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RESUMO

Fundamentos: A rejeicdo humoral (RMA) afeta 20 a 30% dos transplantados renais, resultando em reducao
da sobrevida do enxerto. Ensaios com metodologia Luminex permitiram a deteccdo de anticorpos Anti-HLA
em titulos muito baixos e com relevancia clinica controversa. O objetivo deste estudo foi avaliar o impacto de
anticorpos, pré-formados contra moléculas HLA do Doador (DSA), detectados por Luminex, na incidéncia
de Rejeicao aguda, RMA, taxa de filtragao glomerular (TFG) e na sobrevida do paciente e do enxerto.
Método: Analise de 164 pacientes transplantados de outubro de 2016 a outubro de 2017, estratificados em 2
grupos: 136 sem DSAs e 28 com DSAs pré-formados, de até 5000 MFI.

Resultados: Nao houve diferenca, entre os 2 grupos, na incidéncia de Rejeicdo Aguda em 3 e 6 meses,
independente do mecanismo aloimune, bem como, na sobrevida do enxerto e do paciente, com p=0,543 e
p=0,381, respectivamente. A TFG média ao final de 6 meses, foi maior nos pacientes com DSA pré-
transplante, com clearance de 79 e 62,5ml/min/1,73m2, respectivamente (p<0,05). A presenga do DSA nédo
constituiu risco para perda do enxerto em até 6 meses do transplante, com p de 0,999. Valores de MFI dos
DSAs pré-formados, ndo foram bons preditores de perda do enxerto (AUC 0,497, p=0,976).

Conclusio: DAS pré-transplante contra antigenos HLA Classe I e/ou Classe I, detectado pela metodologia
Luminex, em valores inferiores a 5000 MFI, ndo teve impacto na incidéncia de RMA, independente do
mecanismo aloimune, tampouco nas sobrevidas do paciente e do enxerto renal, nos primeiros 6 meses de
transplante.

Palavras-chave: Transplante Renal. Rejeicdo Mediada por Anticorpo. DAS. Luminex single antigen bead
assay. Anticorpos Anti HLA.

INTRODUCAO estejam sendo mantidos em hemodiélise,
com uma necessidade de 11.445
transplantes de rim por ano, segundo dados
da ABTO (Associagdo Brasileira de

Transplante de Org&os)*.

O Transplante Renal € o tratamento de
escolha para a grande maioria dos
pacientes portadores de Doenca Renal
Terminal, com expressivo incremento na

qualidade e expectativa de vida, além de A necessidade de infraestrutura e de

superior custo efetividade em relagdo a
didlise  cronica®?. No entanto, essa
terapéutica consegue atender, apenas, 10%
da demanda na maior parte dos paises®.

No Brasil, a incidéncia de pacientes
mantidos em dialise cronica vem crescendo
em torno de 8% ao ano. Estima-se que,
aproximadamente, 122.000  pacientes
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equipes altamente especializadas para a
realizacdo dos transplantes, a insuficiente
disponibilidade de doadores de érgdos e o
crescente numero de pacientes em terapia
dialitica, resultam em um progressivo
desequilibrio entre a oferta e a demanda,
com consequente aumento no nimero de
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pacientes em lista
transplante renal.

aguardando um

A realizacdo de transplantes com
receptores de maior risco imunoldgico,
bem como transplantes de doadores
expandidos, sdo estratégias primordiais
para 0 aumento do nimero de transplantes,
com consequente expansao do programa de
Transplante Renal no Brasil e no mundo.

A barreira imunoldgica conferida pelas
moléculas HLA (Human Leukocyte
Antigens) € o principal fator limitante para
0 sucesso do transplante renal®. Os testes
utilizados para deteccdo desses anticorpos
dirigidos contra moléculas HLA vém
evoluindo e sdo responsaveis pela maior
sobrevida e menores taxas de rejeicdo
aguda vistas atualmente®.

