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Resumo da dissertagao

Introducgao:

O transplante renal é o tratamento de escolha para a maioria dos
pacientes com doenga renal crbénica terminal. Um dos fatores
determinantes para a sobrevida do enxerto € a presenga de anticorpos
anti-HLA pré-formados contra o doador (DSA). A analise por citometria de
fluxo e Luminex sdo métodos muito sensiveis e que melhoraram
consideravelmente a deteccdo de DSA, porém ainda n&o esta clara a
relevancia da deteccao destes anticorpos em niveis baixos e os estudos
demonstraram resultados controversos.

Objetivo:

Comparar a sobrevida do enxerto renal em receptores que apresentam
DSA pré-formados com pacientes sem estes anticorpos.

Materias e métodos:

Coorte retrospectiva que incluiu pacientes adultos que receberam
transplante renal no periodo de janeiro de 2009 a dezembro de 2012.
Resultados:

Foram analisados 634 receptores de transplante de rim, sendo 4
conjugados rim e pancreas. Foram 465 (73,3%) transplantes com
doadores falecidos, sendo que 28,1% destes eram considerados
doadores com critérios expandidos (UNOS). 68,7% dos receptores tinham

painel de reatividade de anticorpos diferente de zero e 14,3%
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apresentavam pelo menos 1 DSA. Os pacientes com DSA apresentaram
menor sobrevida do enxerto em 5 anos (73,2 x 89,4%; p<0.01). A
presenca de DSA teve maior impacto na sobrevida do enxerto de
receptores de doadores com critérios expandidos (60,9% com DSA x
84,3% sem DSA; p=0.028), mas também impactou na sobrevida de
enxertos provenientes de doadores falecidos ideais (80,7% com DSA x
90,3% sem DSA; p=0.046). Nao houve diferenca na sobrevida do
receptor.

Conclusoées:

Estes dados sugerem um impacto negativo do DSA pré-formado na
sobrevida do enxerto renal e nos alerta para o risco de submeter estes
pacientes ao transplante renal, especialmente com doadores com critérios
expandidos.

Palavras-chave: transplante renal, imunologia, anticorpo antidoador



1. Introducgao

1.1. Doenga Renal Crénica (DRC)

A doenca renal crénica é definida como a anormalidade da estrutura
ou funcéo dos rins, presente por no minimo 3 meses. Pode ser consequéncia
de inuUmeras doencas sistémicas que podem afetar os rins ou de doencas
intrinsecas dos rins, que resultam na perda progressiva do numero e fungao
dos néfrons (KDIGO, 2012).

Os pacientes que sofrem de doengas crénicas como diabetes,
hipertensao arterial sistémica, e doenga cardiovascular, além dos tabagistas,
obesos e dislipidémicos encontram-se no grupo de maior risco para o
desenvolvimento de DRC (Mitch, 2012).

Uma taxa de filtracdo glomerular (TFG) abaixo de 60 mL/min/1,73m? e
albuminuria elevada sao fatores de risco para insuficiéncia renal aguda,
insuficiéncia renal crénica progressiva e doenga renal terminal. Também sao
preditores independentes de risco de mortalidade por todas as causas e de
mortalidade cardiovascular (Gansevoort e cols., 2011). A reducao da taxa de
filtracdo glomerular também estéd associada a um aumento do risco de

complicagbes como toxicidade a drogas, alteragbes metabdlicas e



endocrinologicas, susceptibilidade aumentada a infecgdes, alteragdes
gastrointestinais e dermatoldgicas (Meyer e Hostetter, 2012).

A piora progressiva da fungéo renal leva ao estagio final caracterizado
pela uremia, a qual resulta do acumulo de residuos do metabolismo proteico
e das alteragdes metabodlicas e endocrinas renais que causam anemia,
desnutricdo, comprometimento do metabolismo dos carboidratos, lipidios e
proteinas e doencgas 6sseas metabdlicas, além de disturbios hidroeletroliticos
e do equilibrio acido-basico (Mitch, 2012).

Nos estagios finais da DRC o paciente deve receber orientagéo sobre
0 manejo da doenga renal e opgbes de terapia renal substitutiva (TRS),
incluindo transplante, hemodialise, didlise peritoneal ou manejo conservador
quando for do desejo do paciente. O KDOQI 2015 recomenda que estas
orientagdes sejam iniciadas quando o paciente atingir uma TFG inferior
30mL/min/1,73m?. Além disso, deve-se facilitar a confeccdo uma via de
acesso para hemodialise ou didlise peritoneal, como fistula arteriovenosa ou
cateter peritoneal (KDOQI, 2015).

A TRS deve ser iniciada quando houver o desenvolvimento de sinais
ou sintomas de uremia, desnutricdo energético-proteica, sobrecarga de
volume ou disturbio eletrolitico e acido-basico refratarios ao tratamento
conservador (KDOQI, 2015). Esses sintomas geralmente desenvolvem-se

quando a TFG se encontra entre 5 e 10 mL/min/1,73m?.



1.2. Transplante Renal

Quando comparados aos pacientes em didlise, o receptores de
transplante renal apresentam uma maior sobrevida e melhor qualidade de
vida, independentemente da idade, género, raga ou causa da doenga renal,
incluindo diabéticos. Por esta raz&o, o transplante é o tratamento de escolha
para a maioria dos pacientes com DRC em estagio final (Wolfe e cols., 1999;
Tolkoff-Rubin, 2012; Wong e cols., 2012).

Um transplante renal bem-sucedido oferece aos pacientes, além de
uma melhor qualidade de vida, menos restricbes dietéticas e de ingestdo de
liquidos, maior liberdade para viajar e trabalhar e corregdo da anemia e de
anormalidades metabdlicas (Wong e cols., 2012).

O transplante renal preemptivo com doador vivo deve ser considerado
nos pacientes com TFG <20ml/min/1,73m?, com evidéncia de doenca renal
progressiva e irreversivel (KDIGO, 2012). O estudo de Mange e cols. (2001)
demonstrou que o transplante renal com doador vivo realizado antes do
inicio da diadlise é associado com maior sobrevida do enxerto, quando
comparado com o transplante realizado apds o inicio da dialise. Kasiske e
cols. (2002) observaram esse ganho de sobrevida inclusive nos casos de
transplante preemptivo com doador falecido. Ja o estudo de Goldfarb-

Rumyantzev e cols. (2005) observou o impacto negativo da dialise apenas



quando o tempo em hemodialise ou didlise peritoneal excedeu 6 meses
antes do transplante.

Atualmente  discute-se o transplante com  doador vivo
imunologicamente ndo compativel, ou seja, em que o receptor apresenta
anticorpo especifico contra o doador (em inglés, donor specific antigen, DSA)
pré-formado ou com prova cruzada positiva, apds desensibilizacdo. Um
estudo realizado por Orandi e cols. (2014), mostrou que, quando comparado
com transplante com doador vivo compativel, o transplante com doador
incompativel oferece maior risco de perda do enxerto e morte no primeiro
ano nos grupos em que a prova cruzada foi positiva (citometria de fluxo e
CDC). Ja o estudo de 2016 do mesmo autor comparou o grupo de pacientes
submetidos a transplante com doador vivo n&do compativel com grupos de
pacientes que permaneceram na lista de transplante ou receberam rim de
doador falecido e concluiu que ha aumento na sobrevida dos receptores
transplantados com doador vivo n&do compativel nas analises apos 1, 3,5¢e 8
anos do transplante, mesmo nos casos de prova cruzada positiva (Orandi e
cols., 2016). Esse dado é relevante, especialmente nos casos de pacientes
hipersensibilizados, ou seja, com um grande numero de anticorpos pré-
formados, que tem menor chance de receber um transplante com doador
falecido, apresentando maior risco de permanecer na lista de espera por um

longo periodo.



Diversos avangos ocorreram nos ultimos anos na preservagdo de
orgaos, técnica cirurgica, imunossupressao, identificagdo e manejo de
rejeicao e infecgdo (Tolkoff-Rubin, 2012). Ainda assim, a mortalidade entre
estes pacientes € muito maior que a populagdo em geral de mesma faixa
etaria. Um estudo europeu demonstrou que no primeiro ano apos o
transplante a mortalidade é quatorze vezes maior do que na populacdo de
mesma idade e quatro vezes maior apds o primeiro ano de transplante
(Arend e cols., 1997).

