e pacientes com pouco tempo de espera ou nunca testados em lista.

O protocolo de dessensibilizagdo consistiu na administragdo de IVIg na dose
de 2g/kg por més, com monitorizacdo de cPRA e na determinacdo da intensidade
de fluorescéncia dos anticorpos de classe | e classe Il, Luminex Single Antigen® a
cada 6 meses de tratamento. As amostras de sangue para as analises imunologicas
foram coletadas em periodo superior a 21 dias ap6s a ultima dose de IVIg.

Os dados imunoldgicos foram coletados dos resultados dos exames
realizados pelos pacientes selecionados no Laboratério de Imunologia do Instituto
do Coracao — INCOR.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para Analise de Projetos de
Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo com o numero 1.629.278, em 08/07/2016 (Anexo I).

Foram avaliados os dados epidemiolégicos relacionados a doenga renal
cronica e a terapia renal substitutiva, as comorbidades, os dados imunoldgicos e os
eventos sensibilizadores, o perfil dos anticorpos anti-HLA antes e apds o tratamento
com |VIg, a taxa de transplantacdo dos pacientes e os fatores que possivelmente
impactaram em tal taxa, além da dessensibilizagao.

Os pacientes submetidos a dessensibilizagdo foram subdivididos em dois
grupos:

e pacientes que foram submetidos a transplante renal com doador falecido
apods o inicio do protocolo de dessensibilizagao;
e pacientes que permaneceram em lista para transplante renal.

No grupo de pacientes que transplantaram, foram avaliados também dados

referentes a cirurgia do transplante, o perfil clinico dos doadores e a compatibilidade

com o receptor, a evolugdo dos enxertos renais (por meio da analise dos resultados
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de creatinina sérica, da relagao urinaria/plasmatica de proteinas e da analise de
depuragcdo de creatinina pela féormula do MDRD (Modification of diet in renal
disease) IV, dos anticorpos anti-HLA no pdés-transplante, assim como a analise
minuciosa dos anticorpos especificos contra linfécitos T e B do doador (DSA),
ambos por meio de analise por Single Antigen®. O tempo de espera em lista antes
e apos o tratamento foi avaliado, assim como a ocorréncia de eventos infecciosos,
neoplasias, a sobrevida do paciente e dos enxertos, as causas de Obito dos
pacientes e de perda dos enxertos. A ocorréncia de episodios de rejeicdo e sua
resposta ao tratamento estabelecido foi avaliada, tendo os pacientes sido
submetidos a bidpsias renais protocolares nas duas primeiras semanas apos o
transplante (desde que nao houvesse contraindicagcdo ao procedimento), ou na
presenca de alteragdes laboratoriais, como a piora de fungao renal (elevacao de
20% na creatinina sérica) e o inicio de proteinuria (relagédo proteina/creatinina
superior a 30mg/g).

Em relagdao a terapia de inducdo para o transplante, todos os pacientes
receberam Timoglobulina (ATG) 6 mg/kg de peso por 4-7 dias e Metilprednisolona,
e 42,85% dos pacientes receberam também [VIg na dose de 2g/kg no Pés-
operatdrio imediato. A imunossupressao de manutencgao inicialmente utilizada por
todos os pacientes foi composta por corticoide oral na dose inicial de 0,5 mg/kg com
reducao progressiva até 5 mg/d (100%), micofenolato de sédio (MMS) ou
micofenolato de mofetila (MMF) como droga antiproliferativa (em dose inicial plena:
1440 mg/ de MMS ou 2000 mg de MMF). Tacrolimo foi o inibidor de calcineurina
utilizado por todos os pacientes (dose inicial de 0,15 mg/kg).

Os episddios de rejeigao foram classificados por Banff 2009 (Anexo Il) e

incluiram a pesquisa de C4d por imunofluorescéncia (IF) ou imunoperoxidase (IP),
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na falta de tecido renal para analise por IF. As bidpsias renais foram realizadas pela
equipe de Urologia da STR-HC-FMUSP, preferencialmente pela via percutanea, e
avaliadas na Divisao de Anatomia Patolégica da FMUSP.

Foi considerada rejeicao aguda mediada por anticorpos anti-HLA aquela que
apresentava disfungéo do enxerto renal associada a pelo menos dois dos seguintes
achados: bidépsia do enxerto evidenciando lesdo histologica compativel com
rejeicao, deposicao de C4d difusa ou focal em capilares peritubulares e presenca
de DSA circulantes. Os episddios de rejeicao celular ou mediada por anticorpos
foram tratados conforme a rotina do servico.

Em relagcédo a evolugdo do enxerto renal apds tratamento dos episodios de
rejeicdo, a recuperagao total da funcdo do enxerto foi definida pelo retorno da
creatinina sérica aos valores prévios a rejeicao. A recuperagao parcial foi definida
pela melhora da fungcdo do enxerto renal, porém com a creatinina sérica
estabelecendo-se em valores superiores aos prévios a rejeigao.

A férmula para estimar a taxa da filtragdo glomerular (TFG) utilizada foi a
equacao MDRD simplificada, que utiliza quatro variaveis (idade, cor, género e
creatinina sérica). Para género e cor, existe um multiplicador: se negros, 1,21; se
mulheres nao negras, 0,742; e para todos os outros individuos, 1,0, conforme

equacao a seguir:

TFG =175 x [creatinina]’ 134 x [idade]®?°3 x 0,742 (se mulher) x 1,210 (se negro).

Nos pacientes que permaneceram em lista, foram analisados os dados

demograficos, os dados imunoldgicos e a evolugdo dos anticorpos anti-HLA, a

mortalidade dos pacientes e as causas de obito.
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Foram realizadas, ainda, analises multivariadas comparativas dos dois
grupos. Em ambos os grupos, foi realizada a avaliagcdo da seguranga relacionada
ao uso da IVig.

Analises complementares foram realizadas, comparando-se os pacientes
inscritos em lista que haviam sido priorizados no sistema de alocagdo, em
decorréncia da falta de acesso para dialise (acesso vascular e peritoneal), com os

pacientes que n&o haviam sido priorizados.

3.1 Estudo Imunolégico

Foram avaliados o cPRA e o perfil de anticorpos anti-HLA dos pacientes,
iniciando-se com o material coletado antes do inicio das infusdes de IVIg. Foi
analisada a evolugdo do cPRA e dos anticorpos anti-HLA até o término do
tratamento com IVIG, utilizando-se os soros encaminhados ao Laboratério de
Histocompatibilidade do INCOR-HC-FM-USP. Para a analise, foram incluidos todos
os anticorpos apresentados pelos pacientes, independente do titulo apresentado.

Para a analise de sua evolugao, os anticorpos anti-HLA foram divididos em
pré e pos-tratamento e categorizados, conforme o MFI apresentado nos testes
Single Antigen®:

e (Categoria A: <1500

e (Categoria B: 1500 a 2499
e (Categoria C: 2500 a 4999
e (Categoria D: 5000 a 10000
e (Categoria E: > 10000

Para cada categoria, foram avaliados a média, a mediana e a somatoria dos
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valores de MFIl e o numero de anticorpos anti-HLA de classes | e |l nas diferentes
categorias, antes e apos o tratamento com [VIg.

No grupo de pacientes submetidos a transplante renal, a analise dos
anticorpos especificos contra o doador (DSA) foi realizada antes e apds o

transplante renal.

3.1.1 Avaliagdo da resposta humoral

Os soros foram obtidos a partir da coleta de 10 mL de sangue periférico em
tubos vacutainer (Becton Dickson, Montainview, CA, EUA) sem anticoagulante e
permaneceram armazenados em refrigeradores a — 40 °C até o momento da
realizagcao dos ensaios.

Foram coletados fragmentos de bacgo ou linfonodos dos doadores falecidos
para a realizagao das analises. Estes foram reduzidos a fragmentos menores para
a liberagcado das células presentes no parénquima tecidual. A suspensao celular
obtida foi centrifugada a 1500 rpm por 10 minutos e ressuspensa em RPMI a 10%.
A contagem celular foi ajustada para obter concentracdo de 15 a 20 x 106
células/ml. Apds o processo de congelamento, os linfocitos totais foram distribuidos
em tubos de criopreservacgao e refrigerados a —80 °C até o momento do uso.

Foram realizados testes de citotoxicidade dependente de complemento
sempre que 0s pacientes concorreram a 6rgaos de potenciais doadores falecidos e
os transplantes foram liberados diante de prova cruzada negativa para linfocitos T
e B. As analises por citometria de fluxo foram realizadas retrospectivamente,
sempre que estivessem disponiveis células viaveis do doador falecido para analise.

Os testes de microesfera marcadas (Luminex®) e Single Antigen® foram realizados
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durante todo o periodo em que os pacientes receberam IVIG, no momento do
transplante renal e apds o transplante, a para monitorizacdo dos titulos de
anticorpos e do cPRA a partir do sétimo PO. As técnicas utilizadas em cada um dos

meétodos encontram-se descritas no anexo lll.

3.2 Estudo histolégico

Para microscopia Optica, as coloragdes utilizadas foram hematoxilina-eosina

(HE), acido periédico de Shiff (PAS) e Tricrémio de Masson.

3.2.1 Imunofluorescéncia indireta para C4d

Os fragmentos de rim congelado foram cortados numa espessura de 2 a 4
pMm e colocados em superficie seca para descongelar durante 30 minutos. Depois
disso, os fragmentos foram submetidos a lavagem com PBS seguida da aplicagéo
de 150 pL do complexo avidina/biotina (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA)
para bloquear a biotina enddégena durante 20 minutos. Apds nova lavagem com
PBS, foi iniciada a incubagdo dos fragmentos com anticorpo monoclonal de
camundongo anti-C4d humano (1:100clone 10-11, Biogenesis, Sandown, NH, MO,
EUA) durante 30 minutos. Os fragmentos foram lavados com PBS mais trés vezes
durante 2 a 3 minutos e, a seguir, foram incubados com anticorpo biotinilado IgG de
cavalo anti-camundongo na diluicdo de 1:100 (Vector Laboratories, Burlingame, CA,
EUA) durante 30 minutos. Em seguida, foram incubados com FITC-estreptavidina
na diluicdo 1:100 (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA) durante 30 minutos.

A leitura das laminas foi realizada em microscépio 6ptico.
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3.2.2 Imunoperoxidase para C4d

A técnica de imunoperoxidase para C4d foi utilizada na impossibilidade da
analise por IF pela auséncia de material. Para tal analise € utilizado fragmento renal
preservado em parafina. Antes da realizacdo da técnica de imunoperoxidase para
C4d, as laminas contendo fragmentos de biépsia renal de 2 ym de espessura foram
submetidas a desparafinizacdo. Em seguida, as mesmas foram submetidas a
hidratacéao.

Depois disso, os fragmentos foram submetidos a lavagem com PBS. A
seguir, a atividade da peroxidase enddégena foi bloqueada com perdxido de
hidrogénio a 3%. Apds, os fragmentos foram submetidos a duas sessdes de
lavagem em agua corrente destilada. A seguir, os antigenos foram recuperados em
panela de pressao imersos em tampao de acido citrico 10 mM pH 6,0 por 5 minutos.
Apds mais duas sessbes de lavagem em agua corrente destilada, a atividade da
peroxidase enddgena foi bloqueada com peroxido de hidrogénio a 3%. Na
sequéncia, foi iniciada a incubagdo dos fragmentos com anticorpo policlonal de
coelho anti-C4d humano na dilui¢do 1:50 (Biomédica, Wien, Austria) a 4 °C durante

toda a noite (overnight). A leitura das laminas foi realizada em microscépio éptico.