A introdugdo da metodologia Luminex
para a deteccdo de anticorpos anti-HLA,
teve um enorme impacto no processo de
tomada de decisdo em relacdo a selecédo de
doadores para pacientes sensibilizados,
uma vez que sdoos testes de maior
sensibilidade e especificidade para
deteccdo desses anticorpos’®. No entanto,
ao mesmo tempo que permitiu a deteccdo
de anticorpos anti-HLA em titulos muito
baixos, adicionou complexidade a equagéo
de risco imunoldgico: como aumentar a
seguranca e sobrevida dos transplantes
renais sem restringir ainda mais 0 acesso
dos pacientes a essa terapia?

Estudos mostram que a presenca de
DSAs pré-formados, detectados por
Luminex Single Antigen Bead Assays
(Luminex SAB)®, foram associados a um
risco de 55% de RMA, com uma sobrevida
de aloenxerto censurada por 6ébito de 20%
em 5 anos apds o transplante, mostrando
que, apesar de todos o0s avangos no
desenvolvimento de regimes
imunossupressores eficazes no transplante
renal, a disfuncdo crdnica do aloenxerto
continua sendo um grande problema e a
RMA contribui para o desenvolvimento
dessa entidade'®>. Ao mesmo tempo, a
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auséncia desses DSAs foi associada a um
baixo risco de RMA clinica e subclinica
precoce’!. Dessa forma, presume-se a
utilidade do Luminex como ferramenta
adicional de avaliagdo de risco pré-
transplante e na alocacdo de Orgdos, no
entanto, a quantificacdo dos DSAs em MFI
ainda é incerto quanto ao valor preditivo
positivo para rejeicdo aguda mediada por
anticorpos®2.

Definir qual valor de MFI para um DSA
¢ aceitavel (“Acceptable Mismatches”)
com seguranca para o receptor, atingindo o
equilibrio entre adesdo maxima de
pacientes candidatos ao transplante renal e
mantendo uma seguranca aceitavel na
incidéncia de rejeicdo e consequente
melhor sobrevida do enxerto, representa o
grande desafio de todos 0s servicos
transplantadores. As limitacOes dos testes
imunoldgicos disponiveis, as diferencas de
resultados nos diferentes estudos ao longo
dos anos, a possibilidade de que possa
existir “cut offs” diferentes de MFI para
diferentes desfechos clinicos, sdo algumas
das dificuldades a serem superadas.

Baseado nessa estratificacdo de risco, a
equipe de transplante renal do Real
Hospital Portugués (RHP), a partir de
2016, expandiu seus critérios de
elegibilidade, passando a  realizar
transplantes de risco imunoldgico maior,
em receptores com DSAs de até 5000 MFI
em soro historico ou atual.

O objetivo deste estudo observacional,
unicéntrico, prospectivo histdrico,
realizado no RHP foi avaliar o impacto de
DSAs pré-formados contra moléculas
HLA, detectados por Luminex-SAB, na
incidéncia de Rejeicdo aguda, RMA aguda,
sobrevida do paciente e do enxerto, e na
funcdo do enxerto renal de pacientes
transplantados com prova cruzada negativa
por CDC, baseado nos novos critérios de
elegibilidade imunoldgica do Real Hospital
Portugués. Esse estudo foi aprovado no
Comité de Etica em Pesquisa do RHP.
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METODOS

Realizamos um estudo de Coorte,
prospectivo historico, de centro Unico com
pacientes  transplantados renais, de
doadores falecidos e/ou vivos, na Unidade
de Transplante Renal do Real Hospital
Portugués (RHP), Recife-PE, durante o
periodo de outubro de 2016 até outubro de
2017, mediante resultado negativo da
prova cruzada do soro do receptor contra
linfocitos totais do doador
(Microlinfotoxicidade  Dependente  de
Complemento - CDC-AGH).

Os critérios de inclusdo foram a
disponibilidade dos resultados de PRACc
(Reatividade contra Painel calculado) para
antigenos HLA classe | e Il pré-
transplante do receptor, tipagens HLA do
receptor e doador, e seguimento
ambulatorial por no minimo de seis meses,
salvo excecdo de morte ou perda do
enxerto. Foram excluidos os pacientes
hipersensibilizados (PRAc > 80%) e
priorizados para transplante renal pela
portaria exclusiva da Secretaria de Salde
de Pernambuco, mas que ndo tinham DSA
em soro historico ou atual.

