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Monitoramento de aloanticorpos HLA em pacientes renais transplantados da

regido Norte/Noroeste do Estado do Parana, Sul do Brasil

RESUMO

O processo de rejeicdo que pode levar a perda do enxerto renal pds-transplante se inicia com
uma resposta imunolégica do receptor contra o 6rgdo transplantado, e o sistema HLA é um
dos principais envolvidos nesse processo. Neste trabalho foi monitorada a presenca de
aloanticorpos HLA, no pré e pos-transplante renal, em pacientes da regido Norte e Noroeste
do Parand, Brasil. Foram estudados 103 pacientes submetidos ao transplante renal. Foi
realizada a tipificacgdo HLA pelo método de reacdo em cadeia da polimerase-sequéncia
especifica de oligonucleotideos (PCR-SSO), associado a tecnologia Luminex e a detec¢do de
aloanticorpos HLA através da metodologia LabScreen (One Lambda, Inc., Canoga Park, CA,
EUA). Dentre os 103 pacientes estudados, 58 (56,4%) receberam enxerto de doador falecido,
os demais de doador vivo relacionado. Na fase pré-transplante 40 (38,8%) dos pacientes
apresentaram aloanticorpos HLA. Destes 40, 18 (45,0%) reagiram ao Painel Reativo de
Anticorpos (PRA) para HLA-classe I, 9 (22,5%) para classe Il e 13 (32,5%) para ambas as
classes. Sobre a PRA no 6° més pés-transplante, observamos que 71 (68,9%) pacientes ndo
apresentaram anticorpos e 32 (31,1%) pacientes apresentaram (PRA # 0),, sendo que 17
(53,1%) tinham PRA positiva para classe I, 5 (15,6%) para classe 11 e 10 (31,3%) para ambas
as classes. No 12° més pds-transplante, dos 59 pacientes acompanhados, observamos que 42
(40,7%) pacientes ndo apresentaram anticorpos (PRA = 0) e 17 (59,3%) pacientes
apresentaram, sendo 8 (47,0%) positivos para classe I, 5 (29,4%) para classe Il e 4 (23,6%)
para ambas. Nos pacientes monitorados durante 6 meses foi observado aumento no percentual
de PRA para classe | em 11,6%, diminuicdo em 19,4% e inalterado em 68,9% quando
comparado ao PRA antes do transplante. Para classe 11, houve aumento de PRA em 3,9% dos
pacientes, diminui¢do em 15,5% e inalterado em 80,6%. Nos pacientes monitorados durante
12 meses foi observado aumento no percentual de PRA para classe | em 11,9%, diminuicéo
em 11,9% e inalterado em 76,3%. Para HLA classe Il houve aumento do percentual de PRA
em 6,8%, diminuicdo em 13,6% e inalterado em 79,7%. Em dois grupos de pacientes
monitorados houve maior porcentagem de diminuicdo de PRA em pacientes maiores de 50
anos quando comparados com os de até 50 anos. Este estudo podera contribuir para o
entendimento da cinética da produgdo de aloanticorpos HLA e minimizar os processos de
rejeicdo mediante uma imunossupresséo individualizada.

Palavras-chave: Anticorpos. Antigenos HLA. Rejeicdo de enxerto.



Monitoring of HLA alloantibodies in kidney patients transplanted from the

North / Northwest region of the State of Parana, Southern Brazil

ABSTRACT
The rejection process that can take the loss of the renal graft after transplantation starts with

an immune response of the receptor against the transplanted organ, being the HLA system one
of the main involved in this process. In this study, the presence of HLA alloantibodies in the
pre and post renal transplantation was monitored in patients from the North and Northwest
region of Parana, Brazil. A total of 103 patients undergoing renal transplantation were
studied. HLA typing was performed using the polymerase chain reaction-oligonucleotide
specific sequence (SSO-PCR) method, associated with Luminex technology and detection of
HLA alloantibodies using the LabScreen methodology (One Lambda, Inc., Canoga Park, CA,
USA). Among the 103 patients studied, 58 (56.4%) received a deceased donor graft, the
remaining from a related live donor. In the pre-transplantation phase 40 (38.8%) of the
patients presented HLA alloantibodies. Of these 40, 18 (45.0%) reacted to the Antibody
Reactor Panel (PRA) for HLA-class I, 9 (22.5%) for class 1l and 13 (32.5%) for both classes.
About PRA in the 6th month after transplantation, we observed that 71 (68.9%) patients had
no antibodies and 32 (31.1%) patients had (PRA # 0), and 17 (53.1%) had PRA Positive for
class I, 5 (15.6%) for «class Il and 10 (31.3%) for both classes.
In the 12th month after transplantation, of the 59 patients followed up, we observed that 42
(40.7%) patients presented no antibodies (PRA = 0) and 17 (59.3%) patients presented, of
which 8 (47.0%) were positive for class I, 5 (29.4%) for class Il and 4 (23.6%) for both. In
patients monitored for 6 months, an increase in the percentage of PRA for class | was
observed in 11.6%, decrease in 19.4% and unchanged in 68.9% when compared to PRA
before transplantation. For class Il, there was an increase in PRA in 3.9% of patients, a
decrease of 15.5% and an unchanged rate of 80.6%. In patients monitored for 12 months, an
increase in the percentage of PRA for class | was observed in 11.9%, decrease in 11.9% and
unchanged in 76.3%. For HLA class Il there was an increase in the percentage of PRA in
6.8%, decrease in 13.6% and unchanged in 79.7%. In two groups of patients monitored, there
was a higher percentage of PRA reduction in patients over 50 years of age when compared to
those up to 50 years of age. This study may contribute to the understanding of the kinetics of
HLA alloantibody production and to minimize the rejection processes through an
individualized immunosuppression.