3.3 Analise estatistica

Para a analise estatistica, descrevem-se os dados quantitativos (Idade, PRA

CL I, MFI) através das médias e desvios padrao e utiliza-se o teste t-Student ou o

teste ndo-paramétrico de Wilcoxon (quando indicado) para a comparagao entre 0s
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grupos. Para os dados atributos (sexo, raga, etc.) foi realizada a descrigao por meio
das frequéncias e percentuais e utilizou-se o fteste Exato de Fisher para a
comparagao entre os grupos. Para os dados nao atributos (incidéncia de RAMA,
rejeicao geral, perda de enxerto), foi realizada a descri¢gao através das frequéncias
e percentuais e utilizado o teste Exato de Fisher, o teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis e o teste Log-Rank para a comparagao entre os grupos. Na avaliagao
do impacto das variaveis na chance de transplantacao, foi realizada uma analise de
regressao logistica, inicialmente univariada e, posteriormente, multivariada. Utilizou-

se o nivel de significancia de 5% nas comparagdes.
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4. RESULTADOS

No periodo de janeiro de 2003 a dezembro de 2013, um total de 83 pacientes
hipersensibilizados foram submetidos a tratamento de dessensibilizagdo no STR-
HC-FMUSP.

Destes, 45 pacientes possuiam candidatos a doadores vivos em condigdes
para realizar a doagao apos estudo pré-transplante, apesar de apresentarem provas
cruzadas por citotoxicidade dependente do complemento e/ou por citometria de
fluxo positivas. Durante o periodo de preparagao para o transplante, sete desses
pacientes foram contemplados com 6rgaos provenientes de doadores falecidos e
tiveram seus dados analisados juntamente com os demais pacientes que iniciaram
o protocolo de dessensibilizagdo sem possiveis doadores vivos, candidatos a
receber um enxerto proveniente de doadores falecidos.

Um total de 45 pacientes compunham inicialmente o grupo de pacientes
candidatos a 6rgaos provenientes de doadores falecidos. Entretanto, 3 pacientes
transplantaram com doadores vivos compativeis durante o processo de
dessensibilizagdo e serdao analisados juntamente com os pacientes que
apresentavam doadores vivos em outro estudo.

Além disso, trés pacientes receberam um numero de doses de IVIG
insuficiente (inferior a trés doses mensais de 2g/kg), sendo excluidos do estudo por
nao terem completado o minimo protocolo de dessensibilizagcao proposto.

Durante o periodo de seguimento de 58,9 + 22,9 meses, dos 39 pacientes
submetidos ao protocolo, 14 (35,89%) foram transplantados. Os outros 25 pacientes

permaneceram aguardando por um 6rgao em lista.
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A inclusao e alocacgao dos pacientes encontra-se ilustrada na figura 1.

45 com candidatos a
doador vivo

<«

34 pacientes
permaneceram
com candidatos a

doador vivo
: 3 pacientes
3 pacientes .
i nao
conseguiram doador [
< vivo sem = »| completaram

necessidade de DS 3 doses de

L IVIg

A
A

37 pacientes
permaneceram
com candidatos a
doador vivo

Figura 1: Pacientes incluidos no estudo

Um total de 39 pacientes candidatos a receber um transplante com doador
falecido foi submetido ao protocolo de dessensibilizacédo, tendo recebido ao menos
trés doses mensais de 2g/kg de IVIlg. Os pacientes eram em sua maioria do sexo
feminino, sendo 26 mulheres (66,6%), 24 pacientes da cor branca (61,5%), com

média de idade de 47,3 + 12,2 anos. Quase 50% dos pacientes eram procedentes
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de outros estados, 18 pacientes (46,2%). O tempo médio de terapia renal
substitutiva dos pacientes foi de 95 + 68 meses no momento do inicio do protocolo,
sendo 91 + 62 meses nos pacientes que transplantaram e 97 + 72 meses nos
pacientes que permaneceram em lista. A terapéutica mais frequente era a
hemodialise, adotada como modalidade de terapia renal substitutiva por 36
pacientes (92,3%). A etiologia da DRC foi descrita como indeterminada em 11
pacientes (28,2%), sendo a causa determinada mais frequente a glomerulonefrite
crdnica em 9 pacientes (23%), seguida pela nefropatia hipertensiva em 6 pacientes
(15,38%).

Como principais comorbidades apresentadas pelos pacientes, destacam-se
a hipertensao arterial sistémica (HAS), presente em 36 casos (92,3%), o
hiperparatireoidismo secundario em 17 casos (43,5%), a insuficiéncia coronariana
em 5 casos (12,8%), o diabetes mellitus em 5 casos (12,8%), e as hepatites B em
4 casos (10,26) e C em 8 casos (20,51%). Em relagéo a priorizagao por falta de
acesso para o tratamento dialitico, 20 pacientes (51,28%) foram priorizados durante
o seguimento (10 foram transplantados e 10 permaneceram em lista).

O PRA médio dos pacientes no inicio do protocolo de dessensibilizacédo era
80,24 + 26,85 de Classe | e de 73,29 £ 29,75 Classe Il. Os pacientes que
transplantaram no decorrer do seguimento, possuiam cPRA inicial médio de 75,13
+ 25,92 para Classe | e 66,77 + 32,07 para Classe |l, enquanto os pacientes que
nao transplantaram apresentavam cPRA inicial médio de 83,84 + 26,86 (Classe |) e
77,07 £ 27,63 (Classe Il).

Os pacientes foram analisados quanto a ocorréncia de eventos
sensibilizadores: gestacgao, transplante prévio e transfusdo de hemocomponentes.

Todos os 39 pacientes receberam ao menos 1 hemotransfusao (100%), 26 (66,6%)
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haviam sido transplantados anteriormente, sendo 10 (71,42%) dentre os pacientes
do grupo 1 e 16 (64%) dentre os pacientes do grupo 2, p=0.7334. Dentre as
pacientes do sexo feminino, 18 (69,23%) tiveram gestacodes, representando 46,15%
do total de pacientes.

Os principais dados demograficos dos pacientes encontram-se
demonstrados na tabela 1, e mostram que diferengas demograficas significativas
nao foram encontradas nos grupos que conseguiram em relagdo aos que nao

conseguiram transplantar.

Tabela 1: Dados demograficos

Caracteristica Geral Pacientes que Pacientes que p-value
(N=39) transplantaram permaneceram em
(n=14) lista (n= 25)
Género Feminino 10 (71,4%) 16 (64%) 0,7334
Masculino 4 (28,6%) 9 (36%)
Raga Branca 9 (64,3%) 14 (56%) 0,7397
Nao Branca 5 (35,7%) 11 (44%)
Modalidade TRs  HP 13 (92,9%) 23 (92%) 1,0000
DP 1(7,1%) 2 (8%)
O 6 (42,9%) 14 (56%) 0,5550
Tipo sanguineo AB 1(7,1%) 2 (8%)
A 7 (50,0%) 7 (28%)
0 (0,0%) 2 (8%)
Gestacgao prévia 5(50,0%) 1(7%) 0,0501
Transfuséo prévia 14 (100,0%) 25 (100%) 1,0000
Transplante prévio 10 (71,4%) 16 (84%) 0,4221
GNC 4 (28,6%) 6 (24%) 0,5951
CausadaDRC  j)g 1(7,1%) 5 (20%)
Indeterminada 5 (35,7%) 5 (20%)
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Outras 4 (28,6%) 9 (36%)
IcO 0 (0,0%) 6 (24%) 0,0705
IAM 0 (0,0%) 1 (4%) 1,0000
AVC 1(7,1%) 0 (0%) 0,3590
Comorbidades g 14 (100,0%) 25 (100%) 1,0000
DM 1(7,1%) 4 (16%) 0,6365
Hep B 3 (21,4%) 1(4%) 0,1228
Hep C 3 (21,4%) 5 (20%) 1,0000
Idade (anos) 42,7+ 12,0 49,9+ 11,9 0,0819
Tempo Dialise em 91 +62 97 + 72 0,7949

meses

4.1 Resultados relativos a dessensibilizagao

4.1.1 Impacto da dessensibilizagdo sobre a transplantabilidade

A taxa de transplantacdo dos pacientes submetidos ao protocolo de
dessensibilizacao foi de 35,89% no periodo médio de acompanhamento de 58,9 +
22,9 meses, minimo de 15 meses e maximo de 117 meses. O tempo médio de
tratamento com IVIG até a realizacido do transplante renal para esses pacientes foi
de 19 £ 11 meses. O numero médio de doses de IVIg utilizadas pelos pacientes até
o final do periodo de observacao foi de 13,87 £ 11,03. Nos pacientes que
transplantaram, esse numero foi de 8 + 4 doses, enquanto os pacientes que
permaneceram em lista continuaram recebendo IVIG e tinham recebido, em média,
17 £ 12 doses, p=0.0267.

A figura 2 abaixo ilustra a distribuigdo do numero de transplantes ao longo
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dos anos de acompanhamento dos pacientes.

N

Numero de transplantes realizados
[E=N

12ano 22 ano 32ano 49 ano 52 ano 62 ano

Tempo de seguimento

Figura 2: Numero de transplantes ao longo do acompanhamento

Os pacientes submetidos ao protocolo de dessensibilizacdo encontravam-se
em terapia renal substitutiva em média ha 91 + 60 meses (mediana 71 meses,
minimo de 27 e maximo de 242 meses) antes de iniciarem o protocolo de DS. Apds
o inicio da dessensibilizagao, o tempo médio para a realizagao do transplante foi 19
1+ 11 meses (mediana 17, minimo de 5 e maximo de 50 meses) para os 14 pacientes
que transplantaram. Os tempos relacionados ao inicio da TRS, inicio da
dessensibilizagdo e o transplante renal dos pacientes estdo demonstrados, em

meses, na figura 3 abaixo.
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Priorizados
Nao Priorizados I
Todosos pacientes I
Paciente 14 I
Paciente 13 * I
Paciente 12 I
Paciente 11 * I
Paciente 10 * I
Paciente 9 * I
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Paciente 4 I
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B Inicio TRSaDS ®DSaoTX

Figura 3: Relagao temporal do inicio da TRS até inicio da IVIg e inicio IVIg e transplante em meses

*: pacientes priorizados.

Nos pacientes priorizados transplantados (n=10), houve reduc¢ao significativa
do tempo em dialise antes e apds a dessensibilizagdo. Os pacientes permaneceram
em lista por 87,2 + 48,45 meses antes do inicio do protocolo e 18,3 + 7,9 meses
até o transplante, p=0,003. Os pacientes nao priorizados que transplantaram (n=4)
também apresentaram redugcdo nos tempos em lista (apesar de nao
estatisticamente significativa) de 100,75 + 83,19 meses antes do inicio da
dessensibilizagao para 24,25 + 16,67 meses apos, p=0,123.

Para avaliar o impacto da priorizacdo dos pacientes sobre o tempo em lista,
utilizou-se uma curva de Kaplan-Meyer. Para avaliar a diferenga encontrada nas

curvas, calculou-se o valor de p através do Log Rank, que ndo demonstrou
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significancia estatistica (p=0,5112).
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Figura 4: Curva de Kaplan-Meyer demonstrando o impacto da priorizagdo sobre o tempo em lista

dos pacientes

O numero médio de doses de IVIg utilizada pelos pacientes priorizados que
transplantaram foi de 8,1 £ 4,5 (mediana de 7,5) doses, enquanto os pacientes que
transplantaram nao priorizados utilizaram em média 8 + 3,5 (mediana de 8) doses,

p=0,9691.