Objetivos do Estudo

O objetivo primério foi avaliar a
incidéncia de Rejeicdo Aguda do Enxerto e
RMA nos primeiros trés e seis meses de
transplante. Secundariamente, analisamos a
Sobrevida do Enxerto, Sobrevida do
Paciente e a andlise da Taxa de Filtragédo
Glomerular (TFG) ao final do sexto més de
transplante.

Grupos de Estudo

Foram realizados 176 transplantes
renais em nosso servigco nesse periodo de
outubro de 2016 a outubro de 2017. Seis
pacientes evoluiram com obito no pds-
operatério imediato por complicacGes
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cirtrgicas, sendo excluidos do trabalho.
Dos 170 pacientes, 6 foram excluidos por
terem sido transplantados pelo protocolo
do Hipersensibilizado, recebendo
imunossupressdao padrdo do protocolo,
mesmo ndo tendo DSA.

Dessa forma, 164 pacientes foram
incluidos, sendo o Grupo 1 composto por
136 receptores sem DSA pré-formado,
independente do PRAc (Grupo Sem DSA
- Controle), e o Grupo 2 formado por 28
pacientes com PRA diferente de zero e
com DSA (Grupo com DSA >1500 MFI e
<5000 MFI).

O Grupo 1 utilizou terapia de inducédo
com Thymoglobulina 3mg/kg e terapia de
manuten¢do com inibidor de calcineurina
(Tacrolimos),  inibidor da mTOR
(Sirolimos ou Everolimos) e prednisona.
Ja o Grupo 2, recebeu inducdo com
Thymoglobulina 6mg/kg dividido em 3
doses (dias alternados) associado a terapia
de manutencdo com inibidor da
calcineurina (Tacrolimos), micofenolato
de sddio e prednisona. Mudancas, quanto
a terapéutica de manutencéo, ocorreram de
acordo com julgamento do médico
assistente, em  decorréncia  efeitos
colaterais das drogas utilizadas ou falha
terapéutica, porém, analisados por
intencdo de tratamento.

Reatividade Contra Painel (PRA)

O Painel calculado (PRAc) é obtido
pela frequéncia das especificidades HLA-
A, B, C, DRB1, DQAL, DQB1, DPAL,
DPB1 contra as quais sdo detectados
anticorpos no Luminex SAB Classe | e I,
com reacdo apresentando MFI > 1500.
Essa frequéncia € verificada em um “pool”
de doadores falecidos tipificados, em nosso
Laboratorio de Histocompatibilidade. Nos
casos de LABScreen® Mixed negativo, 0
PRAc foi considerado 0% (Grupo 1 -
Controle).
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Definicdo de Rejeicdo Aguda do Enxerto

Consideramos rejeicdo aguda todo
processo  inflamatério  secundario a
ativagdo aloimune e classificado segundo
“score” de Banff, comprovado por biopsia,
nos primeiros 3 meses.

Diagnostico de Rejeicdo Mediada por
Anticorpos

O diagndstico de RMA ¢ baseado na
Classificacdo de Banff (2017), que
contempla a presenga de DSAS, associada
a histologia compativel. A evidéncia de
interacdo do DSA com o endotélio do
aloenxerto, sendo em nosso  caso,
representado pela presenca de C4d, seja
por imunofluorescéncia  (IF) em
congelados frescos ou por
imunohistoquimica (IHC) em tecido
embebido em parafina (16), ndo era
condicédo imprescindivel para 0
diagnostico.

Deteccédo de Anticorpos Anti-HLA (DSA)

O soro atual dos pacientes foi testado
pelo kit de screening para deteccdo de
Anticorpos Anti-HLA utilizando o kit
comercial LABScreen® Mixed (One
Lambda Inc., Canoga Park, CA) e também
pelo kit comercial LABScreen® Single
Antigen (One Lambda Inc., Canoga Park,
CA) para classe | e Il, em plataforma
Luminex®, com a finalidade de determinar
a especificidade dos anticorpos detectados
no soro.