Keywords: Antibodies. HLA antigens. Graft Rejection.
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CAPITULOI

1.1. DOENCA RENAL CRONICA

A doenca renal cronica (DRC) é uma lesdo renal progressiva que leva a perda irreversivel
da funcdo renal e é considerada um problema de satde publica mundial, gerando altos custos
para seu tratamento (JUNIOR, 2004; RIBEIRO et al, 2008; BASTOS; BREGMAN;
KIRSZTAJN, 2010; YAMAKAWA et al, 2012;). No Brasil, segundo o Inquérito Brasileiro
de Dialise de 2014, 112.004 pacientes encontravam-se em tratamento dialitico e 36.548
iniciaram o tratamento no ano de 2014, sendo que mais da metade (51%) eram da regido
Sudeste. O nimero alarmante de 6bitos de pacientes em dialise em 2014 foi 21.281 (SESSO
et al, 2016).

Apds a perda da funcdo renal, os pacientes iniciam tratamentos por hemodialise ou dialise
peritoneal, que tem como objetivo substituir a funcdo do rim afetado. Estes tratamentos
podem ndo ser efetivos, além de causarem desconforto e piora na qualidade de vida do
paciente (TORESAN, 2007). Sendo assim, o transplante renal passa a ser a melhor opcéo de

tratamento para DRC.

1.2. TRANSPLANTE RENAL

O primeiro transplante bem sucedido foi realizado nos anos 50 por John Merrill, Joseph
Murray e Hartwell Harrison entre gémeos idénticos, chamado singénico (MANFRO;
CARVALHAL, 2003; MORRIS, 2004; BARRY; MURRAY, 2006), porém os transplantes
realizados em individuos geneticamente diferentes, chamado alogénico, levava a rejeicdo do
enxerto. A partir da década de 60, os pesquisadores comecgaram a entender sobre 0s processos
imunologicos, a importancia da histocompatibilidade, o processo de rejeicdo, a
imunossupressdao, com o0 uso de corticosteroides e azatropina, e a impressdo destas
informacgbes permitiram aperfeicoar o transplante renal (MORRIS, 2004; GARCIA;
HARDEN; CHAPMAN, 2012). Nos anos 80, com a introdugdo da ciclosporina e do
tacrolimus e a evolugédo na qualidade dos imunossupressores houve uma sensivel diminuigéo
de perdas do enxerto relacionadas ao processo de rejeicdo (FILHO; RAMALHO, 1997,
LUVISOTTO; CARVALHO; GALDEANO, 2007; MANFRO, 2011).
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Pacientes com DRC sem contraindicagc0es para a cirurgia (maiores de 70 anos, obesidade,
infecgdo por HIV, hepatite B e C, doenca arterial coronéria, entre outras) sdo encaminhados
para o transplante, que pode ser realizado com doador vivo ou falecido. Os doadores vivos
podem ser familiares ou individuos consanguineos. Pacientes que ndo conseguem um doador
vivo sdo inseridos na fila de espera e aguardam para receber o 6rgdo de um doador falecido
(por morte cerebral ou cardiaca) que seja compativel (MANFRO; CARVALHAL, 2003;
BARNETT; MAMODE, 2011; THIRUCHELVAN et al, 2011).

Segundo a Associacio Brasileira de Transplante de Orgéos (ABTO), de janeiro a setembro
de 2016, 4.114 transplantes de rim foram realizados, sendo 906 de doador vivo e 3.208 de
doador falecido. Ressaltando que o grande aumento do nimero de transplantes com doador
falecido pode estar intimamente relacionado com o aumento da violéncia e do nimero de
mortes de jovens, além de uma melhora no sistema de transplante de 6rgéo do Brasil e ainda
das campanhas de conscientizacdo sobre a importancia da doacdo (OLIVEIRA et al, 2016).

O insucesso do transplante renal estd relacionado principalmente com a presenga de
anticorpos anti-HLA do Complexo Principal de Histocompatibilidade, que podem levar ao
desenvolvimento de rejeicdes hiperagudas, agudas ou crdnicas apos o transplante e a perda do

enxerto.

1.3. COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE (MAJOR
HISTOCOMPATIBILITY COMPLEX)

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH ou MHC) foi descoberto por Peter
Gorer e George Snell na década de 1940 em um estudo de transplante de tecidos em
camundongos e era definido como uma regido cromossémica diretamente relacionada com os
processos de rejeicdo de enxerto. Nesse estudo de Gorer e Snell, foi identificado um gene no
cromossomo 17 que codificava um antigeno denominado antigeno Il, por essa razdo essa
regido foi descrita como histocompatibilidade-2 ou H-2 (KINDT; GOLDSBY; OSBORNE,
2008; ABBAS; LICHTMAN; PILLALI, 2015).