4.1.2 Impacto da dessensibilizagdo sobre o cPRA e os anticorpos anti-HLA

Do total de 39 pacientes inicialmente submetidos ao protocolo de
dessensibilizagao, 9 pacientes iniciaram o tratamento antes de 2010, periodo em
que a realizagcao do exame single antigen nao era disponivel em nossa institui¢ao,

nao tendo sido incluidos na analise da dinamica dos anticorpos durante a
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dessensibilizacéo (Figura 5).

39 pacientes com doadores
falecidos

exames de single antigen:
e 4 pacientes que transplantaram
e 5 pacientes que permaneceram
em lista

30 pacientes incluidos na analise
de anticorpos

19 pacientes permaneceram em
lista

11 pacientes transplantaram

Figura 5: Pacientes incluidos na analise da dindmica dos anticorpos

Dos 39 pacientes incluidos no protocolo de dessensibilizagdo para doador
falecido, apés uma mediana de 7 doses de IVIg, em mediana de 31 meses, foram
transplantados 14 pacientes (35,89%). Destes, 71,4% eram priorizados (n=10) e
28,5% (n=4) nao eram priorizados, p=0,09. Cerca de 60% dos pacientes nao
chegaram ao transplante com essa dose de IVIG, embora tenham apresentado
queda de painel. Faz-se entdo necessaria a determinacdo de quais pacientes
beneficiam-se da manuteng¢ao do tratamento por mais tempo até que o transplante

ocorra.
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Na andlise dos valores médios de cPRA, observou-se uma queda
estatisticamente significativa nos valores percentuais no cPRA de classes | e |,

como demonstrado na tabela 2.

Tabela 2: Impacto da dessensibilizagdo sobre os valores percentuais médios do cPRA

Distribuicdo dos pacientes cPRA Pré DS Pés DS p-value
cPRACLI 78,38 +2599 69,54 +31,18  0,0074
Total de pacientes (n=30)
cPRACLII 74,36 £27,50 61,79+36,26  0,0433
Pacientes que transplantaram (n=11) cPRACLI 72,71 +£25,49 60,14 + 30,32 0,1455
cPRACLII 69,93 +30,64 51,64+40,84 0,3848
cPRACLI 81,56 + 26,24 74,80 + 31,01 0,0162
Pacientes que permaneceram em lista
(n=19) CPRACLII  7684+2500 67483293  0,0464

As médias + 1 DP dos cPRA de classes | e Il dos 30 pacientes estédo

ilustradas na figura 6.
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Figura 6: Médias + 1 DP do impacto da dessensibilizagdo sobre o cPRA A: Todos os pacientes B:
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Pacientes que transplantaram C: Pacientes que permaneceram em lista.

O impacto da dessensibilizagdo sobre as médias e os somatorios dos MFI

dos anticorpos dos pacientes encontram-se demonstrados na tabela 3.

Tabela 3: Impacto da dessensibilizagdo na média e no somatério do MFI dos Ac dos pacientes nos

diferentes grupos

Distribuicdo dos

Variavel MFI Pré DS Pés DS p-value
pacientes
Média MFI Geral 5940,5 + 2391,6 6288,0 + 2599,0 0,2434
Pacientes totais

(n=30) Somatério MFI 349799,8 + 237736,9 299586,6 + 215522,0 0,156

Pacientes que Média MFI Geral 4864,3 + 1671,6 5124,6 + 2269,5 0,123
transplantaram (n=11) g/ 2i6rio MF] 228868,9+ 915933 195803 1 + 142023 1 0,3652
Pacientes que Média MFI Geral 6563,6 + 2558,3 6961,6 + 2591,3 0,2253

permaneceram em

Somatério MFI 419812,5 + 268861,0 359671,8 + 230730,8 0,2935

lista (n=19)

A analise do numero médio de anticorpos (Classe | e Classe Il), dividido por
categorias de MFI, encontra-se demonstrada na tabela 4. Observa-se queda mais
acentuada no numero de anticorpos da categoria A, variagcdo esta que foi
estatisticamente significativa. Também houve queda estatisticamente significativa
no numero de anticorpos da categoria D, anticorpos em titulo superior a 5000 e que
potencialmente podem cursar com provas cruzadas por citotoxicidade positivas,

impedindo a transplantagao.
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Tabela 4: Numero médio de anticorpos (Classe | e Classe Il), divididos em categorias de MFI, pré e

pos dessensibilizacado

Categorias de Ac  Pré-DS(n) P6s-DS(n) p-value
Categoria A 10,67 * 10,60 3,67 £ 2,57 0,0002
Categoria B 6,3+4,9 58+5,5 0,3102
Pacientes (N total) (n=30) Categoria C 11,1270 11,5+8,4 0,8329
Categoria D 16,9 £ 10,8 13,2+ 11,2 0,0486
Categoria E 11,7+13,5 11,2+11,3 0,9440
Categoria A 14,73 £ 14,47 5,82 £ 8,85 0,0352
Pacientes que Categoria B 7,2+6,1 7,0+3,3 0,8779
transplantaram (n=11) Categoria C 9,5+£5,2 9,6+7,7 10,000
Categoria D 12,6 £ 6,2 8,5+8,9 0,1221
Categoria E 52+5.2 55+5,8 0,8281
Categoria A 8,32+ 6,99 2,42 £+ 8,39 0,0103
Pacientes que
Categoria B 5741 51+6,5 0,3240
permaneceram em lista
Categoria C 12,178 12,5+8,8 0,8823
(n=19)
Categoria D 19,3+12,2 159+ 11,7 0,1859
Categoria E 15,4 +154 145+124 0,8736

Analisando-se a evolugdo do numero total de anticorpos antes e apéds a
dessensibilizagado por categorias de titulagdo, observa-se queda no numero total
globalmente e separadamente nos pacientes que transplantaram e naqueles que
permaneceram em lista. A redugdo mais pronunciada no numero de anticorpos
ocorreu na categoria A (anticorpos com titulos até 1500), tanto no total dos
pacientes como naqueles que transplantaram e nos que permaneceram em lista.
Nessa categoria, o numero de anticorpos reduziu 68,80% no geral, tendo reduzido
60,5% nos transplantados e 77% nos demais pacientes. Nas demais categorias,

observou-se redugédo mais discreta em alguns grupos, além de discretas elevagdes
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no numero de anticorpos em outros. Os dados descritos encontram-se

demonstrados nas figuras 7, 8 e 9.
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Figura 7: Evolucédo da somatdria do numero de Ac em todos os pacientes (n=30)
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Figura 8: Evolugcédo da somatdria do numero de Ac dos pacientes que transplantaram (n=11)
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Figura 9: Evolugado da somatdria do nimero de Ac pacientes que permaneceram em lista (n=19)

Analisando-se as correlagdes entre o numero de doses de IVIg recebidas
pelos pacientes e a evolugdo da média da somatéria dos MFI dos anticorpos, de
forma geral e separadamente para os grupos, notam-se baixas correlagdes
positivas entre as doses de IVIg e as médias, com excegdo para os anticorpos de
classe | nos pacientes que transplantaram, que apresentaram queda mais
acentuada. Para o somatoério dos MFI, nota-se uma discreta correlacéo negativa.
No geral, as correlagdes nao foram estatisticamente significativas. Os achados

descritos estdo demonstrados na tabela 5 e na figura 10 abaixo.



70

Tabela 5: indices de correlacdo e p-value (entre parénteses) para doses de IVIg e as médias e

somatorio de MFI

Pacientes que

Pacientes totais Pacientes que
Variavel permaneceram em lista
(n=30) transplantaram (n=11)
(n=19)
Média MFI ClI 0,05 (0,8034) -0,51 (0,1055) 0,08 (0,7390)
Média MFI
0,02 (0,9105) 0,08 (0,8112) 0,16 (0,5250)
Cll
Soma MFI -0,18 (0,3339) -0,33 (0,3222) -0,15 (0,5439)
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Figura 10: Correlagédo doses de IVIg e evolugado do MFI dos anticorpos
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4.1.3 Fatores que impactaram no acesso ao transplante

Para avaliar os possiveis fatores que impactaram o acesso dos pacientes ao
transplante em processo de dessensibilizagdo, foi realizada uma Analise de
Regressao Logistica, inicialmente, de forma univariada e, posteriormente, uma
analise multivariada.

A tabela 6 demonstra o resultado da analise Univariada e a tabela 7, os
valores de Odds Ratio. A priorizagao apresentou p-value relativamente préximo da

nota de corte (0,05), indicando uma tendéncia de significancia.

Tabela 6: Analise de Regressdo Logistica Univariada dos possiveis fatores que impactaram o

acesso dos pacientes ao transplante

Fonte Parédmetros Graus de liberdade Qui-quadrado p-value
Priorizagao 1 1 3,381 0,0659
Género 1 1 0,222 0,6375
Género/Gestagéo 2 2 2,888 0,2360
TX Prévio 1 1 0,770 0,3803
Num TX Prévio 1 1 1,998 0,1575
Num Gestagoes 1 1 0,221 0,6380
Num Transfusdes 1 1 0,090 0,7647
Delta PRA Classe | 1 1 0,625 0,4293
Delta PRA Classe Il 1 1 0,917 0,3383
Delta Soma MFI 1 1 0,170 0,6798
Delta Num AC (C,D e E) 1 1 0,001 0,9796
Delta Num AC (B e C) 1 1 0,002 0,9654
Delta Soma AC (C,D e E) 1 1 0,163 0,6863

Delta Soma AC (B e C) 1 1 0,015 0,9038




Tabela 7: Odds Ratio da analise Univariada dos possiveis fatores que impactaram o acesso dos

pacientes ao transplante

72

Fonte Nivel 1 Nivel 2 Odds Ratio 1C95%
Priorizagao Sim Nao 3,750 0,917; 15,342
Género Feminino Masculino 1,406 0,341; 5,808
Género/Gestagao Feminino/Sem Feminino/Com 4,333 0,742; 25,294
Feminino/Sem Masculino 3,750 0,587; 23,936
Masculino Feminino/Com 1,156 0,241; 5,530
TX Prévio N&o Sim 2,133 0,393; 11,592
Num TX Prévio 0,499 0,190; 1,308
Num Gestagao 0,885 0,532; 1,473
Num Transfusdes 1,012 0,938; 1,091
Delta PRA Classe | 0,988 0,958; 1,018
Delta PRA Classe Il 0,989 0,965; 1,012
Delta Soma MFI (10.000 pontos) 1,009 0,966; 1,055
Delta Num AC (C, D e E) 1,001 0,959; 1,044
Delta Num AC (B e C) 1,002 0,927; 1,082
Delta Soma AC (C,D e E) (10.000 pontos) 0,990 0,945; 1,038
Delta Soma AC (B e C) (10.000 pontos) 0,985 0,776; 1,251

Na tabela 8, tem-se o resultado do modelo inicial da Regressao Logistica
Multipla com todas as variaveis e nenhuma delas mostrou-se significativa. Foi
realizada entdo a continuacdo da reducdo do modelo, retirando-se as variaveis
menos importantes, obtendo-se o modelo final apresentado na tabela 9, onde se
tem que somente a priorizagao foi significativa. Na tabela 10, tem-se os Odds Ratio,
demonstrando que pacientes priorizados tiveram 6,6 vezes mais chances de

transplantar do que os n&o priorizados.
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Tabela 8: Modelo Inicial Regressao Logistica Multipla

Fonte Parametros Graus de liberdade Qui-quadrado p-value
Priorizagao 1 1 2,001 0,1571
Género/Gestagao 2 2 1,403 0,4958
Num TX Prévio 1 1 0,587 0,4435
Num Transfusdes 1 1 0,004 0,9512
Delta PRA Classe | 1 1 0,052 0,8196
Delta PRA Classe Il 1 1 0,032 0,8590
Delta Soma MFI 1 1 0,028 0,8676
Delta Soma AC (C,D e E) 1 1 0,026 0,8720

Tabela 9: Modelo Final da Regresséo Logistica Multipla

Fonte Parametros Graus de liberdade Qui-quadrado p-value

Priorizagéo 1 1 5,178 0,0229

Tabela 10: Odds Ratio das variaveis do modelo Final da Regresséo Logistica Multipla.

