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RESUMO

Introducdo: a bidpsia renal pré-implante ¢ uma ferramenta diagndstica na decisdo de
aceitar enxertos de doadores falecidos com critérios expandidos. O papel das alteragdes
histopatologicas nos compartimentos renais como fator progndstico na fungao e sobrevida
do enxerto tem apresentado resultados conflitantes.

Objetivos: Avaliar a presenca de alteragdes cronicas nas bidpsias renais pré-implante e
correlacionar os achados com a funcgdo e sobrevida do enxerto em um, trés e cinco anos
pos-transplante.

Materiais e métodos: 430 biopsias foram analisadas entre 2006 e 2013 na Santa Casa de
Porto Alegre, incluindo doadores falecidos padrio e com critérios expandidos. As
alteragdoes foram graduadas de acordo com os critérios de Banff. A taxa de filtracao
glomerular foi calculada pela formula CKD-EPI. A sobrevida do enxerto foi calculada pelo
método de Kaplan-meier. As variaveis clinicas que interferem no desfecho do enxerto
foram avaliadas pela regressao de Cox.

Resultados: Houve redugdo na sobrevida e fungdo do enxerto nos periodos, conforme o
grau de alteracdes cronicas em todos os compartimentos renais. A glomeruloesclerose (GS)
foi um fator de risco independente para perda do enxerto. GS acima de 25% representa
aumento de 10.680 no risco de perda do enxerto.

Conclusdo: Peso maior deve ser dado a GS na decisdo de aceitar o enxerto. Receptores de
rins com mais de 25% de GS tiveram evolugdo menos favoravel em nosso estudo.

Palavras-chave: transplante renal, bidpsia pré-implante, sobrevida enxerto.
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ABSTRACT

Introduction: Pre-implantation kidney biopsy is a diagnostic tool used for deciding whether
to accept an expanded-criteria deceased donor graft. However, the study of
histopathological lesions in renal compartments as prognostic factors for graft function and
survival has led to conflicting results.

Objectives: This study aimed to evaluate the presence of chronic lesions in pre-
implantation kidney biopsies and correlate the findings with graft function and survival at
one, three, and five years post-transplantation.

Materials and methods: 430 kidney biopsies from standard and extended-criteria deceased
donors were analyzed between 2006 and 2013 at the Hospital Santa Casa de Porto Alegre.
Lesions were graded according to the Banff criteria. The glomerular filtration rate was
calculated by the CKD-EPI equation. Graft survival was calculated by the Kaplan-Meier
method. Clinical variables related to graft outcome were assessed by Cox regression
analysis.

Results: The decrease in graft survival and function at the analyzed periods was related to a
greater degree of chronic lesions in renal compartments. Glomerulosclerosis (GS) was an
independent risk factor for graft loss.

Conclusion: Chronic lesions in any renal compartment should be taken into account in the
clinical decision of accepting the kidney, but a greater weight should be given to
glomerulosclerosis. Kidney recipients with more than 25% glomerulosclerosis had a less
favorable outcome in our study.

Keywords: renal transplantation, pre-implantation biopsy, graft survival.



1. INTRODUCAO

Antes de 1970, as opgOes terapéuticas para os pacientes com insuficiéncia renal
cronica eram muito limitadas. Somente uma pequena parcela de pacientes tinha acesso ao
tratamento dialitico. Atualmente o tratamento de substituicdo da funcdo renal esta
amplamente difundido. As op¢des sdo hemodialise, didlise peritoneal e transplante renal.
No entanto, apesar dos inumeros avangos médicos e tecnoldgicos, os pacientes que sao
tratados com dialise, frequentemente permanecem debilitados. Sintomas constitucionais de
fadiga e mal estar persistem apesar do manejo da anemia. Doenga cardiovascular
progressiva, neuropatia autdbnoma e periférica, doengas Osseas e disfungdo sexual sdo
complicagdes comuns (Danovitch, 2005).

Neste contexto, o transplante renal promove uma terapia custo-efetiva que melhora
a qualidade de vida e que pode ser oferecido para a maioria dos pacientes com
insuficiéncia renal cronica (Evans e cols., 1998). As principais doengas causadoras de
insuficiéncia renal com indicagdo para transplante renal sdo: diabetes, nefroesclerose
associada a hipertensao, doenga renal policistica, e varios tipos de doencas glomerulares,
entre elas, mais comumente, nefropatia por IgA e glomeruloesclerose segmentar e focal
(Cecka, 2003).

Dos 16.119 transplantes realizados dos Estados Unidos em 2007, 10.082 foram
provenientes de doadores falecidos e 6.037 de doadores vivos. Dados mais recentes, de
2016, mostram que dos 19.060 transplantes renais realizados, 13.431 eram de doadores
falecidos e 5.629 de doadores vivos. Até abril de 2017, o nimero de candidatos a
transplante renal aguardando em lista era de 97.816 (UNOS), indicando uma taxa de
pacientes transplantados de cerca de 20% do total da demanda. Este problema ¢ semelhante
na maior parte dos paises Europeus, sendo a baixa oferta de 6rgdos o maior obstaculo ao
desenvolvimento dos programas de transplante, impondo severos limites no niimero de
pacientes que poderiam se beneficiar desta forma de terapia em todo o mundo. O desafio
de expandir o nimero de doadores tem levado a comunidade médica a procurar novas
alternativas relacionadas as ofertas de 6rgaos. Uma das estratégias utilizadas para aumentar
a disponibilidade de rins para transplante foi a expansdo dos critérios de aceitagdo de
doadores falecidos, o que inclui 6rgdos que ha alguns anos atras eram considerados
inadequados. Desta maneira, 6érgaos de doadores com mais de 55 anos, doadores com