Nas décadas de 1950 — 1960, Jean Dausset, Jan van Rood e seus colegas descobriram que
individuos que passavam por situacfes como transfusdes sanguineas, transplantes renais e
gestacdes desenvolviam anticorpos circulantes que reconheciam as celulas dos doadores ou do
pai. Assim eles foram os primeiros a identificar em humanos genes compativeis com o H-2
em camundongos, que viria se chamar Human Leucocyte Antigen (HLA) (ABBAS;

LICHTMAN; PILLAI, 2015). Através desses estudos, foi possivel concluir que os genes
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relacionados com 0s processos de rejeicdo do enxerto estdo presentes em todos os mamiferos
e sdo homologos ao gene H-2, que sdo os genes do MHC em camundongos.

O MHC humano esta localizado no braco curto do cromossomo 6 (6p21.3) e tem extensdo
de 3500 Kb, sendo dividido em trés classes: I, Il e 11l (Figura 1). Cada regido contém diversos
loci com genes que codificam moléculas HLA de classe | e Il, sendo essas moléculas,
glicoproteinas com estruturas e fungdes distintas (KINDT; GOLDSBY; OSBORNE, 2008;
HORA, 2014).

Locus do Locus do Locus do
MHC de MHC de MHC de
classe |l “classe IlI” classe |

Q111

[ Regido da Classe Il 1
Genes do proteassoma

Tapasina B1 A1 JAP1 e Al B1 B%',Z,S A
& \DOAN DOB /A2 B1 1 1 J
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Figura 1 — Mapa do MHC humano (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015)

A regido do MHC de classe | codifica as moléculas classicas HLA —A, -B e —C, expressas
em todas as células nucleadas, além das moléculas HLA -E, -F e -G, que s&o néo classicas,
possuindo distribuicdo tecidual restrita, funcGes ndo totalmente definidas, além de
polimorfismo limitado. Dentre as moléculas ndo classicas, HLA-G tem sido o0 mais estudado
atualmente, tendo sua funcgéo relacionada principalmente com problemas na gravidez (DAHL,;
HVIID, 2012; DAHL; DJURISIC; HVIID, 2014; DAHL et al, 2015). As moléculas da regido
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de classe | estdo relacionadas aos receptores de linfocitos TCD8+, pois quando ligadas a estes
receptores sdo responsaveis por eliminar células infectadas por virus ou células tumorais. Em
sua estrutura encontramos uma cadeia polipeptidica pesada (a) codificada no loci MHC ligada
a uma cadeia ndo codificada no loci MHC (B2-microglobulina), que formam a fenda de
ligacéo de peptideos (ENGELHARD, 1994; MAGALHAES; BOHLKE; NEUBARTH, 2004;
ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

A regido de classe 11 do MHC codifica as moléculas HLA —DR, -DP, -DQ e sdo expressas
nas celulas dendriticas, linfocitos B, macréfagos e outros tipos celulares. Estdo relacionadas
aos receptores de linfécitos TCD4+ que quando ligadas a eles ativam essas células e atuam na
eliminacdo de micro-organismos extracelulares fagocitados. Em sua estrutura encontramos
duas cadeias polipeptidicas associadas (o e §) e ambas sdo codificadas por genes do MHC. Os
segmentos o e P interagem e formam a fenda de ligacdo de peptideos, com estrutura
semelhante a da regio de classe | (MAGALHAES; BOHLKE; NEUBARTH, 2004).

A regido de classe Il do MHC néo codifica moléculas HLA, somente componentes do
sistema complemento, fator de necrose tumoral (TNF), linfotoxina-f, dentre outros (KINDT;
GOLDSBY; OSBORNE, 2008; GOLDBERG; RIZZO, 2015).

1.4. SISTEMA HLA E A REJEICAO DE ENXERTOS

O transplante de 6rgdos ou tecidos de um individuo para outro que ndo seja idéntico, pode
levar a rejeicdo por uma resposta imune adaptativa e esse processo de rejeicdo é o principal
responsavel pelo insucesso dos transplantes (ABBAS; LICHTMAN; PILLALI, 2015).

O processo de rejeicdo se inicia com uma resposta imunolégica do individuo contra o érgdo
do doador, sendo o receptor de células T (TCR) responsavel por reconhecer os antigenos HLA
do doador como préprios ou estranhos, processo chamado de alorreconhecimento (FARIA et
al, 2008; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

O alorreconhecimento pode ocorrer em duas vias: direta e indireta. Na via direta, as células
T do receptor reconhecem moléculas de MHC intactas na superficie das células
apresentadoras de antigenos (APCs) do doador. Na via indireta, as células T do receptor
reconhecem peptideos do doador, que sdo liberados de células e tecidos, processados e
apresentados pelo MHC das APCs do receptor (OCHANDO; KRIEGER; BROMBERG,
2006; BENICHOU; THOMSON, 2009; BREMAN et al, 2014).

Os linfécitos TCD4+ atuam se diferenciando em células efetoras produtoras de citocinas,

que vao lesar o enxerto, alem de ativar linfocitos B para produzir anticorpos anti-HLA. Os
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linfocitos TCD8+ se diferenciam em citotdxicos, destruindo células do enxerto que expressam
moléculas HLA de classe | (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

De acordo com as caracteristicas histoldgicas, o tempo e as proteinas liberadas, 0 processo
de rejeicdo passou a ser classificado em hiperagudo, agudo ou cronico. A rejeicdo hiperaguda,
se inicia minutos ou horas apo6s a ligacdo dos vasos do receptor com o enxerto e causa oclusao
trombdtica dos vasos, sendo causada por anticorpos pré-existentes, devido a exposicdes
prévias a aloantigenos (transplantes anteriores, gestacdo e transfusdo sanguinea). A rejeicao
aguda ocorre apos a primeira semana de transplante e causa dano parenquimal e vascular
mediado por células T e anticorpos. A rejeicdo cronica se manifesta meses ou anos apds o
transplante, causando fibrose e anormalidades vasculares que levam a perda da funcdo do
enxerto (MICHAEL; FISHBEIN; COLVIN, 2003; CAIl; TERASAKI, 2005; ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015; BAKER; WATSON, 2015).