A sobrevida dos pacientes transplantados € maior naqueles que
mantém a funcdo do enxerto a longo prazo. Este dado ficou bem
demonstrado num estudo com mais de 86.000 pacientes, em que a
sobrevida dos mesmos apdés 10 anos com enxerto funcionante foi superior a
85% (Ojo e cols., 2000).

Embora a melhora na sobrevida do enxerto renal tenha sido
significativa no primeiro ano apds o transplante, a nefropatia crénica e a
perda da fungdo do enxerto a longo prazo ndo mudaram significativamente
na ultima década. Entretanto, a taxa de declinio da fungdo renal tem sido
menor, sugerindo que possam haver intervencdes a serem feitas (Kasiske e
cols., 2005).

Mesmo que seja uma classificacdo arbitraria, tradicionalmente se

avalia a sobrevida do enxerto a curto e longo prazo, embora alguns fatores



que contribuam para uma também possam influenciar na outra, como por
exemplo a fungao retardada do enxerto.

Entre os fatores com maior impacto na sobrevida do enxerto a curto
prazo temos, além da fungédo retardada do enxerto (Troppmann e cols.,
1995), a presenga de anticorpos anti-HLA (Terasaki e Ozawa, 2004), o tipo
de doador (Chavalitdhamrong e cols., 2008) e as comorbidades do mesmo
(Ojo e cols., 2000), a experiéncia do centro (Kim e cols., 2004), entre outros.

Na sobrevida a longo prazo, se destacam os episodios de rejeicao
aguda (Meier-Kriesche e cols., 2000; Mateu e cols., 2004), a fungéo renal no
final do primeiro ano (Hariharan e cols., 2002; Salvadori e cols., 2006;
Resende e cols., 2009), a compatibilidade HLA (Opelz, 1988), a presenca de
anticorpos anti-HLA especificos contra o doador (Lefaucheur e cols., 2008), o
tempo de isquemia fria (Giblin e cols., 2005; Quiroga e cols., 2006; Debout e
cols., 2015), a presenca de proteinuria (Fellstrdom e cols., 2005; Halimi e
cols., 2007), fatores de agressdao ao tecido renal como lesdao de
isquemia/reperfusdo (Lu e cols., 1999; Debout e cols., 2015), massa renal
relativamente escassa com doadores limitrofes (Brenner e Milford, 1993),
hipertensdo apos o transplante (Kasiske e cols., 2004; Fellstrom e cols.,
2005), ma adesdo aos imunossupressores (Butler e cols., 2004), entre

outros.



1.2.1. Imunologia do Transplante

O sistema imune permanece como a barreira mais importante ao
pleno sucesso de um transplante de 6rgao. O sistema imune foi desenvolvido
para reconhecer e combater elementos estranhos ao corpo humano. Estes
mecanismos estao envolvidos na rejeicdo a um o6rgao transplantado que é
reconhecido pelo sistema imune como um elemento ndo-préprio (Sayegh e
Chandraker, 2012).

O sistema HLA (antigeno leucocitario humano) € o mais envolvido na
resposta imune no transplante de o6rgdos. Na década de 60 houve a
identificagdo de novos antigenos HLA e a evolugdo dos métodos de tipagem
tecidual, criando condi¢cbes para o pareamento de doador e receptor por
compatibilidade HLA desse sistema (Terasaki e cols., 1965).

Os candidatos a transplante renal podem apresentar anticorpos contra
o sistema HLA. Os principais fatores que podem induzir a formacao destes
anticorpos séo a transfusdo sanguinea, gestacao e transplante prévio (Patel
e Terasaki, 1969; El-Awar e cols., 2002; Vilches e Nieto, 2015). Cerca de
30% dos pacientes em lista de espera para transplante sdo sensibilizados,
ou seja, possuem anticorpos anti-HLA pré-formados (Lucas e cols., 2011).

Em 1969, Terasaki e cols. mostraram que a realizagao de transplante
com prova cruzada por citotoxicidade dependente de complemento (CDC)

positiva levava a faléncia imediata do 6rgdo em 80% casos. Concluiram,



entdo, que a prova cruzada deve ser rotineiramente realizada antes do
transplante e, caso seja positiva, o procedimento ndo deve ser realizado com
o doador em questdo. Este estudo também mostrou que receptores com
painel de reatividade de anticorpos (PRA) acima de 20% teriam maior
probabilidade de apresentar prova cruzada positiva quando o candidato a
doador era nao-relacionado (doador falecido ou doador vivo ndo parente)
(Patel e Terasaki, 1969).

A partir da década de 70 houve o aperfeicoamento da técnica para a
realizacdo da prova cruzada com a adi¢do de dithiothreitol (DTT) para
identificar anticorpos IgM e uso da citometria de fluxo (Tait e cols., 2013).
Mais recentemente iniciou-se o uso de ensaios com fase solida para
identificagdo precisa de anticorpos especificos. (Pei e cols., 2003; El-Awar e
cols., 2005).

Atualmente a avaliagdo imunolégica pré-transplante inclui a tipagem
HLA por biologia molecular (reagdo da polimerase em cadeia-PCR) e a
analise do painel de reatividade de anticorpos por citometria de fluxo.

Através de seus estudos, Terasaki confirmou a importdncia da
avaliacdo imunoldgica pré-transplante e, a partir dos anos 90, dedicou-se aos
estudos que relacionaram o desenvolvimento de anticorpos anti-HLA pos-
transplante com pior desfecho do enxerto. (Rachel e cols., 2000; Terasaki e

Ozawa, 2004).



Em 2003, Terasaki escreveu um artigo entitulado “Humoral Theory of
Transplantation”, onde, compilando as evidéncias disponiveis até entao,
afirmou que os anticorpos anti-HLA sdo os responsaveis pela rejeicao de
orgaos transplantados. Ele citou estudos que mostraram que os anticorpos
pré-formados contra o doador causam rejeicdo hiperaguda em minutos,
pacientes hipersensibilizados apresentam menor sobrevida do enxerto,
anticorpos causam rejeicdo aguda precoce e estdo associados a rejeigao
crbnica. Além disso, os anticorpos estdo presentes em quase todos os
pacientes que tiveram faléncia de enxerto renal, sendo que existem
evidéncias mostrando que estes anticorpos estavam em circulagdo antes da
perda do enxerto (Lee e cols., 2002; Worthington e cols., 2003).

A rejeicdo humoral é uma forma de dano ao 6rgédo mediada por
anticorpo que pode ocorrer precoce e rapidamente apds o transplante
(Zhang e cols., 2005), levando a disfungdo aguda do enxerto e também de
maneira cronica, determinando rejeicao crénica no longo prazo (Terasaki e
Ozawa, 2005; Tinckam e Chandraker, 2006; Lachmann e cols., 2009).

Estes anticorpos podem ser pré-formados ou representar DSA que se
desenvolvem apés o transplante (de novo). Mesmo niveis muito baixos de
DSA pré-formados, que nao sao detectados por prova cruzada de
citotoxicidade dependente de complemento ou citometria de fluxo foram
associados com sobrevida inferior do enxerto renal (Willicombe e cols.,

2011). Com o advento da analise por citometria de fluxo e ensaios com fase
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solida como Luminex (microesferas cobertas com um antigeno unico) a
deteccdo de anticorpos especificos contra o doador melhorou
consideravelmente, porém estes métodos sdo muito sensiveis e ainda ha
controvérsia sobre a relevancia da detecgédo dos mesmos em niveis baixos.

O estudo de Susal e cols. (2011) analisou 3148 receptores de rim de
doador falecido entre os quais 118 perderam o enxerto. Estes pacientes
foram pareados para um estudo de caso-controle, e ndo se encontrou maior
incidéncia de anticorpos especificos contra o doador avaliados por Luminex.

Alguns estudos demonstraram que DSA pré-formados estdo
associados a maior risco de rejeicdo aguda mediada por anticorpo e menor
sobrevida do enxerto renal e do paciente, especialmente quando em niveis
altos (Gloor e cols., 2010; Fidler e cols., 2013), assim como o
desenvolvimento de DSA de novo esta relacionado com o risco de rejeigao
aguda e crbnica mediadas por anticorpo (Cooper e cols., 2011; Wiebe e
cols., 2012; Banasik e cols., 2013; Dieplinger e cols., 2014; Tang e cols.,
2015).