Analise Estatistica

Foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk
para avaliar a distribuicdo dos dados,
considerando  um  p-valor<0,05. As
variaveis categoricas foram expressas por
meio de suas frequéncias e porcentagens,
para andlise de associacdo entre elas,
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utilizou-se o teste Qui-quadrado ou o teste
exato de Fisher, considerando significante
0 p-valor <0,05. Para avaliar a diferenca
da distribuicdo dos dados numéricos entre
0s grupos, utilizou-se a Anova, para dados
paramétricos e o teste de Kruskal Wallis
para 0s dados ndo-paramétricos. Para
avaliar a diferenca da distribuicdo dos
dados entre os dois grupos, utilizou-se o
teste t de Student para dados paramétricos
e 0 teste de Mann-Whitney para os dados
ndo-parameétricos, considerando
significante o p-valor <0,05. Na anélise das
sobrevidas do paciente e do enxerto foi
utilizada a curva de sobrevida de Kaplan-
Meier e o teste de log-rank para a analise
de diferenca de sobrevida entre os grupos,
considerando significante o p-valor <0,05.
Para avaliagdio da taxa de filtragdo
glomerular, estimamos o clearance de
creatinina a partir da férmula CKD-EPI e
utilizamos o box plot para representacdo
grafica da comparacdo entre os grupos. Na
analise dos fatores de risco para perda do
enxerto foi realizada a analise multivariada
de Cox e admitimos um p<0.05 como
significativo. No nosso trabalho o Software
utilizado foi R-project 3.4.2.

RESULTADOS

Quanto ao perfil demogréafico (Tabela
1), observamos uma maior incidéncia de
infeccdes por citomegalovirus, nimero de
eventos sensibilizadores e tempo em
hemodialise prévio ao transplante, nos
pacientes do Grupo 2 (Com DSA), quando
comparados aos receptores do Grupo 1
(Sem DSA). Nao observamos diferenca
estatistica entre os grupos em relacdo a
incidéncia ou tempo em DGF.

https://jhsc.emnuvens.com.br/revista



Anticorpos Anti-HLA Especificos Pré-Formados Contra Doador no
Transplante Renal

Tabela 1: Perfil demogréafico dos Grupos 1 e 2

G1 sem G2 com )
Variaveis DSA DSA valor
(n=136) (n=28)
lIdade
MédiatDP 47+138 484127 0,739
(Min — Méx) (16 - 79) (23-71)
T. TRS (meses)
Média+DP 495+46,4 73,7+49,6 0,001
(Min — Méax) (0-288)  (13-192)
Sensibilizagéo 0,018
Gestacdo 27 (19%) 13 (44,4%)
Hemotransfusbes 32 (22,5%) 13 (48,1%)
Transplantes Pr 6 (4,2%) 3 (11,1%)
T.DGF (dias)
Média+DP 9,3+9,8 87 0,831
(Min — Méx) (0-43) (0-22)
DGF 105 (73,9%) 21 (74,1%) 0,989
Tratamento para
cMV 31218%) 17 (63%) 0001
Classificagdo Doador
DCS 128 (81%) 26 (92,6%) 0,307
DCE 4(155%) 0 (0%)
Doador Vivo 4 (3,5%) 2 (7,4%)

DP= Desvio Padréo; T = Tempo; Pr = Prévio

A incidéncia de Rejeicdo Aguda do
Enxerto nos primeiros 3 meses, bem como
RMA nos primeiros 3 e 6 meses, entre 0s
dois grupos, ndo foi diferente entre o0s
pacientes com e sem DSA (Tabela 2). Da
mesma forma, a sobrevida do enxerto
(Figura 1) e do paciente (Figura 2) entre 0s
dois grupos, nao mostrou relevancia
estatistica, com p=0,543 e p=0,381,
respectivamente.

Tabela 2: Incidéncia de Rejeicdo entre os grupos com e
sem DSA pré-transplante renal

- Glsem DSA G2comDSA  p-
Variaveis

(n=136) (n=28) valor

RMA 3 meses 0,999

Néo 136 (100%) 27 (96,4%)

Sim 0 (0%) 1 (0%)
RMA 6 meses

Néo 136 (100%) 27 (96,4%) 0,999
Sim 0 (0%) 1 (0%)
Rejeicdo Aguda (3 meses) 0,325

Néo 121 (89,4%) 22 (81,5%)

Sim 15 (10,6%) 6 (18,5%)
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Figura 1. Curva de Kaplan-Meier para sobrevida do
enxerto (Grupos:1 e 2)
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Figura 2. Curva de Kaplan-Meier para sobrevida do
paciente (grupos:1 e 2)
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A TFG média ao final de 6 meses de
transplante, foi significativamente maior
nos pacientes com DSA pré-transplante,
quando comparado aos pacientes sem
DSA, com médias clearance de creatinina
estimados em 79 e 62,5ml/min/1,73m2,
respectivamente (Figura 3).