1.5. AVALIACAO IMUNOLOGICA

Devido a todos esses processos imunolégicos que ocorrem na transplantacdo, alguns
exames sdo exigidos pela Associagdo Brasileira de Transplante de Orgdos para minimizar os
riscos de rejeicdo. Entres estes exames, 0s quais sdo realizados na fase pré-transplante, estéo
tipagem sanguinea ABO, tipificacdo HLA e a pesquisa de anticorpos anti-HLA, que pode ser
feita de maneira especifica contra o doador, técnica conhecida como prova cruzada ou de
forma genérica contra um painel de células pelo Painel de Reatividade de Anticorpos (PRA)
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

1.5.1. TIPIFICACAO HLA

A tipificacdo HLA é o teste realizado para verificar o grau de compatibilidade genética
entre doador e receptor. Para os transplantes de 6rgdos sdo tipificadas as moléculas HLA
classe | (locos A e B) e classe Il (loco DR). No inicio a técnica era realizada por testes
soroldgicos e atualmente passou a ser feita atraves de testes moleculares, como a PCR (reagéo
em cadeia da polimerase) associada com SSP (sequence-specific primers) ou SSO (sequence-
specific oligonucleotide) obtendo-se resultados mais precisos para o teste (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015)
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1.5.2. PRA

O Painel de Reatividade de Anticorpos (PRA) € um teste realizado de forma genérica ou
especifica, onde o soro dos receptores é analisado para verificar a presenca de anticorpos pré-
formados contra moléculas HLA prevalentes na populacdo. A ligacdo dos anticorpos com as
moléculas MHC ¢é determinada por citometria de fluxo ou ELISA (Enzyme Linked
ImmunonoSorbent Assay) e é relatada em porcentagem, que pode variar de acordo com o
painel de células a qual o receptor foi testado (LIBER et al, 2007; TORESAN, 2007; ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015)

1.5.3. PROVA CRUZADA
A prova cruzada é um teste realizado especificadamente contra as células do doador, onde é
pesquisado presenca de anticorpos especificos no soro do receptor, contra as células do
doador. O teste e feito misturando o soro do receptor com linfocitos sanguineos do doador e
0os métodos utilizados para a realizacdo dessa prova sdo citotoxicidade dependente de
complemento (CDC) e citometria de fluxo (ABBAS; LICHTMAN; PILLALI, 2015).

1.6. JUSTIFICATIVA

Pacientes renais podem desenvolver anticorpos anti-HLA através de transfusbes
sanguineas, transplantes e gestacGes/abortos. A presenca, no receptor, de anticorpos HLA
doador especifico (DSA) sdo as principais responsaveis pelas rejeicdes hiperagudas do
enxerto e, apds o transplante, contribuem para as rejeicdes aguda e cronica. Neste contexto, o
monitoramento desses anticorpos podera contribuir para 0 manejo da imunossupressdo e

consequentemente para a boa evolucdo do transplante.

1.7. OBJETIVOS
1.7.1. GERAL

Monitorar a presenca de aloanticorpos HLA, no pré e pos-transplante renal, em

pacientes da regido Norte e Noroeste do Parana, Brasil.
1.7.2. ESPECIFICO

Analisar a tipificagdo HLA de pacientes renais e seus respectivos doadores;
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Determinar a presenca de aloanticorpos HLA classe | e classe 11 no receptor;

Determinar a presenca de aloanticorpos HLA doador-especifico (DSA);

Determinar a presenca de aloanticorpos HLA ndo doador-especifico;

Determinar a presenca de aloanticorpos HLA pertencentes ao grupo de reatividade
cruzada (CREG);

Avaliar a frequéncia das especificidades de aloanticorpos;

Determinar aumento, diminui¢do ou manutencdo de PRA no periodo pré-transplante;

Determinar aumento, diminuicdo ou manutencdo de PRA no periodo pds-transplante,
no 6° e no 12° més;

Avaliar aumento, diminui¢cdo ou manutencdo de PRA em pacientes com até 50 anos
de idade;

Avaliar aumento, diminuicdo ou manutencdo de PRA em pacientes maiores de 50

anos de idade.
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Artigo 1: “Monitoramento de aloanticorpos HLA em pacientes renais

transplantados da regido Norte/Noroeste do Estado do Parana, Sul do Brasil”
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RESUMO

Introducdo: A presenca de anticorpos doador-especifico, no pos-transplante, esta intimamente
relacionada a ma evolucgéo do enxerto.