Estudo prospectivo realizado na Universidade de Sao Paulo
acompanhou 111 receptores de transplante de rim durante o primeiro ano
ap6és o procedimento com realizagdo de bidpsias e avaliagdo do PRA e
concluiu que os pacientes que desenvolveram rejeicdo aguda, principalmente
com deposito de C4d e DSA de novo apresentaram pior sobrevida do

enxerto. Este estudo sugere que a pesquisa seriada de anticorpos anti-HLA
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no primeiro ano apds o transplante pode identificar pacientes sob risco de
desenvolver rejeicdo mediada por anticorpos e consequente perda do
enxerto (Souza e cols., 2014).

Um estudo mostrou que a duracdo e a intensidade do DSA
influenciam na funcgao renal (Hoshino e cols., 2014), ja o estudo de Aubert e
cols. (2009) nao encontrou relevancia clinica nos anticorpos com baixos
niveis detectados por ensaios de fase sélida.

O uso de doadores com critérios expandidos (idade >60 anos ou entre
50-59 anos com comorbidade cardiovascular) tem se tornado mais comum
nos ultimos anos devido ao envelhecimento da populagdo associado a falta
de doadores ideais para uma lista de espera progressivamente maior. O
estudo de Aubert e cols. (2015) mostrou que os transplantes realizados com
esses doadores podem apresentar sobrevida semelhante ao grupo de
transplantes com doador ideal, desde que n&o haja DSA pré-transplante. O
transplante com doadores com critérios expandidos associado a presenca de
DSA pré-transplante pode aumentar em 5,6 vezes o risco de perda do
enxerto em 7 anos, mostrando que o risco imunolégico tem mais relevancia
na sobrevida do enxerto do que o tipo de doador.

A ativagcao do complemento induzida por DSA ¢é a via mais importante
de dano renal e a detecgao do seu produto de divisdo C4d é uma marca para

o diagnodstico de rejeicdo mediada por anticorpo nas bidpsias renais. A
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capacidade do DSA de ativagdo do sistema complemento pode determinar
sua relevancia clinica (Loupy e cols., 2013).

Foi observado que a capacidade do DSA em nivel baixo em ativar C4d
nao esta relacionada com um risco aumentado de rejeicdo mediada por
anticorpo ou depdsito de C4d nos capilares peritubulares in vivo (Honger e
cols., 2010).

Por outro lado, ja ha estudos demonstrando que anticorpos nao-HLA
podem estar envolvidos na rejeigado. Estudo recente explorou a presencga de
anticorpos antiendotélio (AECA) formados apés o transplante, isto €, de novo
em 22 receptores entre 226 transplantes renais e neste grupo o numero de
rejeicdes foi maior e mais grave e interessantemente com C4d negativo na
maioria dos casos (Sun e cols., 2011).

Um novo método para detectar a capacidade do anticorpo em se ligar
ao primeiro componente do sistema complemento, C1q, foi desenvolvida
(Chen e cols., 2011). Alguns estudos ndo relacionaram a capacidade do DSA
pré-transplante de fixar C1q com perda do enxerto (Otten e cols., 2012;
Crespo e cols., 2013), mas outros relacionaram o desenvolvimento de DSA
de novo, associado a identificacdo do C1q, com o risco maior de depdésito de
C4d nos capilares peritubulares, rejeicdo aguda e perda do enxerto
(Sutherland e cols., 2012).

O estudo de Loupy e cols. (2013) acompanhou 1016 pacientes e

avaliou episdédios de rejeicdo aguda no primeiro ano apos o transplante
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verificando que a capacidade do DSA de novo em ativar o sistema
complemento através da fixagdo de C1q € um preditor independente de risco
de perda do enxerto 5 anos apos o transplante, quando comparado com os
grupos sem DSA e com DSA, mas sem ativacdo de complemento
identificada. Outros estudos associaram a capacidade do DSA em fixar C1q
com o desenvolvimento de glomerulopatia do transplante, sugerindo o
monitoramento dos pacientes através deste método (Yabu e cols., 2011; e
Thammanichanond e cols., 2014).

A importancia da presenca dos anticorpos anti-HLA esta relacionada
ao alto risco de desenvolvimento de rejeicdo mediada por anticorpos, a qual
€ menos responsiva a terapia convencional e tem um progndstico pior que a
rejeicao celular.

Nos ultimos anos foram introduzidas na pratica clinica medicacbes
imunossupressoras mais potentes reduzindo o efeito das incompatibilidades
HLA no transplante renal, com diminuicdo nas taxas de rejeicdo e melhor
sobrevida do enxerto (Johnson e cols., 2000), sendo que pacientes
recebendo terapia triplice apresentam melhores resultados (Cai e cols.,
2002). Ainda assim, a significancia dessas incompatibilidades imunoldgicas

permanece (Sayegh e Chandraker, 2012).
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1.2.2. Imunossupressao no Transplante

A terapia imunossupressora tem trés bases: inducdo
(imunossupressao agressiva nos primeiros dias apdés o transplante),
manutencdo (uso de doses variaveis e progressivamente menores dos

imunossupressores) e tratamento de rejeigao estabelecida.

1.2.2.1. Indugao

Na inducdo se utiliza anticorpos antilinfécitos (ATG) se o paciente
apresentar alto risco imunolégico ou antagonista do receptor de interleucina-
2 (Basiliximab), caso esse risco seja baixo (KDIGO, 2009).

O ATG é um anticorpo policlonal produzido através da imunizagédo de
cavalos ou coelhos com células linféides humanas, separacao de IgG e
absorcao de anticorpos toxicos. Geralmente se administra nos primeiros 3 a
10 dias de transplante, ocasionando deplegédo de linfécitos que pode durar
mais de 1 ano. Os efeitos adversos mais comuns sdo relacionados a
liberagéo de citocinas (febre, calafrios, hipotensdo e edema pulmonar). Essa
droga também esta associada a um maior risco de desenvolver infecgdes e
doenga linfoproliferativa pds-transplante (Halloran, 2004).

O Basiliximab é um anticorpo monoclonal anti-CD25 (receptores de

interleucina 2) que causa pouca deplecao de linfécitos T, por isso € usado
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em pacientes com baixo a moderado risco imunolégico e tem efeitos tdéxicos

minimos (Halloran, 2004).

1.2.2.2. Manutengao

Até o inicio da década de 80 a imunossupressdo consistia de
azatioprina e esterdides com a sobrevida do enxerto em torno de 50% em 1
ano. A associagao da ciclosporina ao esquema nos anos 1980 permitiu o
aumento da sobrevida do enxerto para 80% no primeiro ano (Ponticelli e
cols., 1988; The Canadian Multicentre Transplant Study Group, 1990).

Nos anos 1990 outro inibidor da calcineurina, o tacrolimo, entrou em
cena com estudos mostrando superioridade em relagdo a ciclosporina
principalmente com redug¢ao na incidéncia de rejeicao aguda (Pirsch e cols.,
1997; Mayer e cols., 1997; Knoll e Bell, 1999). Também na década de 90 os
precursores do acido micofendlico comegaram a substituir o azatioprina
como droga antimetabdlica, com estudos mostrando superioridade do
micofenolato com menores taxas de rejeicdo (The Tricontinental
Mycophenolate Mofetil Renal Transplantation Study Group, 1996; Meier-
Kriesche e cols., 2003; Lang e cols., 2005), entretanto maior incidéncia de
infeccdo invasiva causada por citomegalovirus, Aspergillus spp e
murcormicose (US Renal Transplant Mycophenolate Mofetil Study Group,

1999).
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Os inibidores da mTOR (do inglés, mammalian target of rapamycin)
(sirolimo e everolimo) surgiram no final dos anos 1990 como uma nova
classe imunossupressora carregando a promessa de substituir os inibidores
da calcineurina, eliminando o risco de nefrotoxicidade associado a esses.
Seus efeitos adversos limitam o uso, mas ainda permanecem como uma boa
alternativa, principalmente em situag¢des clinicas especificas (Bradley e
Watson, 2014).

O tratamento de manutencado € realizado com trés drogas (terapia
triplice). O inibidor de calcineurina é a droga chave (tacrolimo ou
ciclosporina) associada a um antimetabdlito (acido micofendlico ou
azatioprina) e corticoide (prednisona), sendo este o esquema mais utilizado.
Outros protocolos de imunossupressao utilizam inibidor da mTOR (sirolimo
ou everolimo) em substituicdo ao inibidor de calcineurina ou ao

antiproliferativo.