Fonte Nivel 1 Nivel 2 Odds Ratio 1C95%

Priorizagéo Sim Nao 6,642 1,300; 33,929

4.1.4 Desfechos dos pacientes que ndo chegaram ao transplante

Os pacientes que permaneceram em lista foram acompanhados por periodo
médio de 57 +/- 20 meses (mediana 57 meses). Durante esse periodo, houve seis
obitos (24%) nesse grupo de pacientes. O choque séptico foi a causa do ébito de
dois pacientes (28,58%), ambos relacionados a infecgao dos cateteres venosos de
didlise. Os outros O&bitos ocorreram por morte subita, abdome agudo,
tromboembolismo pulmonar (TEP), edema agudo de pulm&o (EAP) e choque

hemorragico. A distribuicdo das causas de Obito dos pacientes que nao



74

transplantaram encontra-se na figura 11.
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Figura 11: Causas de 6bitos dos pacientes que permaneceram em lista para transplante

A sobrevida dos pacientes que permaneceram em lista foi semelhante a
sobrevida dos pacientes totais do estudo, como evidenciado pela figura 12.
Comparando-se os pacientes que permaneceram em lista e que se encontravam
priorizados por faléncia de acesso vascular, com aqueles sem priorizagao, também

se observam sobrevidas semelhantes, dados demonstrados na figura 13.
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Figura 12: Sobrevida dos pacientes que permaneceram em lista comparada a sobrevida geral dos

pacientes do estudo
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Figura 13: Sobrevida dos pacientes que permaneceram em lista, comparando-se os priorizados

com 0s néo priorizados por faléncia de acesso vascular

4.1.5 Eventos adversos associados a dessensibilizagdo

A dessensibilizacdo com |VIg foi bem tolerada pelos pacientes, tendo sido

relatados apenas 2 episddios de hipervolemia associada a administragao da droga.
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Nenhum evento adverso mais grave associado a administragao da IVIG foi relatado.
Entre os eventos ndo severos, o mais comum foi cefaleia durante os dias de uso da

droga.

4.2 Resultados relativos aos transplantes realizados pés-dessensibilizagao

O tempo médio de seguimento dos 11 pacientes que foram transplantados
foi de 54,57 + 20,71 meses, sendo 18,18 + 16,67 meses apods o transplante renal.
O tempo médio de isquemia fria dos rins doados foi de 28,21 + 3,78 horas.
Realizaram bidpsia em tempo zero 9 pacientes (64,28%), tendo sido obtido o
diagnéstico de necrose tubular aguda (NTA) em 88,8% dos casos e o achado de
microangiopatia trombdética em uma bidpsia de enxerto. A taxa de fungao retardada
do enxerto renal foi de 85,71%.

Os dados referentes aos doadores falecidos encontram-se descritos na

tabela 11 abaixo.

Tabela 11: Dados dos doadores

Género Feminino 8 (57,15%) Masculino 6 (42,85%)
Idade Média 45,28 £14,57 anos

Creatinina média a doagéo 2,0 £ 1,25 mg/dl

Doador de Critério Expandido 5 (35,7%)

Comorbidades HAS 3 (21,4%)

Causa de o6bito dos doadores HSA 7 (50%) TCE 4 (28,57%) AVCh 3 (21,4%)

HSA: Hemorragia subaracnéidea TCE: Traumatismo cranioencefalico AVEh: Acidente vascular

encefalico hemorragico.
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4.2.1 Analise dos anticorpos especificos contra o doador

Para avaliagdo de presenga de DSA, foram analisados apenas anticorpos
contra antigenos A, B e DR. A média de incompatibilidades HLA (loci A, B e DR)
dos pacientes com seus respectivos doadores foi de 3,78 £ 1,88. Apenas 1 paciente
apresentava zero incompatibilidades HLA A, B e DR com seu doador. A presenga e
a intensidade dos DSA identificados no momento do transplante foi avaliada
retrospectivamente nos soros dos pacientes coletados antes do inicio do protocolo.

Dentre os 14 pacientes que transplantaram, 9 (64,28%) apresentavam
anticorpos especificos contra os antigenos doadores (DSA) no momento do
transplante, sendo 6 deles (66,6%) priorizados e 3 (33,3%) ndo priorizados. A
maioria desses pacientes apresentava DSA contra antigenos de classe | e classe |l
simultaneamente (n=5; 55,5%), 1 (11,1%) apresentava apenas DSA contra
antigenos de classe | e 2 pacientes (22,2%) apresentavam apenas DSA contra
antigenos de classe Il.

O painel dos pacientes que transplantaram com DSA variava no inicio da DS
entre 98 e 22% de classe | (média de 68 + 26%) e entre 94 e 6% (média de 78,6 +
32%) de classe Il.

Cinco pacientes encontraram um doador contra quem nunca apresentaram
anticorpos anti-HLA especificos, e seus cPRA variavam entre 29 a 94% de classe |
(média de 70,6 + 24%) e de 0 a 83% de classe Il (média de 61,2 +31%).

Entre aqueles que transplantaram apresentado DSA contra o doador, a
evolucdo dos titulos dos DSA antes da dessensibilizacdo e no momento do

transplante renal esta demonstrada na figura 14.
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Figura 14: Evolucdo dos DSA antes e apés a dessensibilizagcao

O valor médio dos MFI dos DSA antes da dessensibilizagao foi de 2983,93 +
1725,28, mediana de 2511. ApGs a dessensibilizagdo, no momento do transplante,
o valor médio dos MFI dos DSA foi de 2412,86 *+ 1646,93, mediana de 2115, p=0,36.
A tabela 12 demonstra a variagao absoluta e relativa dos MFI dos DSA apresentada
pelos pacientes, no inicio da dessensibilizagao (pré-DS) e no momento do

transplante (TX).

Tabela 12: Variagdo do MFI-DSA pré DS € no momento do TX

Paciente DSA Pré-DS TX Evolugao
Paciente 2 A31 3509 2115 4 39,73%
A2 960 760 1 20,84%
Paciente 3
DR4 2361 2585 1 8,7%

Paciente 7 B51 3458 2483 1 28,2%
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DR7 3765 2768 ¥ 26,5%
Paciente 8 DR7 5476 3621 ¥ 33,88%
A31 3210 2002 + 37,64%
Paciente 9
DR4 3569 3825 t 6,7%
Paciente 11 DR1 1289 3862 1 66,7%
A33 1987 2104 1 5,52%
Paciente 12 B35 7689 6776 v 11,88%
DR16 2349 1768 V 24,74%
Paciente 13 DR13 1647 1524 1 7,5%
A2 976 0 { 100%
Paciente 14
B37 2511 0 + 100%

N&o se observou queda significativa nos Ac anti-HLA A, B e DR dos pacientes
3, 11 e 13, que justificasse a negativagdo da prova cruzada por citotoxicidade.
Nesses casos, a tipagem mais completa do HLA, incluindo-se Cw e DQ, poderia
identificar a queda de outros DSA que justificasse a negativagdo das provas
cruzadas e o transplante desses pacientes.

Dentre os nove pacientes que transplantaram com DSA, 6 (66,6%) haviam
sido priorizados em lista por falta de acesso vascular. Dos 5 pacientes que
transplantaram sem DSA, 4 (80%) haviam sido priorizados em lista por faléncia de
acesso vascular, tendo sido testados centenas de vezes antes de conseguirem um
doador possivel.

Analisando o MFI do DSA imunodominante (iDSA) dos pacientes submetidos

a dessensibilizagao, observou-se a reducdo na média dos valores dos iDSA. Todos
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os iDSA que reduziram e permitiram a ocorréncia de prova cruzada CDC negativa
pos dessensibilizagdo ocorreram na faixa de 1600 a 6776 (categorias B e C). A
evolugao dos iDSA antes e apds a dessensibilizagdo encontra-se demonstrada na

tabela 13 e nas figuras 15 e 16.

Tabela 13: Impacto da dessensibilizagdo sobre o MFI dos iDSA

iDSA PRE DS POS DS p-value
A30 3509 2115
DR4 2361 2585
DR13 3765 2768
DR7 5476 3621
DR4 3569 3825
B35 6776 1741
DR15 2924 0
B37 2511 0
DR15 1647 1525
Mediana 3509 2115

Média 3615,33 £1514 2020 £ 1299 0,0384
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4.2.2 Sobrevida dos pacientes e causas de 6bito

Em 60 meses, a sobrevida dos pacientes nao foi diferente entre aqueles que
transplantaram e os que permaneceram em lista: 71.43% vs. 77%, p= 0,320. As

curvas de sobrevida dos pacientes do estudo encontram-se demonstradas na figura

17.
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Figura 17: Sobrevida geral dos pacientes do estudo durante o periodo de acompanhamento

A sobrevida dos pacientes que transplantaram foi de 93%, 85,71% e 78,57%
no 1°, 2° e 3" ano consecutivamente. A sobrevida global dos pacientes do estudo
(n= 39) foi de 100% nos primeiros 12 meses apos o inicio do protocolo de
dessensibilizagcdo em ambos os grupos.

Analisando-se as sobrevidas dos pacientes que transplantaram, nao foi
observada significancia estatistica nas diferencas entre as sobrevidas dos pacientes
que apresentaram episédios de rejeigao celular, mediada por anticorpos ou mista e
0s que nao apresentaram episddios de rejeicao no seguimento.

As figuras 18, 19 e 20 demonstram a sobrevida dos pacientes que
transplantaram, comparando-se os que apresentaram episédio de rejei¢cao (geral,

RAMA e celular) com aqueles que n&o evoluiram com episodios de rejei¢ao.
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Figura 18: Sobrevida dos pacientes que transplantaram: pacientes com rejeigéo vs. sem rejeigao
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Figura 19: Sobrevida dos pacientes que transplantaram: pacientes com RAMA vs. sem RAMA
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Figura 20: Sobrevida dos pacientes que transplantaram: com rejei¢éo celular vs. sem rejei¢éo celular

Comparando-se a sobrevida dos pacientes que se encontravam priorizados
em lista, por falta de acesso para diadlise, com a daqueles n&o priorizados, observou-

se semelhanga entre os dois grupos, como demonstrado na figura 21.
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Figura 21: Sobrevida dos pacientes que transplantaram: priorizados vs. nao priorizados

As causas de oObito dos pacientes que transplantaram estdo demonstradas
na figura 22. Infecgao foi a causa mais frequente (71,42%) dos ébitos. As principais
infeccbes que ocasionaram os o6bitos foram as infecgdes relacionadas a cateteres
em trés pacientes (42,85%), nos PO 2, 130 e 402. Peritonite foi a causa do 6bito em
um paciente no PO 84 e broncopneumonia em outro paciente no PO 159.
Complicagao cirurgica no transplante seguida por choque hemorragico foi a causa
do 6bito de um paciente. O outro paciente falecido por choque hemorragico
encontrava-se em dialise no momento do 6bito, apds a perda do enxerto renal.