Métodos: Foram monitorados 103 pacientes submetidos ao transplante renal. Foi realizada a
tipificacdo HLA pelo método de reacdo em cadeia da polimerase-sequéncia especifica de
oligonucleotideos (PCR-SSO), associado a tecnologia Luminex e a deteccao de aloanticorpos
HLA utilizando a metodologia LabScreen (One Lambda, Inc., Canoga Park, CA, EUA).
Resultados: Dentre os 103 pacientes estudados, 45 (43,6%) transplantaram com doador vivo e
58 (56,4%) com dador falecido. No pré-transplante, 63 (61,2%) pacientes ndo apresentaram
anticorpos e 40 (38,8%) pacientes apresentaram anticorpos, no 6° més pds-transplante 71
(68,9%) pacientes ndo apresentaram anticorpos e 32 (31,1%) pacientes apresentaram
anticorpos e no 12° més pés-transplante, 42 (40,7%) pacientes ndo apresentaram anticorpos e
17 (59,3%) pacientes apresentaram anticorpos. Comparando classe | e classe Il no pré-
transplante e no 6° més pds-transplante, um maior nimero de pacientes obteve diminuicdo de
PRA (19,4% e 15,5%, respectivamente). Comparando o periodo pré-transplante com o 12°
més pos-transplante, para classe | obtivemos mesmo nimero de pacientes com aumento e
diminuicdo (11,9%) e para classe Il maior porcentagem de diminui¢do de PRA (13,6%). Por
fim, comparando grupos de pacientes com até 50 anos de idade e maiores de 50 anos de idade,
observamos que o percentual de PRA diminuiu em ambos os grupos.

Conclusdo: O monitoramento de aloanticorpos HLA, em pacientes renais, podera ser util na
prevencdo e tratamento da rejeicdo do enxerto.

Palavras-chave: Anticorpos; Antigenos HLA; Rejeicdo de enxerto; Transplante de rim;
Transplantados.

ABSTRACT

Background: The presence of donor-specific antibodies, in the post-transplantation, is closely
related to poor graft evolution.

Methods: Total of 103 patients undergoing renal transplantation were studied. HLA typing
was performed using the polymerase chain reaction-oligonucleotide-specific sequence (SSO-
PCR) method, associated with Luminex technology and detection of HLA alloantibodies
using the LabScreen methodology (One Lambda, Inc., Canoga Park, CA, USA).

Results: Among the 103 patients studied, 45 (43.6%) transplanted with a live donor and 58
(56.4%) with a deceased donor. In the pre-transplantation, 63 (61.2%) patients had no
antibodies and 40 (38.8%) had antibodies, in the 6th month after transplantation, 71 (68.9%)
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patients had no antibodies and 32 (31.1%) patients had antibodies. In the 12th month after
transplantation, 42 (40.7%) patients had no antibodies and 17 (59.3%) had antibodies.
Comparing class | and class Il in the pre-transplant and post-transplant of 6 months, a greater
number of patients obtained PRA decrease (19.4% and 15.5%, respectively). Comparing the
pre-transplant with the post-transplant of 12 months period for class I, we obtained the same
number of patients with increase and decrease (11.9%), for class Il, a greater percentage had
PRA reduction (13.6%). Finally, comparing groups of patients up to 50 years of age and over
50 years of age, we observed that the percentage of PRA decreased in both groups.
Conclusion: The monitoring of HLA alloantibodies in renal patients may be useful in the
prevention and treatment of graft rejection.

Keywords: Antibodies; HLA Antigens; Graft Rejection; Kidney Transplantation; Transplant
Recipients.
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INTRODUCAO

A doenga renal crénica (DRC) é uma doenca progressiva que leva a perda irreversivel da
funcdo do rim. Os pacientes com DRC sdo encaminhados para hemodialise ou dialise
peritoneal, que tem como objetivo substituir a funcdo do rim afetado. O transplante renal é
considerado o melhor tratamento visando melhorar a qualidade de vida dos portadores de
DRC [1, 2]. No Brasil, segundo o Inquérito Brasileiro de Dialise de 2014, 112.004 pacientes
com DRC encontravam-se em tratamento dialitico e o numero de Obitos de pacientes em
dialise em 2014 foi 21.281. De janeiro a setembro de 2016, 4.114 transplantes de rim foram
realizados [3].

Um dos fatores limitantes no transplante é a rejeicdo, sendo as moléculas HLA (Human
Leukocyte Antigen) as principais envolvidas nesse processo [4].

Durante a espera por um 0rgao, o paciente pode se sensibilizar ao entrar em contato com
antigenos HLA diversos e desenvolver anticorpos contra as moléculas HLA, ao se deparar
com situagdes como transfusGes sanguineas, transplantes e gestacdes, dificultando a escolha
do doador [5, 6].

Varios estudos mostram que a presenca de anticorpos anti-HLA, e particularmente
anticorpos anti-HLA doador-especifico, no soro dos receptores, indicam pior evolu¢do no
transplante renal [7, 8].

Assim, é importante ndo somente avaliar as resposta imunolégicas (presenca de anticorpos
anti-HLA) na fase pré-transplante como também monitorar sua presenca no pos-transplante
para minimizar os efeitos da rejeicdo e até mesmo a faléncia do érgéo transplantado.

Diante disso, o0 objetivo deste estudo foi monitorar a presenca de aloanticorpos HLA nos
periodos pré e pds-transplante renal em pacientes da regido Norte e Noroeste do Parana, Sul

Brasil.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado com 103 pacientes submetidos ao transplante renal da regido Norte e
Noroeste do Parand, Sul do Brasil. Todos os dados necessarios sobre idade, género, tipo de
transplante (doador vivo ou falecido), tipagem HLA, resultados do Painel Reativo de
Anticorpos (PRA) foram obtidos dos registros das clinicas de dialise.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité Permanente de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Estadual de Maringd (COPEP — UEM), pelo Parecer n°
1.406.359/2015.
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Tipificacdo HLA

Para a tipificagdo HLA foram coletados 5 mL de sangue periférico dos receptores em tubos
de vacuo (Vacutainer, Becton e Dickson, Oxford, Inglaterra), contendo acido
etilenodiaminotetracéetico (EDTA) como anticoagulante.