1.2.2.2.1. Corticosteroides

Se ligam ao receptor de glicocorticoide intracelular. Os efeitos no
sistema imune estdo relacionados a inibicdo da transcricdo das citocinas
através do bloqueio dos fatores de transcricdo. Esse bloqueio causa
deplecao de linféticos T (por inibigdo da IL-2, inibicao da diferenciagao Th1 e

indugdo de apoptose), apoptose de eosindfilos (diretamente ou por inibigao
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da IL-5), disfungdo de macréfagos (por inibi¢do de IL-1 e TNF-a) (Wiseman,
2016).

O uso cronico de corticoide expde os pacientes ao risco de catarata,
necrose 0ssea avascular, osteoporose, ganho de peso, diabete, hipertensao
e dislipidemia. Por isso, vem se estudando protocolos imunossupressores
com redugao da dose ou mesmo suspensao da droga apOs poucos meses

do transplante (KDIGO, 2009).

1.2.2.2.2. Inibidores da calcineurina

A ciclosporina foi a droga que mudou a histéria dos transplantes na
década de 80. Ela age bloqueando a ativagdo dos linfocitos T através da
ligagdo com a ciclofilina (uma imunofilina intracelular) que acaba por inibir a
calcineurina. A toxicidade da ciclosporina esta relacionada a concentracéao da
droga e inclui hipertensao, hiperlipidemia, hiperplasia gengival, hirsutismo,
tremor e diabete pos-transplante. Também esta relacionada com a indugao
de sindrome hemolitico-urémica e nefrotoxicidade. O monitoramento da
concentragdo vale ou pico da droga duas horas apds sua ingestao pode
ajudar no ajuste da dose evitando efeitos adversos (Halloran, 2004; Watson
e Dark, 2012).

O tacrolimo inibe a calcineurina através da ligagdo com outra

imunofilina, a FKBP12. Tem perfil de toxicidade semelhante ao da
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ciclosporina, porém provoca mais diabete e neurotoxicidade e menos
hiperlipidemia e hipertricose (Halloran, 2004; Watson e Dark, 2012;
Wiseman, 2016). O KDIGO, 2009 recomenda o tacrolimo como inibidor de
calcineurina de primeira linha. O monitoramento é realizado através de coleta
de sangue total imediatamente antes da administragdo da droga.

Os inibidores da calcineurina sdo metabolizados pelo CYP3A4 e
CYP3AS5 e drogas indutoras ou inibidoras dessas enzimas podem alterar o
nivel de ciclosporina e tacrolimo no sangue. A absor¢do do tacrolimo é

reduzida na presenca de alimentos (Mejia e cols., 2014).

1.2.2.2.3. Drogas Antiproliferativas

A azatioprina € um analogo da 6-mercaptopurina. Seus metabdlitos
agem como analogos da purina (interferindo na sintese de DNA e RNA) e
como agentes imunomoduladores. Pode provocar sintomas gastrointestinais
e supressao da medula 6ssea. Por ser néo teratogénica pode ser utilizada na
gestacao (Wiseman, 2016).

O acido micofendlico é o componente ativo do micofenolato mofetil e
do micofenolato sbédico e age bloqueando a inosina monofosfato
desidrogenase, impedindo a sintese de DNA e, assim, a proliferagdo de

linfécitos (Watson e Dark, 2012). O micofenolato produz mais sintomas
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gastrointestinais (especialmente diarreia) e menos toxicidade hematoldgica

quando comparado a azatioprina (Wiseman, 2016).

1.2.2.2.4. Inibidores da mTOR

O sirolimo e o everolimo se ligam a imunofilina FKBP12 formando um
complexo que se liga e inibe o alvo da rapamicina de mamiferos (mammalian
target of rapamycin), inibindo a proliferacdo celular. Sdo drogas menos
nefrotdxicas que os inibidores da calcineurina, mas em combinag&o com eles
aumentam o risco de nefrotoxicidade. Os inibidores da mTOR tem efeito
glomerular, podendo causar proteindria maciga, especialmente nos
protocolos de conversdo. Além disso, estdo associados com o
desenvolvimento de dislipidemia, trombocitopenia, dificuldade de cicatrizagao
de feridas, linfocele, retardo na funcdo do enxerto, pneumonite e Ulceras
orais e de pele (Halloran, 2004; Watson e Dark, 2012; Wiseman, 2016). O
KDIGO, 2009 recomenda o inicio destas drogas apenas apds recuperagao
da fungédo do enxerto e plena cicatrizagéo cirurgica, sendo pouco utilizados
como parte do esquema imunossupressor inicial.

Por outro lado, os inibidores da mTOR tem efeito antiviral, reduzindo o
risco de infecgdo por citomegalovirus, especialmente em regimes com

redugao da dose de tacrolimo (Tedesco-Silva e cols., 2015) e antineoplasico,
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sendo associados a redugédo do risco de cancer pos-transplante (Knoll e
cols., 2014).
A dose pode ser ajustada conforme o nivel da droga em sangue total

coletado imediatamente antes da administragdo da medicacao.

1.2.2.3. Tratamento de Rejeicao Aguda

A rejeicdo aguda é definida como deterioragédo aguda da fungdo do
enxerto associada a alteragao patoldgicas especificas. Ha duas principais
formas histologicas de rejeicdo aguda: rejeicdo celular e rejeicdo mediada
por anticorpos (Chon e Brennan, 2016).

Pode cursar com sintomas como febre, mal-estar, oliguria, dor no
enxerto e aumento da creatinina, ou n&o apresentar sinal ou sintoma algum
(rejeicdo subclinica). A maioria dos episédios ocorre nos primeiros seis
meses de transplante.

Houve queda na incidéncia de rejeicdo aguda na era moderna da
imunossupressao, mas, quando ocorre, constitui um importante problema
clinico. Episédios que ocorrem precocemente tem maior impacto na
sobrevida do enxerto renal, sendo associado com o desenvolvimento de
nefropatia crénica do enxerto, principalmente quando n&do ha retorno da
creatinina aos niveis basais apos o tratamento (Meier-Kriesche e cols., 2000;

Mateu e cols., 2004).
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1.2.2.3.1. Rejeicao Aguda Celular

E caracterizada histologicamente por infiltrado de linfécitos e outras
células inflamatodrias.

O consenso de Banff de 2007 classifica a rejeicdo aguda celular em
trés tipos (I, Il e Ill), divididos em subtipos (A e B): tipo IA — inflamacgao
intersticial significativa (> 25% do parénquima afetado, i2 ou i3) e focos de
tubulite moderada (t2); tipo IB — inflamacéo interstical significativa (> 25% do
parénquima afetado, i2 ou i3) e tubulite severa (t3); tipo IIA — arterite leve a
moderada (v1); tipo IIB — arterite severa, que é associada a >25% de
comprometimento da area luminal (v2); tipo Ill — arterite transmural e/ou
alteracbes fibrindides arteriais e necrose das células musculares mediais
ocorrendo em associagao com inflamacéo linfocitica do vaso (v3) (Solez e
cols., 2008). Ainda classifica como alteragdo borderline quando ha suspeita
para rejeicdo aguda celular (auséncia de arterite intimal, mas com infiltrado
intersticial leve e tubulite, menos de 25% do parénquima).

A maioria dos casos de rejeicdo aguda celular responde ao tratamento
com corticosteroides (250-500mg de metilprednisolona endovenosa por 3-5
dias). A resisténcia a esterdides é definida como auséncia de melhora do
débito urinario e da cretinina em 5 a 7 dias. Nos casos nao responsivos ou
recorrentes, utiliza-se anticorpos antilinfocitos (ATG) ou anticorpos

monoclonais (OKT3). O aumento da dose dos imunossupressores pode
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reduzir o risco de episddios de rejeigdo futuros (Halloran, 2004; KDIGO,

2009).

1.2.2.3.2. Rejeicao Aguda Mediada por Anticorpos (RAMA)

O diagnéstico de RAMA requer a evidéncia de dano tecidual agudo,
presenca de DSA, evidéncia imunoldgica de processo mediado por
anticorpos (depédsito de C4d nos capilares peritubulares, infiltrado
microvascular no minimo moderado ou aumento na expressao génica
indicativa de dano endotelial). Pode ou nao haver infiltrado celular (Chon e
Brennan, 2016).