Nos pacientes transplantados (n=11), o 6bito por infec¢do de cateter (3
casos) ocorreu em 2 pacientes (66.6%) priorizados por falta de acesso e em 1
paciente (33.3%) nao priorizado. Nos pacientes nao transplantados, os 2 pacientes
que faleceram por infeccao de cateter encontravam-se priorizados em lista por falta

de acesso para dialise.
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4.2.3 Sobrevida do enxerto e causas de perda

A sobrevida do enxerto censurada para ébito foi de 100% em 2 anos e
76,36% em 3 anos, sendo a nefropatia por BK (60%) a principal causa de perda de
enxerto. A taxa de RAMA foi de 35,71% (tratados com aférese, Rituximabe e IVIG)
com apenas 1 perda do enxerto devido a RCMA apdés 51 meses. A evolugao dos
enxertos renais dos pacientes que transplantaram foi avaliada, comparando-se os
pacientes que apresentaram algum episodio de rejeigdo com 0s que nao rejeitaram
os enxertos, demonstrada nas figuras 23, 24 e 25, onde se apresentam as curvas

de sobrevida de enxerto censurada para 6bito.
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Figura 22: Sobrevida do enxerto censurada para 6bito: com rejei¢cdo vs. sem rejeigéo.
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Figura 23: Sobrevida censurada para ébito dos enxertos sem rejeicdo vs. com rejeigéo celular
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Figura 24: Sobrevida censurada para ébito dos enxertos, comparando-se pacientes sem RAMA vs.

com RAMA

A sobrevida dos enxertos dos pacientes priorizados, comparada a dos
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pacientes nao priorizados, encontra-se demonstrada na figura 26.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0 . . . . .
0 10 20 30 40 50 60
Tempo perda de enxerto

Percentual

p=0.2591
e Priorizados ==N3o Priorizados

Figura 25: Sobrevida dos enxertos censurada para 6bito, comparando-se pacientes priorizados vs.

nao priorizados

Dentre os pacientes que transplantaram, quatro (28,57%) faleceram com rim
funcionante. Dos pacientes restantes, cinco (35,71%) perderam o enxerto renal em
média 25,6 + 18,68 meses apds o transplante. Desses pacientes, trés (30%)
perderam o enxerto por nefropatia por poliomavirus, um paciente (10%) por RCMA
e um paciente (10%) por estenose de artéria renal.

Dos trés pacientes que perderam o enxerto por nefropatia por poliomavirus,
um havia recebido tratamento para rejeicdo mediada por anticorpos com VIg e
Rituximabe, um recebeu tratamento para rejeicao celular com corticoides e o outro
paciente ndo apresentou episédio de rejeigdo. A perda do enxerto renal nesses
casos ocorreu num tempo médio de 464 + 505 dias. As causas das perdas dos

enxertos renais estdo demonstradas na figura 27.
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Figura 26: Causas de perda do enxerto renal

Em relacéo a evolugao da creatinina média (mg/dl) da fungao renal estimada
(MDRD, ml/min/1,73m2) e da relagao proteina/creatinina urinaria (relagcdo uP/C em
mg/g) durante o periodo de seguimento de 36 meses, nao houve diferenca entre os
pacientes que rejeitaram e os que nao rejeitaram. Os dados encontram-se

demonstrados na tabela 14.

Tabela 14: Avaliagao da fungao do enxerto renal dos pacientes que transplantaram e evoluiram com

e sem rejeigao

Momento Com rejeigao (n=7) Sem rejeigao (n=7) p value
Més 1 24409 2,45 1,39
Més 3 241 2,0+185
C;‘r’:‘;i,’;:;‘a Més 6 1,63+0,78 2.9+149 p=0,668
Més 12 1,66 + 1 2,95+ 1,71
Més 36 2,08 +1,45 3,69 +1,81
Més 1 32,71+ 18,47 37,50 + 21
Més 3 36,27 +23,15 32,18 +13,54
'1"37'3;22)('""'"‘“’ Més 6 53,34 + 24 46 36,82 + 24,14 p=0,552
Més 12 53,8 +26,6 36,1 + 22,61
Més 36 26,81+10,41 27,63 15,22
Relacao uPIC Més 1 1,91 1,77 2,62+ 1,12 0923

Més 3 1,23 + 1,26 2,07 £1,39
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Més 6 5,16 £ 1,62 2,64 2,31
Més 12 4,44 + 1,89 2,61 £1,65
Més 36 - 2+2

4.2.4 Complicagbes infecciosas pds-transplante

Em relagdo a ocorréncia de eventos infecciosos precoces (até 90 dias apods
o transplante), 100% dos pacientes apresentaram alguma infec¢ao, em média 76,21
+ 109,21 dias ap6s o transplante. A infecgao precoce mais frequente foi a infecgao
do trato urinario (ITU) que ocorreu em seis pacientes (42,85%). A distribuicdo dos

eventos infecciosos esta demonstrada na figura 28.

o B B BN
ITU  Peritonite = BCP  Asspciadaa  CMV Laja

Figura 27: Infecgdes precoces apos o transplante renal

Dentre as complicacdes infecciosas tardias potencialmente associadas ao
transplante e a imunossupressado, destacam-se trés casos de nefropatia por
poliomavirus, que ocorreram em média 756 + 309 dias apds o transplante e um

episoédio de meningoencefalite herpética, que ocorreu 355 apds o transplante.
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Dentre os cinco pacientes que transplantaram e faleceram em decorréncia
de choque séptico, trés (60%) n&o tiveram episddios de rejeicéo, dois (40%) haviam
recebido tratamento para rejeicao, mediada por anticorpos em um caso e mista no

outro.

4.2.5 Rejeigcéo: tipos e impacto na evolugdo do transplante

Todos os pacientes que apresentaram alteragdes da fungao do enxerto foram
submetidos a uma bidpsia renal. No periodo de seguimento, sete pacientes (50%)
apresentaram episédios de rejeicdo aguda, em meédia 55 + 31,13 dias apds o
transplante. A rejeicdo mediada por células ocorreu em dois pacientes (14,28%),
outros dois pacientes evoluiram com episoédios de RAMA e trés pacientes (21,42%)
apresentaram rejeicdo mista. A maioria dos episddios de rejeicdo ocorreu no
primeiro ano de seguimento. Apenas um paciente evoluiu com novo episédio de
rejeicdo apos o primeiro ano de seguimento, no PO 487, tendo perdido o enxerto
renal por RCMA, 50 meses apos o transplante.

A distribuicao dos episddios de rejeicdo encontra-se demonstrada na tabela

15.

Tabela 15: Distribuicdo dos episddios de rejeicao

Tempo médio

Tipo de rejeicao N pacientes p6s-TX (dias)
Rejeicao celular 2 (14,28%) 56,5 +23,5
RAMA 2 (14,28%) 86,5+ 18,5
Rejeicdo Mista 3(21,42%) 33£227

Total 7 (30%) 55+ 31,13
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A taxa global de ocorréncia de rejeicdo mediada por Ac (RAMA e rejeigao
mista) foi de 35,71%. Dentre os pacientes que evoluiram com RAMA ou rejeicao
mista, 80% apresentava DSA no momento do transplante. Dos 14 pacientes que
transplantaram, 8 (57%) apresentavam DSA. Destes, 4 (50%) evoluiram com
episddio de RAMA durante o seguimento.

Foram realizadas 34 bidpsias renais nos 14 pacientes que transplantaram,
sendo 13 protocolares e 21 por persisténcia de disfuncdo do enxerto ou alteragao
da funcéo renal (elevacao de creatinina e/ou proteinuria), ao longo do seguimento.
Entre os 13 pacientes (92,85%) submetidos a bidpsias protocolares dos enxertos,
entre o sexto e o décimo dia apds o transplante, nove (69,23%) apresentaram
diagnodstico de necrose tubular aguda (NTA), trés (21,42%) apresentaram
alteracbes indicativas de rejeicdo e um (7,69%) apresentou microangiopatia
trombatica, aparentemente proveniente do doador.

As 21 bidpsias realizadas por piora da funcdo renal e/ou proteinuria
aconteceram em meédia 70,90 £ 33,64 dias apds o transplante. O achado mais
comum nas bidpsias nao protocolares foi a NTA, encontrada em cinco bidpsias
(23,80%), seguida pela rejeicdo mediada por anticorpos em quatro amostras
(19,05%), rejeicdo celular em trés amostras (14,28%), rejeicdo mista em trés
amostras (14,28%), e achados limitrofes para rejeicdo em uma amostra (4,75%).
Outros achados, como arteriosclerose, glomeruloesclerose focal e segmentar
(GESF), nefroesclerose benigna e nefropatia por poliomavirus, aconteceram em
uma amostra cada. Uma amostra apresentava quantidade insuficiente de material
para analise. Dentre os cinco pacientes (sete bidpsias) que tiveram diagndstico de
rejeicdo mediada por anticorpos (rejeicdo mediada por anticorpos e mista), trés

(60%) apresentavam marcagao para C4d positivo difusamente na amostra.
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As caracteristicas dos pacientes que apresentaram episoédios de rejeicao

(celular, mediada por anticorpos e mista) estdo demonstradas na tabela 16.

Tabela 16: Caracteristicas dos pacientes que transplantaram em relagao a rejeicao

. Tipo I DSA no DSA+ . .

Paciente rejeicdo PO rejeigao X MFI Histologia C4d
2 Celular 33 A31 2115 BANFF IIA Neg
3 Mista 25 A2, DR4 3345  BANFFIAarteriolite o

tubulite
) ) glomerulite,
4 RAMA 68 pericapilarite NTA V€9
7 RAMA 105 B51, DR7 5251 glomerulite Pos
" . BANFF IB
9 Mista 10 A31, DR4 5827 glomerulite Pos
10* Celular 80 - - BANFF IB NTA Neg
. A33, B35, .
12 Mista 64 DR16 10648 glomerulite Pos
9* RCMA 487 - - glomerulite Pos

* pacientes que evoluiram com perda do enxerto. -+ Soma dos MFls

Observacao: nao foi possivel afastar a possibilidade de DSA anti-Cw e DQ nos casos 4 e 9 por falta

de tipificagdo completa do doador.

Em relacdo a terapia de inducdo no momento do transplante, observou-se
que dos 6 pacientes (42,85%) que receberam IVIg, apenas um paciente apresentou
episédio de rejeicdo mista no primeiro més apds o transplante. Dentre os oito
pacientes que nao receberam IVIg na indugao, quatro (50%) apresentavam DSA no
momento do transplante. Nenhum desses pacientes apresentou episodio de
rejeicdo mediada por anticorpos no primeiro més apdés o transplante.

A taxa de rejeicdo mediada por anticorpos ao longo do tempo de seguimento
nos pacientes com DSA no momento do transplante foi 55,5%, enquanto nenhum

paciente que nao apresentava DSA no momento do transplante evoluiu com
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rejeicdo mediada por anticorpos, p=0,0454.
Os pacientes com diagndstico de rejeicao receberam tratamento, conforme
os protocolos institucionais. O tratamento recebido e os resultados sobre o enxerto

renal estdo demonstrados na tabela 17.

Tabela 17: Tratamento e resposta dos episddios de rejeicédo (celular, RAMA, RCMA e mista)

Paciente Sexo Indugao '_I'ipo_ _P_O = Tratamento Rec~u peragao da
rejeigdo rejeigdo funcgdo do enxerto
2* F ATG+IVIG Celular 33 ATG Parcial
3+ M ATG+IVIG Mista 25 ATG, Vg, PF, Parcial
Rituximabe
4 F ATG RAMA 68 ATG, PF, Rituximabe Parcial
7 M ATG RAMA 105 IVlg, Rituximabe Parcial
9* F ATG+IVIG Mista 10 IVlg, PF Parcial
Metilprednisolona, .
10 F ATG Celular 80 ATG Parcial
12* F ATG Mista 64 ATG, Vg, PF, Parcial
Rituximabe
9*° F ATG+IVIG RCMA 487 IVlg, PF Nao

* :pacientes que possuiam DSA. °pacientes que perderam o enxerto por rejeicao. |
VIg: imunoglobulina ATG: Timoglobulina PF: Plasmaferese RAMA: Rejeicdo aguda mediada por

anticorpos RCMA: Rejei¢ao crénica mediada por anticorpos.