A extracdo do DNA foi executada pelo método de coluna de separacdo, utilizando o kit
comercial Biopur (Biometrix, Curitiba, Parand, Brazil), seguindo o protocolo do fabricante.
Apbs ajuste de concentracdo do DNA, obtido por densidade Optica, a tipificacdo HLA foi
realizada pelo meétodo de reacdo em cadeia da polimerase-sequéncia especifica de
oligonucleotideos (PCR-SSO) associado a tecnologia Luminex, utilizando kits comerciais
SSO-LAB Type | de HLA (HLA-A,-B) e classe Il (HLA-DRB1) (One Lambda, Inc., Canoga
Park, CA, EUA), seguindo o protocolo do fabricante.

O DNA gendémico foi amplificado utilizando um iniciador especifico de sequenciacao
biotinilado para HLA de classe | e classe Il em um termociclador GeneAmp9700 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA). Depois foi realizada a hibridagdo com sondas de DNA
complementares conjugadas com microesferas marcadas com fluorocromos diferentes para
identificar as sequéncias do DNA amplificado. Posteriormente, as amostras foram lidas por
citometria de fluxo no LABScanTM100 (One Lambda, Inc., Canoga Park, CA, EUA), e
seguiram para andlise pelo HLA Fusion software version 2.0 (One Lambda, Inc., Canoga
Park, CA, EUA).

Deteccdo de aloanticorpos HLA

Para a deteccdo de aloanticorpos HLA, através do Painel Reativo de Anticorpos, foram
coletados 2 mL de sangue, em tubos de vacuo (Vacutainer, Becton e Dickson, Oxford,
Inglaterra) sem anticoagulante, para a obtencdo de soro, tanto dos doadores quanto dos
receptores.

Foi utilizada a metodologia LabScreen (One Lambda, Inc., Canoga Park, CA, EUA), que se
iniciou com a adicdo da amostra de soro humano do receptor junto com as microesferas
(bead) revestidas com o antigeno HLA, permitindo a ligagdo do anticorpo presente na amostra
com o antigeno especifico. Em seguida, foi realizada uma lavagem e a adicao de 1gG caprino
anti-humano conjugado com R-Ficoeritrina. Por fim, essas amostras foram colocadas para
leitura no aparelno LABScanTM100 (One Lambda, Inc., Canoga Park, CA, EUA) que
identifica a intensidade fluorescente da ficoeritrina e a intensidade colorimétrica de cada

microesfera.



27

Andlise Estatistica

A andlise das frequéncias de especificidades dos anticorpos foi feita pelo programa Excel.
Os softwares STATISTICA 7 e BioEstat 5.0 foram utilizados para determinar as porcentagens
de PRA nos periodos pré-transplante e pos-transplante, para fazer comparacgdes entre grupos
de pacientes e calcular o valor de “p”.

Os valores de “p” foram considerados significativos quando inferiores a 0,05.

RESULTADOS

Foram avaliados um total de 103 pacientes, com média de idade de 45,78+13,8 anos, sendo
que 63 (61,1%) eram do género masculino e 40 (38,9%) do género feminino. Destes
pacientes, 45 (43,6%) transplantaram com doador vivo e 58 (56,4%) com doador falecido.

Do total de pacientes, 44 ndo apresentaram dados suficientes sobre o 12° més pos-
transplante, por isso ndo foram incluidos nos resultados.

Entre as especificidades de anticorpos anti-HLA doador especifico (DSA) no pré-
transplante, as mais frequentes para classe | foram -A2 e -A68 (com frequéncia de 2) e para
classe 11, -DR13 (com frequéncia de 2). Com as especificidades de anticorpos anti-HLA ndo
DSA no pré-transplante, as mais frequentes para classe | foram -A32 (com frequéncia de 3) e
-B49 (com frequéncia de 5) e para classe Il, -DR51 (com frequéncia de 7). Entre as
especificidades de anticorpos anti-HLA CREG (grupo de reatividade cruzada) no pré-
transplante as mais frequentes para classe | foram -A25 (com frequéncia de 6), -A68 (com
frequéncia de 6), -B52 (com frequéncia de 9) e para classe 11, -DR18 (com frequéncia de 7).

Conforme a PRA (Painel Reativo de Anticorpos) no pré-transplante, 63 (61,2%) pacientes
ndo apresentaram anticorpos (PRA=0) e 40 (38,8%) pacientes apresentaram anticorpos
(PRA#0), Dos 40 pacientes com PRA#0, 18 (45,0%) tinham PRA positiva apenas para classe
I, 9 (22,5%) apenas para classe Il e 13 (32,5%) para ambas as classes, conforme ilustrado na

figura 1.
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Figura 1. Distribuicdo de pacientes com teste positivo para aloanticorpos HLA classe I, classe

Il e classe /11 antes do transplante, determinados através da PRA.