A conferéncia de Banff em 2013 estabeleceu novo consenso para o
diagnéstico da RAMA com o reconhecimento da RAMA sem depésito de C4d
nos capilares peritubulares ou com minimo depodsito. Entretanto, na auséncia
de C4d, deve haver evidéncia adicional de interagcdo do anticorpo com o
endotélio vascular (infiltrado microvascular no minimo moderado ou aumento
na expressao génica indicativa de dano endotelial) (Haas e cols., 2014).

O tratamento da RAMA tem como alvo a remogédo dos anticorpos
circulantes, o bloqueio do efeito desses anticorpos e a reducéo da produgéo.
Ndo existem evidéncias cientificas que comprovem a eficacia dos

tratamentos atualmente utilizados (Roberts e cols., 2012).
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Atualmente o tratamento para rejeicdo mediada por anticorpo mais
utilizado é a plasmaferese (remocdo de anticorpos) com ou sem
imunoglobulina humana (IVlg, efeito imunomodulador) associada, mas néo
ha estudos com desenhos adequados comprovando seus beneficios.
Medica¢des como rituximab (anticorpo monoclonal anti-CD20), bortezomib
(inibidor do proteassoma), alemtuzumab (anticorpo anti-CD52) e eculizumab
(anticorpo anti-C5) tem sido utilizadas associadas ou nao plasmaferese e
IVIlg, mas estudos mais consistentes sdo necessarios para comprovagao de
eficacia (Roberts e cols., 2012; Kim e cols., 2014).

A taxa de perda do enxerto apés um ano de uma rejeicdo mediada por
anticorpo varia de 15 a 20%, apesar de terapia imunossupressora intensiva

(Lucas e cols., 2011).

1.3. Experiéncia Local

A partir de agosto de 2008 o Laboratério de Imunologia da Santa Casa
de Porto Alegre introduziu na rotina de avaliagdo imunoldgica pré-transplante
renal a detecg¢ao de anticorpos anti-HLA por citometria de fluxo.

Na avaliagdo inicial de dados previamente coletados, de 234
transplantes realizados na Santa Casa de Porto Alegre no periodo de junho
de 2009 e novembro de 2010, 12% dos pacientes apresentavam DSA. O

grupo com DSA tinha mais mulheres e a sobrevida do enxerto foi



24

significativamente menor em 2 anos (69% x 85%) com HR=2 para perda do
enxerto e aumento do risco de rejeicdo aguda mediada por anticorpo
(HR=6,61). Observou-se sobrevida do enxerto ainda menor nos pacientes
com mais de um DSA (p=0,006) ou quando a soma da fluorescéncia dos
DSA foi maior que 5000 (p=0,037). Nao houve diferengca na sobrevida do
receptor, funcdo retardada do enxerto ou rejeicao celular aguda e crénica
entre os grupos com e sem DSA. Estes dados sugerem um papel relevante
do DSA pré-formados na patogénese da faléncia do enxerto e nos alerta
para o risco de submeter estes pacientes ao transplante renal, especialmente
aqueles com mais de um DSA. A partir desses dados a politica da Instituicao
mudou e os candidatos a transplante renal com DSA acima de 5000
passaram a ser considerados com prova cruzada virtual positiva e evitado o
transplante com o doador portador do antigeno especifico, exceto os
pacientes em lista em carater de urgéncia que s&o testados independente de
DSA com todos os doadores com identidade no grupo sanguineo ABO.

Ainda n&o se encontra claro na literatura a relevancia de niveis baixos
de anticorpos detectados nesta metodologia altamente sensivel. Por isto &
importante conhecermos a populagéo atendida pela Instituicdo e avaliar a
presenca de DSA nos diferentes niveis com a sobrevida do enxerto e do

paciente, bem como com a fungao renal apos o transplante.
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2. Objetivos

2.1.0bjetivo primario

Comparar a sobrevida do enxerto renal em receptores que
apresentam anticorpos anti-HLA pré-formados especificos contra o doador
(DSA) com receptores sem estes anticorpos em uma amostra de pacientes
submetidos a transplante renal na Santa Casa de Misericordia de Porto
Alegre (ISCMPA) no periodo de janeiro de 2009 a dezembro de 2012, com

acompanhamento até junho de 2016.

2.2. Objetivos secundarios

Determinar a sobrevida do enxerto e do paciente receptor de rim com
e sem anticorpo anti-HLA pré-formado especifico contra o doador.

Avaliar a influencia do somatério da intensidade da fluorescéncia
meédia (MFI) dos anticorpos na sobrevida do enxerto.

Comparar a incidéncia cumulativa de episddios de rejeicdo celular e
humoral entre os receptores com e sem anticorpos no primeiro ano apos o

transplante e durante o tempo total de acompanhamento.
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Abstract

Background: Kidney transplantation is the treatment of choice for most
chronic kidney disease patients. The presence of pre-transplant donor
specific anti-HLA antibodies (DSA) can be an important factor for the long-
term graft survival. Flow cytometry and Luminex Single Antigen Beads are
highly sensitive methods for DSA detection, but is not clear if low titers of
antibodies identified through those technics are clinically relevant. Previous
studies have shown conflicting results.

Methods: retrospective analyses of a cohort of adult kidney transplants
performed from January 2009 to December 2012, with follow up until June
2016.

Results: 634 kidney transplants were included in the analyses, four of those
were combined with pancreas, 465 (73.3%) from deceased donors, 28.1% of
those were considered expanded criteria - ECD (UNOS). 68.7% had PRA
above zero and 14.3% had, at least, one DSA. Death censored graft survival
at 5 years was inferior in the DSA group (73.2% vs. 89.4% in non-DSA group;
p<0.0001). DSA impacted significantly in ECD (60.9% with DSA vs. 84.3%
without DSA; p=0.028) and standard criteria donors - SCD (80.7% with DSA

vs. 90.3% without DSA; p=0.046). There was no difference in patient survival.
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Conclusions: these data suggest a negative impact of preformed DSA on
the graft survival and aware us for the risks of kidney transplantation in those

recipients, especially with expanded criteria donors.



39

Introduction

Kidney transplantation is the treatment of choice for most chronic
kidney disease patients. It is associated with an increased patient survival
and better quality of life (1).

There have been advances in organ preservation, surgical techniques,
immunosuppressive medications, identification and treatment of rejection and
infections in the last decades, improving graft survival (2).

Controlling the immunological response is a key factor for a successful
kidney transplant (3). The HLA system is highly involved immune reaction
against the kidney graft, and the identification of these antigens was a major
step in understanding the importance of donor and recipient compatibility (4,
5).

In the last 40 years there have been advances in the cross match
techniques with the development of more sensitive methods, such as flow
cytometry (6). Recently, the solid-phase assays have allowed a more precise
identification of anti-HLA antibodies (7, 8).

There is a historical discussion over which component of the immune
response is more important in the rejection process, cells or antibodies.
Although there is not a definite answer, there are growing evidences pointing
to the important role of the antibodies on the failing graft (9). A variety of
studies have shown controversial results regarding the presence of donor

specific antibodies (DSAs) identified through modern techniques and their
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association with rejection episodes (10-12). This association is especially
questionable when those antibodies are identified at low levels (13, 14).
The aim of this study was to evaluate the impact of preformed DSA in

patient and graft survival.

Patients and Methods

We retrospectively evaluated a cohort of adult recipients of kidney or
combined kidney and pancreas transplants between January 2009 and
December 2012 at our Institution, with follow-up until June 2016. We
excluded from the analysis recipients of solid organs transplants, other than
pancreas, combined with kidney and those with a follow-up shorter than one
month. The study was approved by the local Ethical Committee.

Data collected for the analysis included clinical and demographic
characteristics, immunosuppressive treatment, calculated panel reactive
antibodies (cPRA), presence of preformed DSA, type of donor, occurrence of
rejection episodes.

We evaluated the recipients pre-transplant cPRA and classified them
as zero (0%), low (1-49%), intermediate (50-79%) and high (>80%). Pre-
transplant anti-HLA antibodies were identified and considered DSA when they
were at least 1000 MFI. DSA intensity was divided into 3 levels: 1000-2000,
2001-5000 and above 5000 MFI, considering the higher intensity for each

patient. HLA phenotyping did not include subtypes C and DQ for about 38%
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of deceased donors, since we receive organs from various centers that do not
perform this evaluation.