histéria conhecida de hipertensao ou diabete melito, tém sido utilizados com mais
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frequéncia. Entretanto, poucos dados ainda estdo disponiveis a respeito da sobrevida a
longo prazo destes enxertos (Remuzzi, 2006). Varios estudos correlacionam, além de
dados clinicos, escores histopatologicos de cronicidade dos rins dos doadores com a fungao
e sobrevida do enxerto. Neste contexto, a bidpsia renal pré-implante tem um papel

essencial na avaliacdo de 6rgdos provenientes de doadores com critérios expandidos.

2. REVISAO DA LITERATURA

Breve historia do transplante renal

A primeira demonstragao publica de um transplante renal bem sucedido foi feita
por Emerich Ullmann, em marco de 1902, em Vienna. Ele demonstrou um autotransplante
de rim no pescogo de um cachorro, com producdo visivel de urina do ureter para a pele,
durando 5 dias. Neste mesmo ano, o primeiro transplante de rim em um paciente, com
enxerto proveniente de um porco, foi realizado sem sucesso (Druml, 2002).

Em 1912, Alexis Carrel recebeu o prémio Nobel pelo desenvolvimento de uma
técnica de sutura vascular término-terminal, a qual ¢ amplamente utilizada em transplantes
até os dias atuais (Carrel, 1902).

O primeiro transplante de rim humano ocorreu em 1936, conduzido pelo Dr. Yu Yu
Voronoy , na Ucrania. O doador era ABO incompativel e o rim nunca funcionou, apesar
dos vasos estarem patentes no momento da autopsia, dois dias depois. Em 1951, sete casos
de transplante renal temporario (enxerto removido apos recuperagdo de quadro agudo de
insuficiéncia renal) foram documentados em Paris. Um deles foi o primeiro transplante
com doador vivo relacionado (mae para filho). O rim funcionou sem nenhum
imunossupressor por vinte e dois dias e entdo foi rejeitado (Hamilton, 1994). O primeiro
transplante com sucesso foi entre gémeos idénticos, realizado em 1954. O receptor
sobreviveu por oito anos e faleceu de recorréncia da doenga.

Experimentos mal sucedidos com enxertos de pele em sobreviventes de guerra
levaram a defini¢do de que eventos imunoldgicos estariam implicados no processo de
rejeicdo. Em 1959, Robert Schwartz e William Dameshek descobriram propriedades
imunossupressoras do 6-mercaptopurina. A descoberta da Azatioprina rendeu o prémio
Nobel de 1988 a Gertrude Elion e George Hitchings. Ela mostrou-se mais benéfica e

menos toxica em enxertos renais de cachorros. Joseph Murray introduziu o uso da
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Azatioprina em humanos, combinado com corticosterdides, o que mostrou resultados
satisfatorios em transplantes renais na década de 60. Novas terapias imunossupressoras
fazem parte do arsenal terapéutico utilizado ainda hoje, como globulina antitimécitos
(ATG), Ciclosporina A, anticorpo monoclonal (okt3), acido micofenolico, tacrolimo, e

anticorpos monoclonais antirreceptor de interleucina 2 (Janette, 2007).

Procedimento cirargico

O rim do doador ¢ usualmente implantado na fossa iliaca direita. A artéria renal ¢
anastomosada de forma término-lateral com a artéria iliaca externa ou menos comumente
término-terminal com artéria hipogastrica. A veia renal ¢ anastomosada término-
lateralmente com a veia iliaca externa. O ureter ¢ implantado na bexiga do receptor na

maioria dos casos pela técnica de Lich-Gregoir. (Anders e cols., 2000; Jerius e cols., 2000).

Antigenos envolvidos no transplante

- Complexo Principal de Histocompatibilidade: antigenos de histocompatibilidade
sdo antigenos de superficie celular capazes de induzir uma resposta imunolégica em um
receptor geneticamente distinto (aloenxerto), resultando em rejei¢ao dos tecidos e células.
Os genes que codificam estes antigenos residem no brago curto do cromossoma humano 6
(Chinen e cols., 2010). Estes genes codificam proteinas soliveis ligadas a membrana
celular, que se dividem em 3 classes: I, II e III, com base na sua distribui¢do, estrutura e
funcao (Klein e cols., 2000).