Observou-se que somente os pacientes que apresentavam dois ou trés DSA,
no momento do transplante renal, apresentaram episddio de RAMA (100% x 0%),
p=0,0286. Nao houve impacto da rejeicdo na recuperacédo da fungédo e perda do

enxerto renal. Os resultados descritos estdo demonstrados abaixo na tabela 18.
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Tabela 18: Ocorréncia de rejeigao por nimero de DSA no momento do transplante

Numero de DSA 1 (n=4) 2 (n=3) 3 (n=1) p-value
Mediana do MFI-DSA 2868 2242 2104 0,4563
Somatéria do MFI-DSA 1524 a 3862 3535 a 5827 10648
Rejei¢ao mediada por 0 (0,0%) 3 (100,0%) 1(100,0%) 0,0286
anticorpos e o e ’
Rejeicao celular 1(25,0%) 2 (66,7%) 1.(100,0%) 0,4857

4.3 Analise comparativa de sobrevida dos pacientes quanto a priorizagao e a

transplantacgao.

Dentre os 45 pacientes do estudo, 20 (44,4%) foram priorizados em lista por
falta de acesso para dialise. A taxa de transplantagdo dos pacientes priorizados foi
de 50% durante o periodo de seguimento, enquanto os pacientes n&o priorizados
tiveram taxa de transplantagao de 21% no mesmo periodo, p=0,0625. E importante
ressaltar que todos os pacientes foram priorizados apos avaliacdo pelo STR-HC-
FMUSP e auditoria externa da SES-SP. A maioria dos pacientes (13 pacientes,
65%) foi priorizada em média 13+/-10 meses antes do inicio da terapia com IVIG.

Analisou-se se o0s pacientes priorizados, que transplantaram em maior
numero, haviam recebido mais doses de IVIG em menor periodo de tempo, e
observou-se que os priorizados receberam em média 15+/-12 doses de IVIG em
tempo médio de 27+/-16 meses enquanto os nao priorizados receberam 12+/-8
doses em média durante 19+/- 15 meses (p=0,36).

Foram analisadas as curvas de sobrevida, até o tempo médio de seguimento
pos-transplante (18,18 + 16,67 meses), subdividindo-se o0s pacientes entre

priorizados e n&o priorizados, que transplantaram ou permaneceram em lista. A
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figura 29 demonstra as curvas de sobrevida dos 4 grupos de pacientes (priorizados
que transplantaram, priorizados que permaneceram em lista, ndo priorizados que
transplantaram e n&o priorizados que permaneceram em lista).

Para comparar as curvas entre priorizados e nao priorizados, utilizou-se o
teste Log-Rank separadamente para os pacientes que transplantaram e néo
transplantaram. Os p-value obtidos (pacientes que permaneceram em lista p-
value=0.7163, pacientes que transplantaram p-value=0.1691) demonstram que nao

houve diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 28: Curvas de sobrevida, comparando-se pacientes priorizados e n&o priorizados, que

transplantaram e que permaneceram em lista

A maior parte dos pacientes faleceu devido a episodios infecciosos (71,42%
dos Obitos dos pacientes que transplantaram e 33,3% dentre os que permaneceram

em lista).
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Os episddios de infecgao foram relacionados ao acesso para diadlise em todos
os pacientes que faleceram por infecgao, entre aqueles que permaneceram em lista,
e em 60% dos casos de 6bito por infecgao, entre os pacientes que transplantaram.

As causas dos o6bitos estdo demonstradas na figura 30.

- — L Grupo 1
i Grupo 2
LITotal

o - - .

Choque Choque Morte sibita TEP Abdome
séptco  hemorragico Apndo

Figura 29: Causas dos 6bitos dos pacientes do estudo
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5. DISCUSSAO

Estudos com o objetivo de avaliar o papel das terapias de dessensibilizagao
para pacientes candidatos ao transplante renal apenas com doadores falecidos séo
pouco frequentes na literatura, principalmente utilizando protocolos baseados
apenas em |VIg. Pacientes sensibilizados permanecem na lista por um longo tempo,
aguardando um doador falecido e, no caso de pacientes altamente sensibilizados,
o tempo de espera frequentemente impossibilita a transplantacdo devido ao alto
indice de mortalidade em lista desses pacientes (2,7). Publicagcdes anteriores
demonstraram um papel importante da IVIg no tratamento desses pacientes (51,
55).

Os protocolos de dessensibilizagao avangaram nos ultimos anos, utilizando
drogas como Rituximabe (58-60), Bortezomibe (65-67), Tocilizumabe (68),
inibidores da C1 esterase (71,72) e Endopeptidase IgG (69), dentre outras, com
resultados promissores. No entanto, os paises em desenvolvimento, muitas vezes,
nao tém recursos para estabelecer rapidamente protocolos contendo novos
medicamentos, apesar dos bons resultados demonstrados. O acesso a IVIg tem
sido mais facil do que de outros medicamentos utilizados em protocolos de
dessensibilizagdo no Brasil. Apesar de o elevado custo dos protocolos de
dessensibilizagdo, o transplante renal em pacientes sensibilizados por meio da
utilizagédo desses protocolos tem-se mostrado custo efetivo, demonstrando menores
custos que a manutengao desses pacientes indefinidamente em terapia dialitica
(78,79).

O Brasil possui um dos maiores programas publicos de transplante de

orgaos e tecidos do mundo, administrado pelo Sistema Nacional de Transplantes.
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O financiamento publico é responsavel por mais de 90% dos transplantes realizados
no pais (3). No entanto, poucos centros no pais assumem a realizacdo de
transplantes de alto risco imunolégico, devido as maiores taxas de rejeicdo e custos
associados a esses transplantes. Além disso, muitos centros de transplante nao
possuem um arsenal terapéutico adequado para o tratamento dessas
complicagbes. As estratégias adotadas por paises europeus e pelos EUA,
objetivando aumentar o pool de potenciais doadores para pacientes sensibilizados,
demonstraram aumento expressivo nas taxas de transplantagdo dessa populagao
de pacientes com excelentes resultados, ressaltando ainda mais a necessidade de
se discutir a questdao em nosso pais. No Brasil, desde a publicacdo da Portaria n°
2.600 em 2009 (30), nenhuma reforma no sistema de alocacdo de 6rgaos foi
realizada. Alternativas, como a realizacdo de transplantes com doagao pareada,
adotada conjuntamente a atualizagdes no sistema de alocagcéo em diversos paises
com excelentes resultados (21), ndo sédo permitidas legalmente no Brasil.
Transplantes com doadores ABO incompativeis sédo realizados por alguns poucos
servigos no pais, ndo sendo uma alternativa para a imensa maioria dos pacientes.
E grande a importancia deste estudo, ao demonstrar a reducéo significativa
no tempo de espera em lista dos pacientes sensibilizados que nao possuem um
potencial doador vivo, utilizando apenas 1VIg, mesmo com diversos complicadores
inerentes a realidade do sistema de saude. Os achados sdo semelhantes aos
demonstrados no estudo IGO2 patrocinado pelo NIH, que demonstrou uma redugao
significativa do tempo de espera em lista para pacientes tratados com IVIG, no qual
o tempo médio estimado para o transplante foi de 4,8 anos para o braco de IVIG
contra 10,3 anos para o brago de placebo (53). A reducéo do tempo de espera em

lista demonstrada pelos dados é extremamente impactante no cuidado desses
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pacientes sensibilizados, que apresentam n&o apenas menor acesso ao transplante
pela complexidade imunologica, mas também grande numero de comorbidades e
condicbes ameacadoras a vida. Alguns deles apresentam graves problemas de
acesso vascular que impactam na sobrevida do paciente, ndo apenas durante a
dialise, mas também apds o transplante.

E importante ressaltar que, como esperado, os pacientes priorizados em
lista por faléncia de acesso para dialise apresentaram transplantabilidade superior
aos nao priorizados. Demonstrou-se que um paciente dessensibilizado e priorizado
possui uma chance de transplantar 6,64 vezes maior do que aqueles néao
priorizados. Tal resultado, provavelmente, justifica-se pelo maior numero de
doadores com os quais esses pacientes foram testados, aumentando suas chances
de encontrar um doador contra o qual ndo possuam anticorpos ou que 0s possuam
em titulos que possibilitem uma prova cruzada negativa e a realizagdo do
transplante.

O impacto do IVIg na redugédo de cPRA ndo esta claro na literatura. O
primeiro ensaio clinico desenhado para avaliar tal efeito - NIH-IGO2 (53)
demonstrou redugédo de PRA, usando IVIg. Porém, o estudo foi realizado antes da
tecnologia Luminex, utilizando a linfocitotoxicidade, teste com menor sensibilidade,
0 que pode ter interferido nos resultados. Outros estudos, entretanto, demonstraram
que o cPRA néo foi reduzido, utilizando-se apenas IVIg. Alachkar et al. analisaram
27 pacientes apresentando cPRA 100% que receberam IVIg 2g/Kg mensalmente
por 4 meses e concluiram que nenhuma alteragdo ocorreu no cPRA (57). Este
estudo foi capaz de demonstrar uma reducgao nos niveis de cPRA, utilizando apenas
IVlg. Entretanto, a reducdo foi mais significativa entre os pacientes que

permaneceram em lista, demonstrando a fragilidade do cPRA em predizer os
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resultados da dessensibilizagdo com IVIg e as chances de transplante. A IVIg tem
efeitos imunomoduladores, como anticorpos neutralizantes com anticorpos anti-
idiotipicos, modificando a imunidade mediada por células e interferindo na ativagao
do complemento mediada por anticorpos (50). Isto pode estar relacionado com sua
capacidade de aumentar a taxa de transplantes, apesar de nao alterar
significativamente o cPRA. Outras formas de avaliagao dos efeitos da IVIg nos
anticorpos anti-HLA podem ser mais precisas do que cPRA.

A intensidade média de fluorescéncia dos anticorpos anti-HLA diminuiu na
maioria dos pacientes, conforme sugerido pela literatura (52, 56). Pode-se
demonstrar que o numero de Ac diminuiu significativamente na categoria A, MFI até
1.500 (proporcionando o desaparecimento de alguns deles) e na categoria D, MFI
entre 5.000 a 10.000. A reducdo dos numeros de tais Ac pode ter permitido a queda
nos valores percentuais médios de cPRA observada na amostra, bem como a
obtencdo de provas cruzadas negativas e a transplantacdo. No entanto, os MFls
para anticorpos anti-HLA permaneceram estaveis ou até aumentaram em uma
minoria de pacientes, demonstrando que o efeito ndo foi homogéneo.

A maioria dos pacientes transplantados com DSA apresentou uma redugao
significativa no iDSA em 70%. A redugao do iDSA provavelmente desempenhou um
papel significativo no transplante desses pacientes, reduzindo o MFI de niveis
inaceitaveis para niveis incapazes de positivar as provas cruzadas.

Estudos recentes tém demonstrado a importancia de se analisarem os
subtipos 1gG do iDSA (74), importando n&o so a intensidade da fluorescéncia, mas
a proporgao de IgG1 e, principalmente, IgG3, capaz de ativar o complemento,
associada a maiores chances de RAMA. Na amostra, tal analise n&o foi realizada,

0 que pode explicar o transplante de pacientes que evoluiram com estabilidade ou
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mesmo com aumento da iDSA.