Na analise multivariada de Cox, a
presenca do DSA pré-formado ndo
constituiu risco para perda do enxerto em
até 6 meses do transplante, com p de 0,999.
Adicionalmente, em analise por Curva
ROC, os valores de MFI dos DSAs pré-
formados no Grupo 2 (Com DSA), ndo
foram bons preditores de perda do enxerto
(AUC 0,497, p=0,976).
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Figura 3. Boxplot - Avaliagdo da TFG com seis meses
(Grupos: 1 e 2)
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Legenda: Grupo 1: Sem DSA pré-formado; Grupo 2:
Com DSA pré-formado

DISCUSSAO

Em 1969, Patel e  Terasaki
demonstraram a eficacia na detec¢do dos
anticorpos anti-HLA pela técnica de CDC,
mostrando de forma irrefutdvel que a
presenca de Anticorpos Especificos contra
o Doador (DSA, Donor Specific
Antibodies), pré-formados, dirigidos contra
moléculas HLA incompativeis entre
receptor e doador resultava em rejeigéo
hiperaguda com perda precoce do enxerto
renal, criando 0 conceito de
“transplantabilidade”. Desde entdo, o CDC
se tornou o método padrdo para alocacao
de enxertos, sendo utilizado até hoje’.

A metodologia Luminex, por sua vez,
consiste na identificacdo de anticorpos
anti-HLA, por meio da ligagcdo desses em
antigenos HLA aderidos a microesferas de
poliestireno (beads), o que possibilita a
identificacdo dos anticorpos em titulos
muito baixos, com capacidade de
identificacio em nivel alélico. Séo,
portanto, os testes de maior sensibilidade e
especificidade para deteccdo  desses
anticorpos’, e a melhor ferramenta para
determinar o risco imunolégico através da
defini¢do do “acceptable mismatch”*?%°, o

Journal of Hospital Sciences. 2021;1(1) 57-64
Gabriel et al

que ampliou de forma expressiva 0
conceito de “risco imunoldgico” no
transplante renal.

Nossos dados  corroboram  com
resultados de estudos prévios e mostram
que o DSA pré-formado pode ndo ser um
eficiente preditor de RMA aguda, mas um
biomarcador de menor sobrevida e
disfuncdo do enxerto!®’. Os fendtipos
clinicos de rejeicdo mediada por anticorpos
sdo determinados pelas caracteristicas
complexas dos DSAs, incluindo classes de
HLA, especificidade, subclasses de IgG e
capacidade de ligacdo ao complemento,
fora as caracteristicas intrinsecas do
endotélio que varia de acordo com a
genética de cada individuo. Mediante
tantas variaveis, o desafio é tentar
estabelecer um “cut off” de nivel de DSA
aceitavel, visando ampliar os numeros de
receptores elegiveis sem incremento no
risco de rejeicdo humoral aguda. Foi nesse
contexto que, em 2016, o servico de
Transplante Renal do Real Hospital
Portugués definiu como critério para
“acceptable mismatch”, DSAs com valores
até 5000 MFI para classe 1 e/ou 2 em soro
historico ou atual, ampliando o nimeros de
receptores elegiveis e ajudando na luta
social de reduzir o nimero de doentes
renais crénicos em dialise na regido.