Antigenos classe | estdo presentes em todas as células nucleadas e sdo compostos
por uma cadeia pesada alfa codificada pelos genes nos loci HLA-A, HLA-B e HLA-C do
cromossoma 6, associados a uma beta2-microglobulina (Klein e cols., 2000). Antigenos
classe II tém uma distribuicdo mais limitada no tecido e sdo expressos somente em
linfécitos B, linfocitos T ativados, mondcitos, macréfagos, células de Langerhans, células
dendriticas, endotélio e células epiteliais. Antigenos classe III determinam a estrutura de 3
componentes do sistema complemento: C2, C4 e fator B (Klein e cols., 2000; Marsh e

cols.,2009).
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- Sistema ABO: A incompatibilidade ABO ndo causa estimulagdo em culturas
mistas de leucdcitos, indicando que a compatibilidade ABO ¢ muito menos importante que
a compatibilidade HLA na sobrevida do enxerto. Entretanto, a incompatibilidade ABO
pode resultar em rejeicdo hiperaguda de enxertos com irrigagdo terminal, como rim e
coragdo, sendo uma das explicacdes o fato dos antigenos do grupo ABO serem altamente
expressos nos enxertos renais e cardiacos, principalmente de pacientes do grupo sanguineo

A ou B (Kissmeyer-Nielsen e cols., 1966; Thielke e cols., 2007).

Avaliagdo da compatibilidade doador/receptor

A prova cruzada, também denominada crossmatch, ou tradicionalmente teste de
linfotoxicidade, ¢ de fundamental importincia na sobrevida do enxerto renal (Vieira,
2001). E realizada incubando-se os linfocitos do doador com o soro do receptor. O teste
determina se o soro do receptor contém anticorpos pré-formados contra os antigenos HLA
do doador. Os anticorpos pré-formados podem mediar uma rejeicao hiperaguda, a qual leva
a perda do enxerto (Hricik, 2002). Atualmente, muitos laboratorios de imunologia de
transplante utilizam a técnica de ensaio de fase solida (Luminex), que ¢ mais precisa e
sensivel para avaliar a presenca de anticorpos pré-formados nos pacientes em lista de
espera para transplante. A prova cruzada por citometria de fluxo tem sido mais
empregada também por ser mais sensivel para detectar anticorpos pré-formados contra os

antigenos do doador. (Tait, 2013).

Tipos de doadores

O curso do transplante depende da origem do 6rgao (doador falecido, doador vivo
relacionado, doador vivo ndo relacionado) e da compatibilidade entre o doador e o

receptor.

a) Doadores vivos

- Isoenxertos: entre gémeos monozigoticos. Nao necessita imunossupressao € nao
sdo rejeitados. Entretanto, tem uma alta incidéncia de recorréncia da doenga original
(Janette, 2007).

- Aloenxertos
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e Enxertos HLA idénticos: possuem genes HLA idénticos no cromossomo 6, mas diferem
randomicamente nos antigenos ndo-MHC de histocompatibilidade (menores). Em geral,
estes enxertos evoluem bem, com 96% de sobrevida em 1 ano, mas t€ém potencial de
desenvolverem rejeicdo aguda (Krieger e cols., 2003).

e Enxertos HLA-Haploidénticos: pais, filhos, irmdos. Possuem um locus MHC em uma
regido comum do cromossomo 6, mas diferem em outros antigenos MHC e nao-MHC. O
prognostico ¢ significativamente pior que os enxertos HLA idénticos (Cecka e cols., 2003).

e Enxertos HLA distintos: tipicamente oriundos de um conjuge ou amigo. A evolugdo deste

transplante pode ser semelhante a enxertos Haploidénticos (Cecka e cols., 2003).

b) Doadores falecidos com morte encefilica

Representam a maior parte dos enxertos utilizados em todo mundo. Os 6rgaos
solidos em geral sdo provenientes de pacientes com morte encefalica e batimentos
cardiacos preservados. Frequentemente sdo vitimas de traumatismo craniano, acidentes
vasculares cerebrais, anodxia cerebral e tumores cerebrais primarios sem doenga
metastatica. Os critérios de aceitabilidade do doador ndo sdo absolutos, existindo algumas
controvérsias. A decisdo de oferecer um determinado rim para um paciente em particular,
especialmente se o rim ndo € o “ideal”, e a decisdo pelo paciente de aceita-lo, ¢ uma das
dificuldades encontradas nos servigos de transplante (Danovitch, 2005).

Existe uma variabilidade significativa na qualidade dos rins de doadores falecidos
que sdo utilizados para o transplante. A qualidade do rim do doador tem um efeito direto
sobre importantes resultados clinicos, como rejeicdo aguda, atraso na fun¢do do enxerto e
sobrevida do paciente e do enxerto.

A primeira classificagdo codificada dos rins de doadores falecidos com morte
encefalica foi implementada em outubro de 2002 (Metzger e cols., 2003; Sung e cols.,
2005). Ela foi baseada no estudo de Port e cols. (2002), que observaram um risco de perda
de enxerto acima de 70% dos rins de doadores classificados com doadores com critérios
expandidos (DCEs), os quais foram oriundos de doadores idosos (>60 anos) ou doadores
com idade entre 50 e 59 anos e que possuem duas das seguintes trés caracteristicas:
Hipertensdo arterial sistémica, creatinina sérica final >1,5 mg / dl, ou morte por acidente
vascular cerebral. A idade avangada do doador foi a varidvel mais significante quando se
definiu um doador com critérios expandidos (Port e cols., 2002). Alguns poucos estudos

mostram o impacto de outras 3 variaveis nesta defini¢do: acidente vascular cerebral como
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causa da morte, hipertensado arterial sist€émica e o aumento da creatinina sérica. AVC como
causa de morte esta associado com uma pior sobrevida do enxerto (Johnston e cols., 2006)
ou uma maior prevaléncia de nefropatia cronica do enxerto. Hipertensao arterial sistémica
de longa data esta associada com menor sobrevida do enxerto (Port e cols., 2002).