No 6° més pos-transplante, tanto para classe | quanto para classe Il de anticorpos DSA,
todas as especificidades encontradas tiveram a mesma frequéncia (-A2, -A23, -B7, -B35, -
DR1, -DR13, -DR14, -DR17, com frequéncia de 1), que foram diferentes das encontradas no
pré-transplante. Para anticorpos ndo DSA, encontramos -B49 (com frequéncia de 8) e -A25
(com frequéncia de 4) como mais frequente para classe | e o -DR51 (com frequéncia de 7)
para classe Il. E ainda, para anticorpos do grupo CREG, as mais frequentes foram -A25 (com
frequéncia de 4), -B51 (com frequéncia de 7), -B52 (com frequéncia de 7) para classe | e -
DR52 (com frequéncia de 3) para classe II.

No 12° més pos-transplante para anticorpos DSA, todas tinham a mesma frequéncia (-A23,
-B35, -DR7, -DR14, com frequéncia de 1). Para anticorpos ndo DSA, a especificidade mais
frequente para classe | foram -B44 (com frequéncia de 3) e -B50 (com frequéncia de 3) e para
classe 1, -DR10 (com frequéncia de 2), -DR15 (com frequéncia de 2), -DR16 (com
frequéncia de 2) e -DR51 (com frequéncia de 2). E no grupo CREG, para classe | as mais
frequentes foram as especificidades -A25 (com frequéncia de 3), -B55 (com frequéncia de 3),
-B60 (com frequéncia de 3), -B72 (com frequéncia de 3) e para classe Il, -DR13 (com
frequéncia de 3).

Nos resultados encontrados do teste de PRA no 6° més pds-transplante observamos que 71

(68,9%) pacientes ndo apresentaram anticorpos (PRA=0) e 32 (31,1%) pacientes
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apresentaram anticorpos (PRA#0), sendo que 17 (53,1%) tinham PRA positiva para classe [, 5
(15,6%) para classe Il e 10 (31,3%) para ambas as classes. J& no 12° més pds-transplante,
observamos que 42 (40,7%) pacientes ndo apresentaram anticorpos (PRA=0) e 17 (59,3%)
pacientes apresentaram anticorpos, sendo 8 (47,0%) positivos para classe I, 5 (29,4%) para

classe Il e 4 (23,6%) para ambas, conforme figura 2.

30 ~

20 -

15 - M 122 més
M 62 més

10 -

Pacientes com teste positivo

Classe | Classe Il Classe | + Classe Il

Figura 2. Distribuicdo de pacientes com teste positivo para aloanticorpos HLA classe I, classe

Il e classe I/11 6 e 12 meses apos o transplante, determinado através da PRA.

Quando comparamos a PRA dos pacientes nos periodos pré e pds-transplante, observamos
gue ocorreram grandes variacdes. Comparando o pré-transplante com o pds de 6 meses para
classe | obtivemos aumento de PRA em 11,6% dos pacientes e diminuicdo em 19,4%, além
disso os outros 68,9% mantiveram o mesmo valor de PRA. Para classe 1, obtivemos aumento
de PRA em 3,9% dos pacientes e diminui¢cdo em 15,5%, além dos 80,6% que mantiveram 0s
valores, conforme observado na tabela 1.

Comparando também o periodo pré-transplante com o pdés de 12 meses para classe |
obtivemos 11,9% dos pacientes com aumento, 11,9% com diminuicdo e 76,3% que
mantiveram os valores de PRA. Para classe Il obtivemos 6,8% com aumento, 13,6% com

diminuicgéo e 79,7% que mantiveram a PRA, conforme mostrado na tabela 1.
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Tabela 1: Comparacédo do percentual de anticorpos obtidos pelo teste PRA classe I e Il nos

periodos pré-transplante e apés o transplante (6 e 12 meses).

% PRA Aumentou | % PRA Diminuiu | % PRA Manteve
Classe | 11,6% 19,4% 68,9%
Pré/Pds 6
meses (n=103) Classe Il 3,9% 15,5% 80,6%
Classe | 11,9% 11,9% 76,3%
Pré/Pds 12
meses (n=59) Classe Il 6,8% 13,6% 79,7%

Com esses mesmos dados, fizemos ainda uma comparagdo de porcentagem de anticorpos
em dois grupos de pacientes: até 50 anos e maiores de 50 anos, para observamos se ocorreu

aumento, diminuicdo ou manutencdo da presenca ou auséncia de anticorpos em relacdo a

idade dos pacientes, conforme observado na tabela 2.

Tabela 2: Comparacdo do percentual de anticorpos obtidos pelo teste PRA classe | e Il nos

periodos pré-transplante e apds o transplante (6 e 12 meses) e faixa etéria.

Aumento do Diminuicao do Manutenc¢ao do p-valor
percentual da PRA | percentual da PRA | percentual da PRA
(%) (%) (%)
Até 50 | Superior | Até 50 | Superior | Até 50 | Superior
anos a50 anos a50 anos as0
anos anos anos
Classel | 16,7% 4,6% 13,3% | 27,9% 70% 67,4% | 0,0532
Pré/Pés
6
: misozs) Classe Il 3,3% 4,6% 6,7% 27,9% 90% 67,4% | 0,0113
n=
Classel | 21,9% 0% 9,4% 14,8% 68,7% | 85,2% [ 0,0335
Pré/Pés
12
(mesesi Classe Il 6,2% 7,4% 9,4% 18,5% 84,4% 74,1% | 0,5692
n=59
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DISCUSSAO

Foi evidenciado em varios estudos que a presenca de aloanticorpos HLA pré-existentes ou
formados apds o transplante renal esta associada a processos de rejeicdo e menor sobrevida do
enxerto, por isso a importancia do monitoramento desses anticorpos no pos-transplante [9, 10,
11, 12].