PRA calculation was based on the HLA profile on over 2,000 real
deceased donors in our region and on the antibodies detected on the solid-
phase single antigen beads (One Lambda) assay in a Luminex platform. The
cPRA was expressed in percentages and the individual antibodies in mean
fluorescence intensity (MFI).

Crossmatching was  performed by  complement-dependent
lymphocytotoxicity (CDC) and flow cytometry. Deceased donors were
categorized as standard or expanded criteria, according to UNOS
classification (15). Delayed graft function (DGF) was defined as need of
dialysis in the first postoperative week.

Our immunosuppressive protocol includes induction therapy for all
deceased donor recipients. Thymoglobulin is the preferred induction drug in
patients with any DSA level or with cPRA >50%, and is also used if cold
ischemia time is estimated to be >24h. Basiliximab is the choice in the
remaining. Living donor transplants do not receive induction therapy, except
in DSA presence or in a donor with more than 3 HLA mismatches.
Maintenance immunosuppression generally includes a calcineurin inhibitor,
an anti-proliferative and steroids.

Rejection episodes were for-cause biopsy proven and classified

according to 2007 Banff criteria (16). Borderline infiltrates were not
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considered as rejection episodes for the analyses. Cellular mediated rejection
(TCMR) episodes were treated with methylprednisolone or thymoglobulin,
according to Banff grade or steroid resistance. Antibody mediated rejection
(AMR) episodes were treated with every other day plasmapheresis and
subsequent intravenous immunoglobulin completing a total of 10 sessions.
Statistical analysis: non-normal quantitative variables are presented as
median and minimum-maximum or interquartile range (IQR) 25-75 and
compared using non-parametric tests. Normal quantitative variables are
shown as mean and standard deviation and compared by parametric test.
Qualitative variables are presented as numbers and percentages and
compared using Fisher's exact test. All tests were two sided, and p < 0.05
was considered statistically significant. Graft and patient survival were
analyzed using Kaplan-Meier method, and significant values were determined
by log rank test. To estimate the survival difference magnitude we used Cox
proportional hazards model, with confidence interval (Cl) 95%. The
associations of donor, recipient, transplant parameters and immunological
factors with graft loss were assessed in univariate regression analyses. The
factors identified in these analyses with a p<0.25 were then included in a final
multivariate model using backward selection. Graft loss was defined as return
to dialysis, censored by death with a functioning graft. All the analyses were

made with SPSS® version 20.
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Results

During the study period 857 adult kidney transplants were performed.
We excluded from the analysis 223 patients: 125 pediatric transplants, 20
recipients of other solid organs except pancreas, 21 never functioning grafts,
28 graft losses within the first month and 29 for insufficient immunological
data.

The clinical and demographic characteristics of the 634 patients are
presented in Table 1. Preformed DSAs were identified in 91 (14.3%) patients,
42 (46.1%) were against HLA class | (A, B, C) and 64 (70.3%) against class Il
(DR, DQ, DP). The DSA group had a higher proportion of female patients
(60.4% vs. 40.1%, p<0.0001), recipients of a second transplant (20.9% vs.
5.7%, p<0.0001), received more induction therapy (93.4% vs. 64.2%;
p<0.001) and had higher incidence of positive flow B cell crossmatching
(24.2% vs. 0.7%, p<0.0001).

There were 436 recipients (68.7%) with PRA class | or class Il above
zero, 11.4% of them with PRA > 80%.

The cumulative incidence of acute rejection episodes in the first year
was 24.1% vs. 31.4% in the DSA and non-DSA groups, respectively (p=0.19).
There were 230 acute rejection episodes during the total follow-up, 213
(92.6%) TCMR and 17 (7.4%) AMR, without differences between DSA and
non-DSA groups (29.7% vs. 34.3% for TCMR and 4.4% vs. 2.4% for AMR,

respectively; p=0.42).
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Table 2 shows the analysis of potential risk factors for TCMR and
AMR. Prolonged ischemia time and delayed graft function were associated
with an increased risk of rejection episodes. DGF was associated with
rejection episodes within the first month after transplantation (79.2% vs.
59.1% rejection episodes in patients with and without DGF, respectively;
p=0.008). Flow crossmatch positive recipients were more likely to receive
lymphocyte-depleting agents (thymoglobulin) for induction therapy than flow
crossmatch negative recipients. All recipients were CDC crossmatch
negative.

The univariate analyses of risk factors for acute rejection episodes
demonstrated association with ECD (HR 2.05 95%CI 1.45-2.89; p<0.001),
DGF (HR 2.16 95%CI 1.58-2.90; p < 0.001), 4 mismatches in locus A/B (HR
2.38 95%CI 1.28-4.45; p = 0.006), one and two mismatches in DR (HR 1.43
95%Cl 1.05-1.93; p=0.02 and HR 2.10 95%Cl 1.42-3.09; p< 0.001,
respectively), PRA class | 1-49% (HR 1.57 95%Cl 1.19-2.08; p = 0.001), PRA
class Il of 1-49% (HR 1.60 95%Cl 1.21-2.13; p=0.001), positive flow
crossmatch (HR 1.89 95%Cl 1.02-3.49; p=0.04), no induction therapy (HR
0.46 95%CI 0.34-0.62; p<0.001) and class | and class Il DSA sum above
5000 MFI (sum of all identified DSA) (HR 1.83 95%CIl 1.02-3.30; p=0.04)
(table not shown).

The multivariate analyses associated rejection episodes with one or

two mismatches in DR (HR 1.76 95% CI 1.20-2.57; p=0.004 and HR 2.14



45

95% CI 1.36-3.38; p=0.001, respectively) and DGF (HR 2.06 95% CI 1.50-
2.83; p<0.001) (table not shown).

From the 17 cases of AMR, nine (52.9%) occurred after the first year of
follow-up. Five cases were from non-adherent patients, and one patient had
low levels of immunosuppression due to recurrent vomiting associated with
diabetic gastroparesis.

Median post-transplant follow-up was 53 (IQR 42-69) months.

Patient survival was not statistically different between DSA and non-
DSA groups at one (93.2% vs. 94.1%), three (93.2% vs. 90.1%) and five
years (89.5% vs. 88.8%) post-transplant, respectively (p=0.5).

Death censored graft survival at 5 years was inferior in the DSA group
(73.2% vs. 89.4% in non-DSA group; p<0.0001) (Figure 1). Stratifying by
source of donor the presence of DSA impacted significantly in ECD (60.9%
with DSA vs. 84.3% without DSA; p = 0.028) and SCD (80.7% vs. 90.3%,
p=0.046). Among living donors it was observed a trend towards a lower
survival but did not reach statistical significant difference (71.8% vs. 90.6%,
p=0.051) (Figure 2).

The univariate analyses of risk factors for graft loss (table 3)
demonstrated an association with expanded criteria donor, presence of DSA,
class Il PRA above 80% and acute rejection episodes (TCMR or AMR).

In the multivariate analyses, presence of DSA and acute rejection

episodes were associated with an increased risk of graft failure (table 4).
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Patients with DSA MFI sum above 5000 (class | and class Il) had
significantly inferior graft survival at one year compared with DSA MFI sum
between 1000 and 5000 and with patients without DSA (86.3% vs. 90.2% vs.
91.4%, respectively, p=0.041).

Analyzing the 26 patients with a positive flow B cell cytometry
crossmatch, 17 had DSA sum above 5000, 5 between 1000 and 5000 and 4
had no DSA. Graft loss was observed only in 5 patients, all of them with DSA
sum above 5000 and occurring after the first year post transplantation.

When comparing DSA and flow crossmatch we found the negative
impact of DSA presence in graft survival despite of flow result. The 5 year
graft survival was inferior in recipients with DSA and flow negative
crossmatch (DSA: 72.2% vs non-DSA: 89.3%, p=0.002). DSA and positive
crossmatch the difference did not reach significance (DSA: 74.8%, vs non-
DSA: 100%; p=0.352), probably due to small number.