A referéncia de doador falecido ideal foi definida pelos seguintes critérios: idade
entre 10 e 39 anos, sem histéria de hipertensdo, causa do o6bito outra que ndo acidente

vascular cerebral e creatinina sérica final abaixo de 1,5mg/dL (Port e cols., 2002).

¢) Doacao apos morte circulatoria

O doador apds a morte circulatoria (DCD) refere-se ao doador que ndo cumpre os
critérios de morte encefalica, mas em que a parada ou cessacao da fun¢do cardiaca ocorreu
antes da obtencdo dos orgaos. O doador DCD foi anteriormente referido como doador
“non-heart-beating”. As categorias DCD abrangem quatro subgrupos, dependendo das
circunstancias ¢ da forma em que ocorreu a parada cardiaca (classificagio Maastricht)
(Kootstra e cols., 1995), mas apenas dois subtipos de DCD sdao de uso comum (DCD
controlado ¢ DCD nao controlado (Kootstra e cols., 2007). A Organ Procurement and
Transplantation Network (OPTN) define um DCD controlado (cDCD) como "um doador
cujo suporte de vida serd retirado e cuja familia tenha dado consentimento por escrito para
a doagdo de orgaos no ambiente controlado do bloco cirtrgico". O cDCD descreve uma
situagdo em que a estabilidade hemodinamica do doador e a fungdo respiratoria ¢ mantida
até que o doador seja extubado em um ambiente controlado do bloco cirurgico, ou na

'

unidade de terapia intensiva. O DCD nao controlado (uDCD) ¢ definido como "um
candidato que falece na sala de emergéncia, ou em outro lugar do hospital antes do
consentimento para a doacao de 6rgaos e os cateteres sao colocados nos vasos femorais e
peritonio para refrigerar os 6rgdos até o consentimento ser obtido (Kootstra e cols., 2007,

Rao e cols., 2009).
Indice de Perfil do Doador Renal (KDPI)
A alocagdo de rins de doadores falecidos tornou-se mais complexa devido ao

crescente espectro de idade e comorbidades de doadores e receptores. Véarios sistemas de

pontuagdo foram propostos para avaliar a qualidade dos doadores falecidos de rins, com



15

base em parametros clinicos, anatomopatologicos, ou combinados para prever o risco de
faléncia do enxerto renal. No entanto, além da forma dicotomica entre doadores padrio e
DCE, nenhum dos outros tem sido utilizado na pratica clinica, devido a inimeros motivos,
que vao desde a falta de validagao robusta, até¢ os desafios técnicos associados a avaliagao
de biopsias de doadores (Lee e cols., 2015).

O Comité de Transplantes de Rim da United Network Organ Sharing (UNOS)
aprovou recentemente uma nova politica de alocagdo que se baseia em um indice de risco
do doador renal (KDRI) e que represente o risco relativo de faléncia pos-transplante do
enxerto de um doador falecido em comparagdes com a média dos doadores do ano anterior.
O KDPI ¢ um escore numérico adicional, que resulta da classificagdo do KDRI do 1° ao
100° percentil, com referéncia a uma determinada coorte de doadores da OPTN
(Gandolfini e cols., 2014).

O KDPI ¢ derivado de 10 fatores do doador: idade, altura, peso, etnia, historia de
diabetes ou de HAS, causa da morte, creatinina sérica, presenca ou ndo de hepatite C e
estado circulatério do doador apds a morte (Liapis e cols., 2017).

O KDRI foi estabelecido em 69.440 adultos, receptores ABO compativeis,
transplantados com rim Unico de doador falecido nos EUA entre 1995 e 2005, por um
modelo de regressdo de risco proporcional de Cox multivariado, que avaliou os dados do
doador com a evolucao do enxerto (Lee e cols., 2015). Os 10 fatores diferentes sdo os
indicativos da qualidade dos rins do doador e da massa de néfrons. A idade tem o maior
impacto no KDRI, e ainda mais, quando a idade ¢ > 50 anos. Cada ano adicional foi
associado a um risco adicional significativo de 1% de falha no enxerto. O KDRI também
aumenta quando o doador tem menos de 18 anos. O KDRI aumenta em casos de doadores
afro-americanos, presenga de diabetes e hipertensdo, sorologia positiva para HCV, doacao
ap6s morte circulatoria e AVC como causa da morte. Fatores como o tabagismo e o género
do doador foram examinados, mas ndo foram estatisticamente significativos em sua
associacdo com perda de enxerto. (Lee cols., 2015)

Em adigdo, varios fatores relativos ao receptor € / ou procedimento do transplante
(tempo de isquemia fria, grau de incompatibilidade de HLA, rim tnico versus duplo versus
“en-bloc”) também podem ser usados para calcular um KDRI “completo” (Rao e cols.,
2009). Uma vez que esses fatores geralmente ndo sdo conhecidos no momento em que as
ofertas sdo feitas, o0 KDRI somente do doador ¢ a versao que foi implementada (Massie e

cols., 2011). Até recentemente, o doador de referéncia (KDRI = 1,00) foi definido como
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um homem ndo-afro-americano de 40 anos de idade, altura 1,70 m, peso 80 kg, com uma
creatinina sérica de 1,0 mg / dL, sem diabetes, hipertensdo ou AVC como causa da morte,
que ¢ HCV negativo e com morte encefalica. Um KDRI de 1 ¢ o do doador mediano (50°
percentil) do ano civil anterior. Em resumo, o KDRI ¢ uma estimativa do risco relativo de
faléncia do enxerto de rim pods-transplante de um doador falecido em particular em
compara¢do com o doador mediano (Lee e cols., 2015).