Conforme demonstrado anteriormente por outros estudos, a ocorréncia de
RAMA é um problema em pacientes sensibilizados 1(53, 62), sendo associada a
pior sobrevida do enxerto em longo prazo (56, 57). A taxa global de RAMA na
amostra foi de 35,71% (80% dos pacientes apresentavam DSA no momento do
transplante), semelhante a outros estudos utilizando 1VIg, associado ou ndo a outras
drogas para dessensibilizacdo. Jordan et al. demonstraram uma taxa de rejeicao de
45,8% vs. 10% no grupo placebo (53). Em outro estudo, Jordan et al. avaliaram o
efeito da adicdo de Rituximabe a um regime de alta dose baseado em [VIg,
mostrando que 50% dos pacientes tiveram episddios de rejeicdo aguda, com 30%
dos pacientes experimentando RAMA (59). Mais recentemente, o protocolo
baseado em IgG endopeptidase para DS demonstrou uma taxa de transplante de
96%, entretanto a taxa de RAMA permaneceu semelhante a outros protocolos, de
40% (69).

Os dados sobre a sobrevida de pacientes sensibilizados apds o transplante
sao escassos no Brasil. Este estudo demonstrou uma sobrevida do paciente no
primeiro ano de 93%, 85,71% apos 24 meses e 78,57% apods 36 meses, comparavel
a sobrevida de pacientes transplantados com doadores falecidos no Brasil (92% em
1 ano, 90% em 2 anos e 89% em 3 anos) (3). Os dados também sdo comparaveis
a sobrevida apresentada pelos principais estudos nessa populacdo. Jordan et al.
demonstraram uma sobrevida do enxerto de 2 anos de 80% e nenhuma diferenca
na sobrevida do enxerto ou do paciente até 5 anos apds o transplante, comparando
372 pacientes dessensibilizados e 538 ndo dessensibilizados (53). Vo et al., usando
Rituximabe e IVIg, obtiveram uma taxa de sobrevida do enxerto de 94% apos 12

meses. Jordan et al. estudaram a Endopeptidase IgG para dessensibilizar
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pacientes e apenas um enxerto perdido em 24 transplantes realizados, porém com
tempo de seguimento de apenas 6 meses (69).

Em analise anterior, o grupo avaliou a sobrevida dos pacientes
sensibilizados (cPRA diferente de zero) que realizaram transplante renal em nosso
servigo, avaliando 1.002 transplantes consecutivos em adultos, realizados entre
2009 e 2013 e obteve 88% de sobrevida no primeiro ano nesse grupo, sobrevida
igual a dos pacientes nao sensibilizados transplantados no mesmo periodo, 87,6%
(75). Dados multicéntricos publicados sugerem uma vantagem de sobrevida para
pacientes submetidos a dessensibilizagao, seguida de transplante com doador vivo
ou falecido, em comparagdao com aqueles que permaneceram em lista (76,77). O
grupo também comparou, em outro estudo, a mortalidade de pacientes inscritos em
lista no Estado de Sao Paulo com aquela dos sensibilizados submetidos a
transplante renal em nosso servico em 2012, demonstrando uma mortalidade de
11% em 32 meses, 4,12% ao ano em nosso centro, semelhante a mortalidade geral
de 5,61% dos pacientes em lista no estado (75). Neste estudo, de maneira
semelhante, ndo se pbéde demonstrar sobrevida superior dos pacientes
transplantados em comparacdo com aqueles que permaneceram em lista. Isto
poderia ser explicado pelas condicoes de saude extremamente comprometidas dos
pacientes. A maioria dos pacientes transplantados havia sido priorizada em lista
devido a falha do acesso vascular e/ou a impossibilidade de realizar dialise
peritoneal, encontrava-se ha muito tempo em terapia renal substitutiva e possuia
inumeras comorbidades. As complicagdes relacionadas ao acesso para dialise
foram a causa de 70% dos o6bitos dos pacientes transplantados (quatro pacientes
faleceram em decorréncia de sepse relacionada ao cateter de hemodialise e um por

peritonite). Complica¢des vasculares durante e apds cirurgia foram a causa dos
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outros dois obitos, demonstrando que as condigdes vasculares desses pacientes,
provavelmente ja se encontravam muito comprometidas.

A sobrevida do enxerto censurada por ébito apds 24 meses foi de 100% e
76,36% apds 36 meses, sendo a principal causa de perda do enxerto a nefropatia
BK (60%) ap6s uma média de 26 meses apds o TX. Quando comparada com a
sobrevida global do enxerto de transplantes falecidos no Brasil (1 ano = 85%, 2 anos
=81% e 3 anos = 78%) (3), os dados nao mostram diferenga, o mesmo demonstrado
com a sobrevida dos pacientes.

Apesar de todas as dificuldades enfrentadas na dessensibilizagcao desses
pacientes, obtiveram-se resultados comparaveis aos dos principais servigos de
transplante que atualmente adotam protocolos de dessensibilizagao.

Na amostra, a ocorréncia de RAMA n&o teve impacto na sobrevida do
enxerto e apenas um paciente perdeu o enxerto por causa imunolégica (RCMA),
tendo sido a infecg¢ao por poliomavirus a causa mais frequente de perda do enxerto.
Reconhecem-se as limitagdes deste estudo, uma analise retrospectiva de uma
pequena amostra de pacientes. O acréscimo de um grupo controle de pacientes
nao tratados com IVIg poderia ter ajudado, evidenciando a taxa de transplante de
pacientes sensibilizados nao tratados com IVIlg, como a sobrevida desses pacientes
em lista. Outra limitacao estava relacionada as dificuldades de fornecimento de IVIg
que impossibilitavam a administracdo mensal do medicamento, além da variedade

de formulagdes de IVIg fornecidas pelo governo.
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6. CONCLUSAO

Em resumo, pode-se demonstrar que a dessensibilizagcdo, usando apenas
IVIg, foi eficaz e segura na redugao de cPRA, reduzindo o tempo de espera para o
transplante renal em pacientes altamente sensibilizados que nao tém possibilidade
de um transplante de doador vivo, especialmente pacientes em prioridade por falta
de acesso para dialise. Considerou-se que o longo tempo em dialise, com
consequentes comorbidades e problemas de acesso vascular, deve ser evitado
para garantir os beneficios do transplante também em pacientes altamente
sensibilizados. Politicas publicas de alocagao e, quando necessarios, protocolos de
dessensibilizacdo devem ser oferecidos mais cedo a esses pacientes, permitindo

maiores chances de transplantagdo e melhores resultados.
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Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Nao existe fsco para a populagio estudada por ser um estudo retrospectivo baseado na analise de
roniuEnios.

Beneficios: Ampliar a possibilidade de transplante dos paciente com doador vive mas que posSSuem prova
cruzada positiva.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Estudo unicentrico utilizando 45 pacientes do HCFMUSP, retrospective de avaliagio do efeito da
dessansibilizagao com Imunoglobulina polivalente sobre o perfil de anticorpos anti-HLA e a incidencia de
transplantacao de pacientes hipersensibilizados candidatos a transplante renal com doador falecido. Serao
utilizados dados de pronwarios HC FMUSP de 2003 a 2013, Os desfechos objetivam alem de demonstrar o
possivel impacio da administragfio de Imunoglobulina em dose alta sobre o nomero, tulo dos anticorpos
anti- HLA e provas cruzadas, avaliar o impacto deste tratamento sobre a taxa de transplantagao dos
pacientes hipersensibilizados com doador vive contra guem apresentem prova cruzada positiva. O estudo
popoe-se ainda a avaliar os riscos da administragio de altas doses de IVIG no perlodo dialitico. O estudo
tem orgamemnto dos proprios pesquisadores. Por ser retrospectivo propde dispensa do TCLE.

Consideracdes sobre oz Termos de apresentacac obrigatoria:

Foram apresentados os seguintes documentos: Anuencia do Laborattrio de Imunclogia do In Cor, Folha de
rosto assinada, Justificativa de ausencia de TCLE, Cadastro on line,

Cana de esclarecimento a CAPPe=q de comegao de preenchimento de formulario na plataforma, Camna de
encaminhamento a chefia do Departamento de CM Projeto de Mestrado de Jenaing Paixao =ob orientacao
de DRA MARIA CRISTINA RIBEIRO DE CASTRO.

Recomendagies:

Aprovado.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Aprovado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugio CNS n® 466/12 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto
conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatérios parciais e final; cjapresentar dados solicitados pelo
CEP, a qualguer momemnto, d} manter em arguivo sob sua guarda, por 5 anecs da

Endersco: Fus Ovidic Pires di Campes, 225 5 andar
Bairro: Cerquaita Casar CEP: (f.403-010
UF: 2P Munisipla: SA0 PAULD

Telebone: (11)2661-TEES Fax: (11)2861-T585 E-mail: cappeso adm @he m.usp b
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ANEXO Il

Classificagao de Banff 2009

Rejeicao agudal/ativa mediada por anticorpos:

1. Evidéncia morfolégica de leséo tecidual aguda, como:

e Tipo 1 - Necrose tubular aguda; ou

e Tipo 2 - Neutrdfilos e/ou células mononucleares em capilares
peritubulares e/ou glomérulos, e/ou trombose capilar; ou ainda,

e Tipo 3 - Arterite intimal /necrose fibrinoide / arterite intramural ou

transmural

2. Evidéncia imunopatoldgica de agao de anticorpos, como:
e Deposicao de C4d; e/ou,
e Deposicdo de imunoglobulinas nos capilares peritubulares (raro); ou
ainda,
e Deposicdo de imunoglobulinas e complemento nas areas de necrose

arterial fibrinoide.

3. Evidéncia soroldgica de anticorpos circulantes, como:
e Presenca de anticorpos dirigidos contra antigenos HLA do doador; ou,
e Presenca de anticorpos contra outros antigenos endoteliais do doador

(anticorpos ndo-HLA).
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Rejei¢ao cronical/ativa mediada por anticorpos:

1. Evidéncia morfologica de lesao tecidual, como:
e Duplicagao (“duplo contorno”) da membrana basal glomerular; e/ou,
e Multilaminagdo da membrana basal glomerular; e/ou,
e Fibrose intersticial/atrofia tubular com ou sem perda de capilares
peritubulares;

e Fibrose intimal em artérias sem duplicacdo da camada elastica;

e Evidéncia imunopatologica de agao de anticorpos, como:

e Deposicao difusa de C4d em capilares peritubulares;

3. Evidéncia soroldgica de anticorpos circulantes, como:

e Presenca de anticorpos dirigidos contra antigenos HLA do doador.

O esquema atualmente proposto para rejeicdo cronica preconiza a
exclusdo de doencas crOnicas especificas, tais como: hipertensao,
nefrotoxicidade por inibidor de calcineurina, obstrugdao crénica, infeccdes

bacterianas e virais.
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ANEXO Il

Teste de Citotoxicicidade Dependente de Complemento (CDC)

Os linfécitos do doador foram separados por centrifugagéo, utilizando-se
gradiente de densidade com Ficoll-Hypaque, d=1,077g/L. Apds a centrifugacao, foi
coletada a “nuvem” de células mononucleares. A trombina foi utilizada para eliminar
as plaquetas e granulécitos existentes na suspensao celular, de modo a restar
apenas linfocitos totais.