There were 20 graft failures in the DSA group (21.9%), 11 (55%) from
immunological causes (7 acute rejections and 4 chronic allograft
nephropathy), 6 from infections (2 BK virus and 4 recurrent pyelonephritis),
one from multiple myeloma. In the non-DSA group, there were 57 (10.4%)

graft failures, 24 (42.1%) from immunological causes.
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Discussion

In our cohort of 634 kidney transplant recipients, 91 (14.3%) presented
preformed DSA, which is similar to other studies (6.7 to 14%) (11, 14, 17-21).
The majority of DSA were directed against HLA class Il (53.8%). We also
found a higher prevalence of sensitized patients, with PRA class | or Il above
zero (68.7%) compared to other authors, that reported values around 20-25%
(18, 21). We did not have all donors HLA C and DQ phenotyping, since we
receive organs from different centers in Brazil which do not perform this
testing. This could have underestimated our DSA detection.

The association of DSA and rejection episodes is well documented,
with some authors finding increased risk of AMR but not for TCMR (17, 19,
22), especially with higher MFI levels (10, 21). One study found higher
incidence of both types of rejection (18). In our study, the presence of pre-
transplant DSA was not associated with an increased risk of overall acute
rejection episodes, probably because of our intensive induction
immunosuppressive protocol in recipients with DSA or high PRA, and higher
maintenance immunosuppressive levels in patients of elevated immunological
risk.

There was also an association of rejection episodes in the first month
after transplantation and DGF. It could be argued that there was no difference
in rejection episodes overall between DSA and non-DSA groups due to the

elevated number of rejection diagnosis in the initial post-transplant period,
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possibly representing inflammatory infiltrates related to acute tubular
necrosis. We did not include de novo DSA formation in our analyses, and it
must be noted that the presence of these antibodies could be the
unaccounted cause of some rejection episodes.

Acute rejection episodes were associated with DGF and mismatches in
HLA DR locus in the multivariate analysis. Our incidence of DGF, as in other
Brazilian centers (23), is higher than other Countries (20,24); this may have
contributed to the increased overall incidence of acute rejection episodes.
Wissing et al. demonstrated that DGF increased acute rejection episodes in
more than 2-fold, although with borderline significance. They also
demonstrated that a higher number of HLA mismatches independently
predicted acute rejection episodes (OR 1.65 for each increase in the number
of mismatches; 95% CI: 1.15 to 2.38; p = 0.007), and that episodes occurring
in the first year after transplantation were associated with a significant
reduction in death-censored graft survival (63.5% vs. 91.2%; p < 0.0001) (24).

We found an elevated rate of late AMR, often associated with non-
adherence and low levels of immunosuppression. This is in accordance with
the findings of Gupta et al., that evaluated 23 patients with late AMR, 20 of
them with reduced immunosuppression before the onset of rejection (17% for
nonadherence and 69% for clinical recommendation) (25).

Our study did show the deleterious effects of preformed DSA on graft

survival, with marked reduction in 5-years follow-up, which is in accordance to
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other studies (10-12, 14), even with low MFI levels (19). Malheiro et al.
demonstrated a reduction in graft survival only in patients with DSA and AMR
(68.8%), compared with patients with DSA and no AMR (96.0%) and those
without DSA (94.9%) (21). Graft losses were mainly attributed to immunologic
causes and infections that could be consequences of direct antibody effects
and adverse events related to the immunosuppression.

Recipients of kidneys from extended criteria donors (ECD) with DSA
had even worse graft survival (60.9% in 5 years), showing that the
immunological risk can cause more damage to an older graft, as recently
discussed by Aubert et. al, that found a 4.4-fold increase risk of graft loss
compared with recipients of ECD without DSA and a 5.6-fold increase risk
compared with all other transplants (20).

We did not discuss HLA matching at the epitope level because this
technique was not available at our laboratory during the study. Epitope-based
HLA compatibility has been recently studied and promises to be an important
approach to identify acceptable mismatches for sensitized patients (26,27).

Although it has the limitations inherent to retrospective analyses, the

strengths of this study are the large patient number and long follow up period.

Conclusions
In conclusion our study shows that the presence of pre-transplant DSA

can have deleterious effects on the kidney allograft, especially from expanded
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deceased donors. The immunosuppression needed to overcome the
immunologic damage of those antibodies can increase the risk of infections
and toxic effects to the patient and the graft. It is important to identify those
antibodies prior to transplantation and balance the risks and benefits of the

procedure in an individual basis.
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Table 1. Baseline characteristics and transplant outcomes according to DSA status
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All patients DSA group Non-DSA group o]
(n = 634) (n=91) (n =543)
| Age, years (min-max) 47 (18-80) 46 (18-69) 48 (18-80) 0.34
Female Gender (%) 273 (43.1) 55 (60.4) 218 (40.1) <0.0001
Caucasian (%) 338/402 (84.1) 46/59 (78.0) 292/343 (85.3) 0.28
Cause of ESRD (%) 0.36
GN 76 (11.9) 9(9.9) 67 (12.3)
DM 88 (13.8) 14 (15.3) 74 (13.6)
Hypertension 102 (16.0) 10 (10.9) 92 (16.9)
Other 368 (58.0) 58 (63.7) 310 (57.1)
Transplant number <0.0001
(%)
1 579 (91.3) 69 (75.8) 510 (93.9)
2 50 (7.9) 19 (20.9) 31(5.7)
3 3(0.5) 2(2.2) 1(0.2)
4 2(0.3) 1(1.1) 1(0.2)
Type of donor (%) 0.77
SCD 287 (45.3) 41 (45.1) 246 (45.3)
ECD 178 (28.1) 28 (30.8) 150 (27.6)
Living 169 (26.7) 22 (24.1) 147 (27.1)
CIT* (%) 0.002
<12h 13/450 (2.9) 1/64 (1.6) 12/386 (3.1)
12-24h 226/450 (50.2) 20/64 (31.3) 206/386 (53.4)
>24h 211/450 (46.9) 43/64 (67.2) 168/386 (43.5)
DGF** (%) 214/336 (63.7) 38/54 (70.4) 176/282 (62.4) 0.28
HLA mismatch,
median (IQR)
Class | (A, B) 2 (2-3) 2(1-3) 2 (2-3) 0.02
Class Il (DR) 1(0-1) 1(0-1) 1(0-1) 0.07
PRA class | (%) <
0 282 (44.5) 10 (11.0) 272 (50.1) 0.0001
1-49 281 (44.3) 46 (50.5) 235 (43.3)
50-79 38 (6.0) 19 (20.9) 19 (3.5)
>80 33 (5.2) 16 (17.6) 17 (3.1)
PRA class Il (%) <
0 314 (49.5) 10 (11.0) 304 (56.0) 0.0001
1-49 265 (41.8) 42 (46.2) 223 (41.1)
50-79 31(4.9) 20 (22.0) 11 (2.0)
>80 24 (3.8) 19 (20.8) 5(0.9)
DSA quantity (%) 91 (14.2)
1 63 (69.2)
2 19 (20.9)
3 6 (6.6)
4 3(3.3)
DSA Class (%)
Class| (At B+ C) 27 (29.7)
Class Il (DR £ DQ) 49 (53.8)

Class land Il
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DSA class | highest

MFI (%)
1000-2000 21/42 (50.0)
2001-5000 16/42 (38.1)
> 5000 5/42 (11.9)
DSA class Il highest
MFI (%)
1000-2000 28/64 (43.8)
2001-5000 18/64 (28.1)
> 5000 18/64 (28.1)
Induction Therapy <0.0001
Anti-CD25 280/434 (64.5) 22/85 (25.9) 258/349 (73.9)
ATG 149/434 (34.3) 58/85 (68.2) 91/349 (26.1)
R+PP 1/434 (0.2) 1/85 (1.2) 0
ATG+IVIig+PP 4/434 (0.9) 4/85 (4.7) 0
Positive crossmatch 26 (4.1) 22 (24.2) 4 (0.7) <
0.0001
Rejection (%)
No rejection 404 (63.7) 60 (65.9) 344 (63.4) 0.42
TCMR 213 (33.6) 27 (29.7) 186 (34.3)
AMR 17 (2.7) 4 (4.4) 13 (2.3)
Death (%) 66 (10.3) 7(7.7) 59 (10.7) 0.49
Graft loss (%) 77 (12.1) 20 (22.0) 57 (10.5) 0.005
Median follow-up, mo 53 (42-69) 48 (30-60) 54 (43-70) 0.004

(IQR)

*kk

ESRD: end stage renal disease. GN: glomerulonephritis. DM: diabetes mellitus.
SCD: standard criteria donor. ECD: extended criteria donor.