O KDRI geralmente varia de 0,5 a 3,5: valores mais elevados estdo associados a
uma menor expectativa de sobrevida do enxerto e vice-versa (Rao e cols., 2009). Com base
neste KDRI, o KDPI foi determinado: um mapa numérico para expressar a qualidade do
rim do doador em relagdo a outros rins. Por exemplo, um doador com um KDPI de 90%
tem um KDRI superior a 90% dos doadores na populacdo de referéncia escolhida. Os
valores mais baixos do KDPI estdo associados a maior qualidade do doador e vice-versa
(Lee e cols., 2015).

Os dados dos doadores necessarios para calcular o KDRI estdo disponiveis na
maioria das organizagdes europeias de captacdo de o6rgdos, como a Eurotransplant, no
momento da oferta do doador. A calculadora KDRI / KDPI ¢ acessivel gratuitamente na
web (http://optn.transplant.hrsa.gov), permitindo o seu calculo para cada oferta de doador

(Figura 1).

O papel da biopsia na avaliacao do enxerto renal

Apesar da demanda por doadores de rins exceder em muito o nimero de 6rgdos
disponiveis, a taxa de descarte de 6rgaos permanece acima dos 40%. A biopsia do doador,
também chamada de biopsia pré-implante, ¢ utilizada na maioria dos centros
transplantadores em conjunto com os dados clinicos para decisdo de aceitar ou ndo os
orgaos oferecidos (Liapis e cols., 2017). Varios esquemas de andlises destas biopsias, bem
como escores histopatoldgicos foram propostos. Nenhum deles ainda ¢ consistentemente
preditor do progndstico pos-transplante. Em uma recente revisdo sistematica, foram
identificados 15 sistemas de escore semiquantitativos propostos. A percentagem de
esclerose glomerular global foi o critério mais frequentemente examinado e falhou em
predizer a faléncia do enxerto em 7 de 14 estudos. Os resultados sdo todos heterogéneos e
frequentemente os autores ndo concluem quais critérios histopatologicos se correlacionam

com evolugdo pds-transplante (Wang e cols., 2015).
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Os tipos mais comuns de bidpsias pré-implante sdo a biopsia em cunha, realizada
retirando-se um pequeno fragmento superficial do cortex renal de forma aleatoria pelo
cirurgido e a biopsia por agulha. Biopsias em cunha t€ém a vantagem de obter uma maior
amostra tecidual com menor chance de complica¢des e de lesdo do 6rgao, visto que sdo
feitas do cortex superficial. Entretanto, as amostras dessa localiza¢cdo podem apresentar um
viés de distribuicdo do processo de senescéncia, visto que a maioria dos glomérulos
esclerosados encontram-se em regido subcapsular (Muruve e cols., 2000; Kanzaki e cols.,
2013). A prevaléncia da senescéncia glomerular ¢ maior abaixo da cépsula do rim
comparado ao restante do cortex. Desta forma, a bidpsia em cunha pode mostrar uma taxa
maior de glomeruloesclerose, que ndo necessariamente ¢ representativa da verdadeira
histologia do rim. A bidpsia por agulha tem a vantagem de amostrar cortex superficial e
profundo, porém ¢ limitada por constituir-se de amostra pequena de tecido, além de maior
risco de sangramento (Muruve e cols., 2000; Kanzaki e cols., 2013). Um estudo avaliou o
quanto as biopsias de rins cadavéricos obtidas de Orgdos recusados para transplante
representam a taxa de glomeruloesclerose total do rim. Foram estudados 9 rins obtidos de 5
doadores, sete deles descartados devido a bidpsia desfavoravel e dois devido alteragdes
anatomicas. A percentagem de glomerulosclerose encontrada nas bidopsias em cunha no
momento da captagdo do 6rgdo foi comparada com a taxa de glomeruloesclerose vista em
seccoes de tecido cortical superficial e profundo obtidas do mesmo 6rgido. O estudo
mostrou que as bidpsias em cunha tendem a exagerar o grau de glomeruloesclerose de um
rim particular, quando comparado com os cortes de outras areas corticais. Esse estudo
também mostra que a glomeruloesclerose ndo ¢ um processo uniforme: varios graus de
glomeruloesclerose podem ser vistos em diferentes partes do rim. Em uma unica amostra,
foi identificada a variacdo acima de 6%. Comparando a média de glomeruloesclerose de
cortes da cortical do rim com a média do mesmo numero de cortes de areas subcapsulares
do mesmo o rim, foi observado que a maior parte da glomerulosclerose nesses rins €
concentrada em regides subcapsulares. A glomeruloesclerose subcapsular variou de 8 a
31% com média de 17% enquanto em cortes de outras regides corticais variou de 3 a 15%
com uma média de 7% (p< 0.001) (Muruve e cols., 2000).