Pela técnica de aderéncia a |a de nailon, os linfécitos totais foram separados
em linfécitos T e linfécitos B. A seguir, a concentracao celular é ajustada para 2,5 a
3,0 x 106 células/mL antes de dispensa-las em placas. Foi incubado 1uL da
suspensao celular (linfécitos T ou linfécitos B do doador) com 1 uL de soro do
receptor por po¢o, em placa de Terasaki (One Lambda, Canoga Park, CA, EUA),
durante 30 minutos para a placa com linfocitos T e durante 60 minutos para a placa
com linfécitos B, em temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 5 pL
por pogo de complemento de coelho (One Lambda, Canoga Park, CA, EUA) para
ambas as placas e a suspensdo celular foi submetida a incubacao durante 90
minutos a temperatura ambiente. A reacgao foi evidenciada pela adigcao de 10 yL de
Stain-Fix (One Lambda, Canoga Park, CA, EUA) e, depois de transcorridos 20
minutos, o resultado foi avaliado em microscépio de contraste de fase. O teste foi
considerado positivo quando houve mais do que 10% de lise celular no soro-teste
em comparagao com o controle negativo.

Para caracterizar o isotipo do anticorpo, foi utilizado o agente redutor

ditiotreitol (DTT) que destrdi as pontes dissulfeto da molécula de IgM, inativando-a,
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sem interferir na reatividade dos anticorpos do isotipolgG. O DTT foi utilizado na
propor¢cao de 1:10 e incubado com o soro-teste durante 30 minutos a 37 °C, sob
agitacao a cada 5 minutos.

Para obter maior sensibilidade no teste, foi utilizado o anticorpo anti-globulina
humana, AGH (One Lambda, Canoga Park, CA, EUA), em uma placa contendo

linfocitos T.

Teste de Citometria de Fluxo

Essa técnica era realizada no pré-transplante sempre que existissem células
viaveis do doador falecido para analise. Em uma placa de 96 pocos de fundo em U,
foram dispensados 100 pL de suspensao celular (linfocitos totais do doador)
contendo 0,5 x 106 células por pogo. Apds centrifugagdo da placa a 1.800 rpm
durante 5 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi desprezado e a suspensao celular foi
ressuspensa em agitador de placa. A seguir, a suspensao celular foi lavada com
150 L por pogo com tampéo FACS (salina, soro fetal bovino a 2%, AZIDA 0,1%)
seguida de nova centrifugacao a 1.800 rpm durante 5 minutos a 4°C. Depois, foram
adicionados 25 pL por pogo do soro correspondente (soro- controle negativo, soro-
controle positivo e soro-teste) e, posteriormente, a suspensao celular foi incubada
por 30 minutos em temperatura ambiente. O soro-controle negativo foi composto
por soro coletado de homem sadio, sem antecedentes de transfusdo de
hemocomponentes e do tipo sanguineo AB; o soro-controle positivo € o soro de
pacientes hiperimunizados com anticorpos anti-HLA.

Ap0s repetir o processo de lavagem por mais 3 vezes, a suspensao celular

foi incubada com 25 uL anticorpo anti-IgG humano conjugado com FITC (Sigma
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Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), diluicdo de 1:50, a 4 °C durante 30 minutos.
Repetiu-se a lavagem mais trés vezes e, a seguir, a suspensao celular foi incubada
com 25 pL por pogo de anticorpo anti-CD3 marcado com Cy-Chrome (Pharmigen,
San Diego, CA, EUA) e com 25 L por poco de anticorpo anti-CD19 marcado com
PE (Pharmigen, San Diego, CA, EUA), ambos na diluicdo de 1:10, a 4 °C durante
30 minutos ao abrigo da luz. Estes anticorpos marcam antigenos de superficie nos
linfécitos T e B, respectivamente. Apds mais trés lavagens, as células foram
ressuspensas em 400 pL de tampao FACS em tubos de leitura e, s6 entéo, inicia-
se a aquisic¢ao das células.

A analise do teste foi realizada em FACS-Calibur® (Becton Dickinson, San
Jose, CA, EUA). Foram adquiridas 10.000 células para cada soro analisado. O
resultado foi expresso em mediana de intensidade de fluorescéncia. A prova-
cruzada foi positiva quando a mediana de intensidade de fluorescéncia foi maior
que 40 canais para linfocitos T e que 50 canais para linfocitos B acima do controle

negativo.

Teste de microesferas marcadas (Luminex®)

Os testes LABScreen® (One Lambda, Canoga Park, CA, EUA) baseiam-se
na utilizacdo de microesferas marcadas com antigenos HLA purificados de classe |
e de classe Il. As microesferas sdo codificadas por cores, podendo ser avaliadas
em um unico tubo. O teste Mixed® detecta simultaneamente a presenca de
anticorpos anti-HLA classe | e/ou classe Il. O teste de Flow-PRA® detecta a
porcentagem e a especificidade dos anticorpos anti-HLA detectados em cada

amostra. O teste Single Antigen® confirma a especificidade do anticorpo encontrado
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no teste de Flow-PRA®.

Em uma placa de PCR com 96 pocos, foram incubados 2,5 uL de
microesferas com 10 yL de soro-teste em cada pogo, durante 30 minutos em
temperatura ambiente, ao abrigo da luz e sob homogeneizagdo constante. Para
cada conjunto de testes foi utilizado um soro- controle negativo. Todos os dados
foram normalizados para cada esfera de acordo com os resultados do controle
negativo.

ApoOs a incubacédo, foram adicionados 150 pL de tampao de lavagem
previamente diluido. A placa foi selada e submetida a homogeneizagao seguida de
centrifugacdo a 1.300 rpm durante 5 minutos. Depois, o tampao de lavagem foi
removido com movimento subito e o procedimento de lavagem foi repetido mais
duas vezes.

Foram diluidos anticorpos IgG caprino anti-humano conjugado com PE em
tampao de lavagem na diluicdo de 1:100 (0,5 pyL de anticorpo IgG caprino anti-
humano conjugado com PE com 49,5 uL de tampao de lavagem para cada pogo).
Em seguida, foram adicionados 50 pL desta solugdo por poco seguida de
homogeneizacéo e, s6 entdo, foi iniciada incubacdo durante 30 minutos em
temperatura ambiente, ao abrigo da luz e sob homogeneizagdo constante. Apds
nova lavagem, foram adicionados 70 uL de PBS. A seguir, o conteudo da placa de
reacao foi transferido para a placa de aquisicdo com fundo em U para iniciar a leitura

do teste.

A leitura do teste foi realizada em LABScanTM100 (Luminex Corporation,
Austin, Texas, EUA) e foi avaliada por intensidade média de fluorescéncia (MFI =

“Mean Fluorescence Intensity”), unidade que expressa a intensidade do anticorpo,
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medida pela citometria de fluxo. Foi estabelecido 1000 de MFI para a técnica Single
Antigen® como corte, qualquer anticorpo com valor de MFI acima do ponto de corte
foi considerado positivo e abaixo foi considerado negativo.

Para os testes FlowPRA® e Single Antigen®, o valor fluorescente de cada
esfera corresponde ao valor de cada esfera dividido pelo valor do controle negativo.
Para os testes Mixed®, o sinal fluorescente foi equivalente ao valor da esfera menos
o valor do controle negativo. O controle negativo foi constituido por um pool de
amostras de soro retirado de doadores do sexo masculino que nunca receberam
transfusdes de sangue ou transplantes e que, portanto, ndo apresentam anticorpos
anti-HLA. O soro controle positivo foi usado com préprio controle interno do

fabricante do ensaio.

Tipificagdo HLA

Para tipificacdo do HLA foi realizada a extracido do DNA obtida de células do
sangue periférico. O DNA genbmico foi extraido a partir da amostra colhida com
EDTA. As extracdes foram realizadas pelo método que utiliza sais de Brometo de
Tetrametilaménio.

O sangue foi inicialmente centrifugado por 10 minutos a 1500 rpm. O buffy-
coat ("papa de leucdcitos") foi recuperado e transferido para dois tubos de 2mi
(aproximadamente 500ul em cada tubo) ao qual foi adicionado igual volume de
tampao de lise, DTAB 12% (brometo de dodeciltrimetilamonio). Os tubos foram,
entdo, homogeneizados e incubados em banho-maria 68C por 5 minutos. Dois
volumes de cloroférmio foram acrescentados e os tubos agitados vigorosamente.

Apos centrifugacao por 2 minutos a 10.000 rpm, a camada superior (aquosa) onde
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estava o DNA foi recuperada e foram adicionados dois volumes de CTAB 0,5%
(brometo de hexadeciltrimetilaménio). Essa mistura foi homogeneizada até a
obtencao do precipitado DNA/CTAB. Apds nova centrifugagcéo por 2 minutos a
10.000 rpm, o pellet DNA/CTAB foi ressuspendido em 300ul de NaCl 1,2 M (cloreto
de sdédio) e reprecipitado em 750ul de etanol absoluto. Centrifugou-se mais 2
minutos a 13000 rpm e o pellet foi ressuspendido em etanol 70%, para retirar o
excesso de sal. O sobrenadante foi, entdo, desprezado, enquanto o DNA obtido foi
dissolvido em H20.

A quantidade e a pureza do DNA gendémico foram determinadas por
densidade Optica em espectrofotometro (NanoDrop® ND-1000 UV-Vis) nos
comprimentos de onda de 260 e 280nm. A razao de A 260/280nm variou de 1,7 a
1,9 indicando boa qualidade do DNA. Todas as amostras ficaram estocadas em
freezer a menos de 80° C para o inicio das tipificagdes.

A tipificacdo HLA A, B e DR dos doadores falecidos foi realizada por PCR-
SSP, reacao de polimerizagao em cadeia utilizando sequéncia especifica de primers
(do inglés, Polymerase Chain Reaction- Sequence Specific Primers) utilizando Kits
LABType SSP (One Lambda, California, USA).

A amplificagao da regido de interesse do DNA foi realizada utilizando primers
especificos para diversas sequéncias-alvo. Apos o processo de reagao de
polimerizagdo em cadeia, os fragmentos de DNA amplificados foram separados por
eletroforese em gel de agarose, visualizados por coloragdo com brometo de etidio
e exposigao a luz ultravioleta. A interpretacédo dos resultados de PCR-SSP baseia-
se na presenca ou auséncia de um fragmento de DNA amplificado especifico. Existe
um par de primers de controle interno incluido em todas as reag¢des de PCR. O par

de primers de controle amplifica uma regido conservada do gene da [(-globina
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humana, que esta presente em todas as amostras de DNA prova e que € usada
para confirmar a integridade da reacgao.

Inicialmente foi realizada a amplificagdo génica utilizando-se primers
biotinilados especificos para a regiao génica de interesse e primers especificos para
amplificagdo de alelos. O produto de PCR amplificado foi entdo desnaturado e
colocado frente a sondas marcadas (hibridizacdo) conjugadas a microesferas
codificadas por fluorescéncia que fazem parte do sistema multianalitico Luminex.

Cada microesfera € marcada com uma determinada fluorescéncia e possui
uma sonda de oligonucleotideo correspondente a um alelo HLA ou a um grupo de
alelos HLA. Apds esta etapa de hibridizagdo, as sondas que hibridizaram com o
DNA foram marcadas com uma solugdo de estreptavidina conjugada com

ficoeritrina (SAPE) e, assim, foi realizada a leitura da reagao.

As reacgdes foram lidas no citbmetro de fluxo LABScanTM 200 (tecnologia
Luminex) que € capaz de reconhecer a fluorescéncia da microesfera e da SAPE
ligada a sonda. Um laser para a cor vermelha (A633nm) reconhece a cor da
microesfera e outro laser reconhece a marcagcdo com SAPE, verde (A532nm),
determinando a positividade da reagédo. Os dados gerados pelo aparelho foram

analisados no software HLA Fusion v. 3.0 para a determinagéo dos alelos.