CTI: cold ischemia time. * Data available from 450 patients (of 465 deceased donors)
DGF: delayed graft function. ** Data available from 336 patients (of 465 deceased donors).

HLA: human leucocyte antigen. DSA: donor specific antibody.
Induction: Anti-CD25=basiliximab or daculizumab. ATG = antithymocyte globulin.

R+PP = rituximab+plasmapheresis. ATG+IVIg+PP = ATG + Intravenous immunoglobulin + plasmapheresis.
TCMR: T-cell mediated rejection. AMR: antibody mediated rejection

IQR: interquartile range 25-75 *** Mann-Whitney U test




Table 2. Factors associated with rejection
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No rejection TCMR AMR ¢]
N =404 N =213 N =17
Female Gender (%) 182 (45.0) 82 (38.5) 9 (52.9) 0.20
Type of donor (%) 0.1
SCD 191 (47.3) 87 (40.8) 9 (52.9)
ECD 101 (25.0) 74 (34.7) 3(17.6)
Living 112 (27.7) 52 (24.4) 5(29.4)
cIT* 0.015
<12h 8/284 (2.8) 5/156 (3.2) 0
12-24h 156/284 (54.9) 69/156 (44.2) 1/10 (10.0)
>24h 120/284 (42.3) | 82/156 (52.6) 9/10 (90.0)
DGF ** 116/208 (55.8) 91/119 (76.5) 7/9 (77.8) 0.001
PRA class | (%) 0.02
0 178 (44.1) 99 (46.5) 5(29.4)
1-49 169 (41.8) 102 (47.9) 10 (58.8)
50-79 28 (6.9) 8(3.8) 2(11.8)
>80 29 (7.2) 4(1.9 0
PRA class Il (%) 0.98
0 199 (49.3) 108 (50.7) 7(41.1)
1-49 169 (41.8) 88 (41.3) 8(47.1)
50-79 21 (5.2) 9(4.2) 1(5.9)
>80 15 (3.7) 8 (3.8) 1(5.9)
DSA presence (%) 60 (14.9) 27 (12.7) 4 (23.5) 0.42
DSA amount (%) 0.69
1 40 (66.7) 19 (70.4) 4 (100)
2 15 (25.0) 4 (14.8) 0
3 3(5.0) 3(11.1) 0
4 2(3.3) 1(3.7) 0
DSA Class (%) 0.68
Class | 18 (30.0) 8 (29.6) 1(25.0)
Class i 30 (50.0) 16 (59.3) 3 (75.0)
Class | and Il 12 (20.0) 3(11.1) 0
Positive crossmatch 15 (3.7) 9(4.2) 2(11.8) 0.25
Induction
Anti-CD25 160/273 (68.7) | 117/151 (77.5) 3/10 (30.0) 0.005
ATG 109/273 (39.8) 33/151 (21.9) 7/10 (70.0)
R+PP 1/273 (0.4) 0 0
ATG+IVIg+PP 3/273 (1.1) 1/151 (0.7) 0

TCMR: T-cell mediated rejection

AMR: antibody mediated rejection
SCD: standard criteria donor. ECD: extended criteria donor.
CTI: cold ischemia time. * Data available from 450 patients (of 465 deceased donors)

DGF: delayed graft function. ** Data available from 336 patients (of 465 deceased donors).

DSA: donor specific antibody.

Induction: Anti-CD25 = basiliximab or daculizumab. ATG = antithymocyte globulin. R+PP =

rituximab+plasmapheresis. ATG+IVIg+PP = ATG + Intravenous immunoglobulin + plasmapheresis.
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No of patients/ events Hazard ratio (95% Cl) p
| Age 634/77 0.99 (0.98 to 1.01) 0.70
Gender
Female 273/40 1
Male 361/37 1.49 (0.95 to 2.33) 0.081
Type of donor
Living 169/19 1
SCD 287/27 0.94 (0.52 t0 1.70) 0.86
ECD 178/31 1.95 (1.10 to 3.46) 0.022
Cold ischemia time
<12h 13/17 1
12-24h 226/20 1.42 (0.19 t0 10.63) 0.73
>24h 211/35 3.04 (0.41t0 22.43) 0.27
DGF
No 122/20 1
Yes 214/26 1.37 (0.67 to 2.80) 0.38
HLA mismatch
Class | (A and B) 0.43
0 41/6 1
1 97/8 0.56 (0,19 to 1.63)
2 206/20 0.71 (0.28 10 1.72)
3 161/19 0.90 (0.35 to 2.26)
4 109/19 1.45 (0.57 to 3.67)
Class Il (DR) 0.34
0 232/23 1
1 280/35 1.25(0.73 to 2.11)
2 100/12 1.39 (0.69 to 2.81)
DSA
No 543/57 1
Yes 91/20 2.41 (1.44 t0 4.03) 0.001
DSA number
0 543/57 1
1 63/14 2.40 (1.33t04.31) 0.003
22 28/6 2.45 (1.05 to 5.69) 0.037
PRA Class |
0 282/34 1
1-49% 281/31 1.02 (0.62 to 1.67) 0.91
50-79% 38/5 1.10 (0.43 t0 2.83) 0.83
>80% 33/7 2.22 (0.98 to 5.04) 0.056
PRA Class Il
0 314/33 1
1-49% 265/35 1.47 (0.91 t0 2.39) 0.11
50-79% 31/3 1.09 (0.33 to 3.57) 0.88
>80% 24/6 2.94 (1.22t0 7.06) 0.015
Cross match
Negative 608/72 1
Positive 26/5 1.92 (0.77 10 4.78) 0.15
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Rejection
No rejection 404/25 1
Cellular rejection 213/45 3.61 (2.21 10 5.89) <0.01
Humoral rejection 1717 7.69(3.31 10 17.85) <0.01

SCD: standard criteria donor. ECD: extended criteria donor.

CTI: cold ischemia time. * Data available from 450 patients (of 465 deceased donors)

DGF: delayed graft function, defined as need of dialysis in the first postoperative week. ** Data available from 336
patients (of 465 deceased donors).

HLA: human leucocyte antigen.

DSA: donor specific antibody.

PRA: panel reactive antibodies




Table 4. Factors associated with graft loss in multivariate analyses
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Hazard ratio (95% CI) p

PRA Class |

0 1

1-49% 0.81 (0.48 to 1.36) 0.42

50-79% 0.81 (0.29 to 2.23) 0.69

280% 2.44 (0.98 to 6.06) 0.054
DSA

No 1

Yes 2.21 (1.24 to 3.95) 0.007
Rejection

No rejection 1

TCMR 3.99 (2.41 to 6.59) <0.001

AMR 8.41 (3.53 t0 20.03) <0.001

SCD: standard criteria donor. ECD: extended criteria donor.
PRA: panel reactive antibodies

DSA: donor specific antibody.

TCMR: T-cell mediated rejection

AMR: antibody mediated rejection



Figure 1. Death censored kidney graft survival according to the presence of donor specific

antibodies (DSA)
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Figure 2. Death censored kidney graft survival according to source of donor in DSA group
and non-DSA group.
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4. Consideragoes finais

Estudos realizados na ultima década vem demonstrando a importancia
dos anticorpos anti-HLA especificos contra o doador na sobrevida do enxerto
renal. O avango nos métodos de identificacdo desses anticorpos tem
sinalizado para a necessidade de estudos que demonstrem qual o impacto
desses anticorpos, especialmente aqueles com baixos niveis de
fluorescéncia, ja que as técnicas modernas sao altamente sensiveis.

Identificar e tentar estabelecer o risco associado a presenca desses
DSA é importante e deve ser individualizado, levando-se em consideragao o
risco da imunossupressao intensa nesses pacientes.

Esse estudo mostrou o impacto negativo na sobrevida do enxerto
renal na presenca de DSA pré-formado, possibilitando um melhor
entendimento dos riscos associados ao transplante nestes receptores,

especialmente quando o doador falecido apresenta critérios expandidos.
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5. Anexos

5.1. Definicdo UNOS para doador com critérios expandidos:

Doador falecido com idade superior a 60 anos; ou com idade superior
a 50 anos com dois ou mais dos seguintes: historia de hipertensao,
creatinina mais recente maior ou igual a 1,5mg/dL, ou morte resultante de

acidente vascular cerebral (AVC).
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