Um terceiro método publicado por um grupo em Viena, na Austria, e citado nas
recomendacdes germanicas para biopsia pré-implante de doador de rim € a utilizagdo de
biopsia com punch de pele de 3 milimetros (Pisarski e cols., 2015). O resultado dessa

técnica ndo tem sido ainda validado em outras instituigdes, mas ¢ recomendada pelo grupo
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germanico baseado em experiéncias pessoais ainda ndo publicadas. Segundo eles, a biopsia
¢ adequada para tecidos corticais de forma a ter boa representatividade de glomérulos e
artérias com o minimo de trauma ao rim do doador. Segundo as recomendacgdes do
Consenso Banff Working Group (Liapis e cols., 2017) uma ampla bidpsia em cunha com
uma boa amostragem cortical ¢ mais provavel de ter um numero significativo de
glomérulos do que uma bidpsia por agulha ou biopsia por punch, mostrando-se superior a
estas duas ultimas técnicas. O consenso também documentou que as bidopsias em cunha sao
frequentemente subcapsulares e ndo tem profundidade suficiente para amostragem de
vasos. Um estudo documentou qual deve ser o tamanho da amostra, baseado no nlimero de
glomérulos que contém, capaz de determinar a habilidade dessas bidpsias em predizer a
evolugdo do transplante. Esses investigadores concluiram que pelo menos 25 glomérulos
devem estar presentes na biopsia para ela ser considerada adequada (Wang e cols., 1998).
Por outro lado, Lopes e cols. (2005) advoga o nimero minimo de 10 glomérulos para a
amostra de bidpsia renal pré-implante ser considerada adequada.

Outro aspecto da andlise da biopsia pré-implante que deve ser levado em
consideragdo ¢ o método de processamento. A maior parte dos centros de transplantes
utiliza o método rapido de congelagdo para avaliagdo do dano relacionado ao doador. Sdo
necessarios estudos sistemdticos para avaliar o grau de diferenca de interpretagdo da
bidpsia fixada em parafina e da bidpsia submetida a processamento rapido de congelagao,
embora seja sabido que a técnica de fixagdo em parafina obtém cortes histologicos de
qualidade superior. A necessidade de um técnico de histopatologia disponivel, bem como o
tempo necessario de fixagdo e processamento do material dificulta a utilizagdo da técnica
em parafina. Goumenos e cols. (2010) estudaram 74 biopsias renais de doadores
submetidas a processamento rapido de congelacdo e posterior fixacdo em parafina e
compararam os resultados das duas técnicas. Embora glomeruloesclerose e arteriosclerose
tenham sido subestimadas no material de congelac@o, enquanto a necrose tubular aguda e a
fibrose intersticial foram superestimadas, as diferengas ndo foram estatisticamente
significativas. Alteragdes artefatuais do tecido congelado podem ocasionar edema
intersticial levando a falsa interpretacdo de fibrose, bem como alteracdo em células
epiteliais tubulares serem erroneamente interpretadas como necrose tubular aguda. Liapis e
cols. (2017) avaliando a concordancia interobservador comparando bidpsia por agulha
congelada versus bidpsia por agulha fixada em parafina encontrou uma excelente

correlagdo apenas no numero de glomérulos no material congelado e pouca correlagdo para
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os demais parametros. J4 no material de biopsia por agulha fixado em parafina observou-se
uma excelente correlacdo entre o nimero de glomérulos e o niimero de glomérulos
globalmente esclerosados e uma boa correlacao entre a fibrose intimal arterial. Os outros
compartimentos histologicos tiveram uma correlacao fraca, incluindo a fibrose intersticial
e atrofia tubular. A comparagdo de biopsias em cunha congeladas com cortes
correspondentes do material fixado em parafina mostrou uma reprodutibilidade
comparavel. A arteriolosclerose hialina foi a Unica variavel que mostrou uma discrepancia
significativa entre as duas preparagdes; no material congelado a avaliagdo de
arterioloesclerose hialina mostrou uma pobre correlagdo comparado ao material fixado em
parafina. A lesdo tubular aguda mostrou uma fraca correlacdo independente da técnica de
preparagao do tecido.

O estudo de Banff (Liapis e cols., 2017) mostrou um grau de superioridade de
biopsias em cunha congeladas, quando comparadas a biopsias por agulha. Uma das
hipoteses destacada no artigo pode ser relacionada a falta de padronizagdo das bidpsias por
agulha. Diferentes espessuras de agulha levam a diferentes graus e tamanhos de amostras.
Isto ndo acontece nas amostras em cunha, que sao padronizadas.