A definicdo da relevancia clinica do
DSA detectada pelo Luminex é importante,
uma vez que estes ensaios sdo cada vez
mais utilizados para avaliagdo de risco pré-
transplante e alocacao de
6rgdos®'?'® Devido as variagbes nos
valores de MFTI atribuidos aos “Acceptable
Mismatches”, diferentes centros
transplantadores  reportam um amplo
espectro de efeitos clinicos resultantes da
presenca de DSAs pré-formados, que
variam de RMA clinica aguda a nenhum
impacto prejudicial obvio. Isso pode ser
explicado pelo fato de que a ligagédo in
vitro nas microesferas ndo significam que
possam ocorrerin - vivo no receptor,
durante o processo de producdo as
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moléculas de HLA podem ter sido
desnaturadas, expondo novos epitopos que
ndo estdo presentes em moléculas HLA
adequadamente configuradas do
doador. Além disso, 0 DSA detectado pode
ser direcionado contra epitopos das
moléculas HLA, que sdo acessiveis na
“beads”, mas ndo in vivo e, portanto,
provavelmente ndo sdo determinantes
antigénicos relevantes. Outra limitacdo
técnica de ensaios de esferas em fase sélida
¢ também quando da presenca de altos
titulos de DSA, “efeito Prozona”, com
saturacdo das ligacBGes nas beads e leitura
errada do MFI resultando em um falso
negativo.

Outra questdo importante que deve ser
ponderada em relacdo a presenca do DSA
prée-formado como deletério para o
transplante é a sua patogénesel®. Fatores
intrinsecos do endotélio entram como
reguladores, tanto podendo impedir o0 DSA
de desenvolver uma RMA clinica!?, como
deflagrar uma ativagdo aloimune mediante
contato com DSA, estimulando fatores de
crescimento  endotelial ~ vascular e
fibroblastos, resultando no fenétipo clinico
de rejeicdo cronica encontrada em muitas
biopsias com disfuncdo tardia do
enxerto!®1%2%  Ainda quanto a patogénese
do DSA, as células da imunidade inata,
neutréfilos, macréfagos e células natural
Killer, podem se ligar a por¢do Fc do DSA,
e por esse mecanismo, deflagrar uma
RMAZL, Portanto, a via de ativagdo do
complemento ndo é a Unica forma de um
anticorpo iniciar o processo inflamatério
que levara ao processo de rejeicdo
humoral. Por conta disso, o C4d torna-se
uma “pegada imunologica” e nao um
preditor obrigatorio para RMA, sendo esse
0 motivo do C4d n&o ser considerado um
critério obrigatério para diagnéstico de
RMA.

Em nossa populagdo de pacientes, o
numero, a classe, a forca cumulativa de
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DSA pre-formado em niveis inferiores a
5000MFI, bem como tipo e/ou ndmero de
eventos sensibilizadores (dados ndo
mostrados), ndo foram preditivos para a
ocorréncia de RMA aguda e/ou perda do
enxerto, mostrando  seguranga  na
realizacdo de transplantes em pacientes
com maior risco imunoldgico. No entanto,
sabemos que a sobrevida do enxerto, a
longo prazo, é reduzida pela presenca do
DSA pré-formado e, apesar de nem todos
0s DSAs detectados pelo Luminex serem
preditores de RMA e ndo possuirem poder
quantitativo, maiores valores de MFI estéo
relacionados com pior sobrevida e
disfuncdo do enxerto a  longo
prazoll,15,22,23_

Existem duas limitagbes inerentes ao
nosso estudo que valem ser pontuadas.
Primeiramente, o fato de o servico néo
realizar biopsias protocolares, pode resultar
em uma subnotificagdo das rejeicOes
subclinicas e crénica. Em segundo lugar, a
andlise de desfechos tardios (ap6s 6 meses)
ndo fez parte do escopo desse estudo.

CONCLUSOES

Tentar encontrar preditores tdo eficazes
para os diferentes fenotipos de rejeicéo,
seja ela aguda, crénica ou subclinica, se
tornou um dos principais desafios da
imunologia do transplante. O nosso estudo
mostrou que ter DSA pré-transplante
contra antigenos HLA Classe | e/ou Classe
Il, detectados pela metodologia Luminex,
em valores inferiores a 5000 MFI, néo teve
impacto na incidéncia de rejeicdo aguda do
enxerto, independente do mecanismo
aloimune (celular ou humoral), tampouco
nas sobrevidas do paciente e do enxerto
renal, nos primeiros 6 meses de
transplante.
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