Observamos que no Ultimo més pos-transplante analisado, 59,3% dos pacientes tinham
anticorpos anti-HLA contra 38,8% no pré-transplante. Essa incidéncia foi bem maior que em
outros estudos, o que pode ser explicado pela época do pds-transplante em que as amostras
foram coletadas, pela sensibilidade da técnica utilizada em cada um dos estudos e pela ndo
adesdo ou reducdo dos medicamentos imunossupressores a fim de evitar os efeitos colaterais
causados pelo seu uso [17, 13, 14, 15].

Alguns autores acreditam que os anticorpos classe Il tém influéncia na rejeicdo a longo
prazo muito mais que os anticorpos de classe I. Em nosso estudo, do total de pacientes que
tinham anticorpos no 12° més pos-transplante, 47% tinham classe I, 29,4% tinham classe Il e
23,6% tinham ambas as classes. Esse resultado foi discrepante de outros trabalhos, como por
exemplo, o de Campos et al, 2006 [14], onde foram encontrados 3,9% para classe I, 10,7%
para classe Il e 3,1% para classe | e Il. Fato que dificulta o entendimento da importancia
clinica dos anticorpos anti-HLA classe 11 no processo de rejeicao [16, 17].

No nosso estudo de monitoramento, foi possivel observar que no periodo de 6 meses pds-
transplante que é o crucial para desenvolvimento de rejeicdo mediada por anticorpos, a maior
parte dos pacientes teve uma diminuicdo na porcentagem de PRA (19,42% para classe | e
15,53% para classe Il), ou seja, ocorreu uma diminuicdo na resposta contra antigenos do
doador, com menor producdo de anticorpos e isso pode ter sido induzido pela
imunossupressao, como também descrito no trabalho de Souza, 2008 [18].

De acordo com os resultados encontrados no 6° més, os pacientes que tiveram aumento na
porcentagem de PRA (11,65% para classe | e 3,88% para classe 1) sdo os que merecem maior
atencdo e maior acompanhamento no periodo pés-transplante, pois conforme estudo de Lee et
al., 2004 [19] s&o os mais susceptiveis a desenvolver rejeicdo aguda e perder o enxerto, visto
que altos niveis de PRA estdo associados a processos de rejei¢do, quando ndo feito o uso
correto da imunossupressdo ou associados ao ndo funcionamento do 6rgdo transplantado
devido a uma resposta imediata dos anticorpos [20].

Observamos que no periodo de 12 meses pos-transplante ndo houve grande diferenca para
pacientes que aumentaram a PRA (classe | — 11,86% e classe Il — 6,78%) ou diminuiram

(classe | —11,86% e classe Il — 13,56%), isso talvez possa ser justificado pelo fato de que para
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44 pacientes ndo foram obtidos dados para esse periodo ou devido ao fato dos pacientes ja
virem sendo monitorados durante todos esses meses, 0 que pode ter causado um alerta nos
médicos que fizeram alteracGes na terapia imunossupressora, evitando que ocorressem
mudancas nos percentuais de PRA.

Quando relacionamos a idade dos pacientes com a resposta imune contra as moléculas
HLA (%PRA) observamos que entre aumentar ou diminuir o painel, a grande maioria dos
pacientes maiores de 50 anos diminuiram o percentual de PRA. De acordo com Agondi,
Rizzo, Kalil, Barros, 2012 [21] isso pode ser explicado pelo fato de que com o passar do
tempo, com o aumento da idade, vai ocorrendo um inadequado funcionamento do sistema
imunolégico, onde ocorre baixa producdo de anticorpos em geral, processo conhecido como
imunossenescéncia.

Observando os resultados, podemos concluir que o monitoramento de aloanticorpos HLA,

em pacientes renais, podera ser Util na prevencao e tratamento da rejeicdo do enxerto.
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CAPITULO 111

3.1. CONCLUSOES

- Doadores e receptores tiveram suas tipificagcdes HLA determinadas;

- Aloanticorpos HLA classe | apresentaram um percentual maior de positividade nas fases pré
e pbs-transplante;

- Em todos os pacientes tipificados foi possivel determinar a presenca de aloanticorpos
doador-especifico (DSA), ndo doador-especifico ou grupo CREG nos periodos pré e pos-
transplante;

- O percentual de Painel Reativo de Anticorpos foi mantido na maioria dos pacientes
monitorados apos 0 6° e 12° més pds-transplante;

- O percentual de Painel Reativo de Anticorpos diminuiu entre os pacientes com até 50 anos e
também nos acima de 50 anos;

- O monitoramento de aloanticorpos foi realizado em todos os pacientes no pré e no pés-

transplante renal.

3.2. PERSPECTIVAS FUTURAS

O monitoramento de anticorpos anti-HLA em pacientes transplantados renais, podera ser
util para o desenvolvimento de terapias imunossupressoras individualizadas, diminuindo
assim a acao tdxica do medicamento utilizado de forma generalizada bem como prevenindo
rejeicGes indesejadas mediante a deteccdo de aloanticorpos doador-especifico.

De acordo com a frequéncia dos aloanticorpos encontrados, em diferentes populagdes,
novas metodologias poderdo ser desenvolvidas para sua deteccdo precoce, melhorando a
evolucdo do transplante de um modo geral e, principalmente para os individuos

hipersensibilizados.