Outro fator menos considerado na avaliagdo da bidpsia renal do doador ¢ o nivel de
experiéncia do patologista que estd fazendo a leitura da biopsia. Em varios estudos que
documentam o valor da bidpsia em predizer a fungdo do enxerto, as bidpsias sdo avaliadas
e graduadas por patologistas renais experientes em transplante. Entretanto, na pratica diaria
em varios centros, essas biopsias sdo lidas por patologistas generalistas, com pouca ou
nenhuma especializagdo em patologia renal (Hass, 2017). Azancot e cols. (2014)
questionaram diretamente o quanto a experiéncia do patologista e o seu treino pode
influenciar na reprodutibilidade do escore histopatoldgico das biopsias de 122 doadores de
rins cadavéricos. Os resultados da leitura da biopsia pelos patologistas generalistas foram
comparados com o mesmo material avaliado por patologistas renais treinados. Os autores
encontraram que os patologistas generalistas tendem a superestimar a quantidade de dano
cronico nas bidpsias. Esses patologistas graduaram 39 bidpsias como tendo alteragdes
cronicas avancgadas e 10 delas, como sendo inadequadas para transplantes, comparadas
com 25 e 8 bidpsias, respectivamente, graduadas por patologista renais. Desta forma,
baseado na andlise de patologista generalista, mais rins de doadores sdo descartados e mais
receptores de centros que fazem transplante duplo recebem dois rins ao invés de um so.

Outro dado destes mesmos autores ¢ que o escore de dano cronico determinado por
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patologistas renais foi associado de forma independente a taxa de filtragdo glomerular em
12 meses apos o transplante em uma analise multivariada. J& os escores de dano cronico
determinados por patologista generalista ndo foram significativamente associados com a
taxa de filtragdo glomerular em 12 meses pos-transplante. Os autores sugerem treinamento
dos patologistas encarregados da interpretacdo da bidpsia de doadores. Outra alternativa ¢é
a patologia digital. Liapis e cols. (2017) documentaram que slides digitais sdo equivalentes
a laminas histologicas na interpretagdo das biopsias renais de doadores, incluindo o
material congelado. No entanto, essa pratica ¢ inviavel financeiramente em grande parte

dos centros devido aos custos do scanner digital (Hass, 2017).

A biopsia renal pré-transplante e os estudos de correlacio com a funcio e

sobrevida do enxerto

O valor dos achados da bidpsia do doador ¢ muito discutido como um preditor
independente da qualidade do doador além dos parametros clinicos. Em 1995, o uso de
biopsias de rotina pré-transplante foi defendido para doadores mais velhos (> 50 anos) e
aqueles com AVCs ndo traumaticos. Em uma anélise retrospectiva de 65 bidpsias pré-
tranplante, uma porcentagem de mais de 20% de glomeruloesclerose foi associada a uma
incidéncia aumentada de retardo da fungdo de enxerto e evolucao desfavoravel dos rins
transplantados (Gaber e cols., 1995). Esses dados foram reexaminados por Edwards e cols.
(2004) que estabeleceram, em uma coorte de 3444 rins de doadores falecidos, que a
depuragdo da creatinina do doador tem boa correlacio com a sobrevida e a fungdo do
enxerto em 1 ano, mas a porcentagem de glomerulosclerose em bidpsias renais do doador
ndo apresenta correlagdo com estas varidveis. Na mesma linha, um estudo prospectivo de
200 doadores que foram submetidos a uma bidpsia em cunha descobriu que a proporcao de
glomerulosclerose correlacionou-se com a fungdo do enxerto na andlise de regressdo
simples, mas ndo quando a idade do doador foi levada em consideragdo (Pokorna e cols.,
2000). Sung e cols. (2008) analisaram 12.536 rins de DCE, 75% dos quais foram
biopsiados. Embora ndo existisse associagdo entre a porcentagem de glomeruloesclerose
nos rins de DCE e a evolug@o do enxerto, as taxas de descarte aumentaram gradualmente a
medida que a propor¢do de glomerulosclerose aumentou acima de 10%. Os autores
sugeriram, portanto, que na auséncia de grandes estudos, a porcentagem de

glomeruloesclerose por si s6 ndo deve ser usada como o unico critério para descartar os
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rins doados falecidos. Karpinski e cols. (1999) estudaram bidpsias pré-transplante de 34
doadores. A andlise histopatologica renal do doador foi graduada em 0-3 (nenhum a
doenca acentuada) em quatro areas: glomerulosclerose, fibrose intersticial, atrofia tubular e
doenca vascular. Este resultado foi usado mais tarde pelo grupo Remuzzi (Remuzzi e cols.,
2006). Um escore de 3/3 de arterioesclerose do doador foi associado a uma incidéncia de
100% de retardo na fun¢do do enxerto e a uma pior TFG em 1 ano. Na mesma linha,
Bosmans e cols. (2000) relataram que, entre os 50 receptores adultos consecutivos de um
aloenxerto cadavérico, o espessamento fibroso da intima na implantagdao foi o principal
determinante do desfecho funcional e morfolégico em 1,5 anos. Mais recentemente, o
impacto da arterioesclerose moderada e / ou arteriolosclerose no doador foi um preditor
significativo da evolucao do enxerto em DCP e DCE em uma série de 597 receptores de
transplante renal (Kayler e cols., 2008). Em uma revisao sistematica, Wang e cols. (2015)
avaliaram 47 artigos associando biopsia renal pré-implante e predicdo da evolugdo do
enxerto. De 18 estudos examinando associacdo de glomeruloesclerose e evolugdo do
enxerto, 14 avaliaram faléncia do enxerto, dos quais 7 documentaram associagdo entre
glomeruloesclerose e faléncia do enxerto e 7 ndo encontraram associagdo. Sung e cols.
(2008) ndo encontraram GS como um fator de risco independente para faléncia do enxerto
em doadores com criterios expandidos. Da mesma forma, Edwards e cols. (2008) nao
conseguiram documentar que GS> 20% estava associada com faléncia do enxerto em 1
ano. No entanto, estudos de Bajwa e cols. (2007) e Cicciarelli e cols. (2005) usando dados
da UNOS relataram que GS > 5% e > 10%, respectivamente, estava associada a faléncia do
enxerto. Todos os estudos de unico centro relataram associacdes entre diferentes limiares
de GS ¢ faléncia do enxerto (Lin NC e cols., 2010; Arias e cols., 2007), mas varios outros
estudos nao (Cockfield e cols., 2010; Kayler e cols., 2008; Pokorna e cols., 2000; Carrol e
cols., 2008; Lu AD e cols., 2000). Oito estudos investigaram a associa¢ao entre GS e
funcdo do enxerto, com quatro relatos de que GS representava uma pior func¢ao de enxerto.
Escofet e cols. (2003) observaram que cada aumento de 1% na GS foi associado com 0,8
mL/min de redugdo da taxa de filtracao glomerular em 4 anos, enquanto Randhawa e cols.
(2000) mostraram que a razdo de chance para um eTGF <50 mL/min em 1 ano pos-
transplante foi de 2,3 para cada 10% de aumento de GS. No entanto, Koppelstaetter e cols.
(2008); Pokorna e cols. (2000) e Arias e cols. (2007), ndo conseguiram encontrar GS

independentemente associada a funcao de enxerto aos 1, 2 ou 3 anos, respectivamente.
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Cinco estudos relataram associagdo entre lesdo vascular e perda do enxerto (Arias e
cols., 2007; Kayer e cols., 2008; Wang e cols., 1998; Taub e cols., 1994), enquanto trés
ndo encontraram essa associacdo (Oda e cols., 1999; Szanya e cols., 1997; Minakawa e
cols., 1996).

Um grande estudo, ajustado para outros fatores de risco, demonstrou que
arterioesclerose (AS) (mas nao hialinose arteriolar-AH) foi associada de forma
independente com TFG aos 6 meses (Cockfield e cols., 2010). Outros trés estudos também
encontraram associagao de AS e a TFG (Lu Ad e cols.,, 2000; Oda e cols., 1999;
Sulikowski e cols., 2010). No entando, Arias e cols. (2007); Koppelstaetter e cols. (2008);
Taub e cols. (1994); Minakawa e cols. (1996), nao encontraram associagao com AS ou AH
e fun¢ao de enxerto.

O dano tubulointersticial foi mais frequentemente descrito como fibrose intersticial
(IF), atrofia tubular (TA) e / ou necrose tubular aguda (NTA). Arias e cols. (2007),
Cockfield e cols. (2010) e Koppelstaetter e cols. (2008) ndo encontraram associacao entre
dano tubulointersticial e a fungdo do enxerto em 6 meses, 1 ano ou 3 anos. Kuypers e cols.
(1999) mostraram que a funcao de enxerto em 3 meses estava relacionada a presenga de
NTA no doador, enquanto Oda e cols. (1999) mostraram que a funcdo de enxerto em 40
dias era semelhante entre grupos com e sem NTA no doador. Hall e cols. (2014), em um
estudo multicéntrico com 651 biopsias de doadores pré-transplante, ndo encontraram

associagao de NTA e faléncia do enxerto.

Sistemas de escores histopatologicos

Foram propostos pelo menos 15 sistemas de pontuagdo semi-quantitativos (quadro
1). Os elementos mais comuns nestes escores sao GS, AH, AS, IF e TA. A presenca de
"glomerulopatia", expansdo da matriz mesangial (MM), trombos intraglomerulares,
inflamacao intersticial e NTA foram incluidos em alguns (De Vusser e cols., 2013; Cosyns
e cols., 1998).

De Vusser e cols. (2013); Navarro e cols. (2011) e Hofer e cols. (2014) relataram
associacdo com falancia do enxerto, enquanto Re e cols. (2006) e Carta e cols. (2013) nao
encontraram associagdo com GF.

Uma série de estudos examinou a relagdo entre os escores histologicos do doador e

a fun¢do renal em diferentes momentos apos o transplante com resultados controversos.



23

Lopes e cols. (2005) e Ibernon e cols. (2007) encontraram associacdo entre pontuagao
histologica e a TFG em 3 meses. Ugarte e cols. (2005); Anglichean e cols. (2008) e
Azancot e cols. (2014) conseguiram encontrar uma associagao com a TFG em 1 ano poés-
transplante. Kahu e cols. (2011), usando o escore CADI, e Hofer e cols. (2014), usando o
escore CLS, demonstraram que a TFG em 3 e 5 anos, respectivamente, era menor em
pacientes com pontuacao mais altas (ndo ajustadas). No entanto, Cosyns e cols. (1998); Re
e cols. (2006) e Carta e cols. (2013) ndo encontraram associacdo entre 0s escores
histoldgicos e a fung¢ao do enxerto.

O achado mais destacado destes estudos ¢ a auséncia de associacdo consistente
entre os achados da biopsia do doador e os resultados pds-transplante. Talvez, isso decorra
do grande grau de variabilidade na qualidade dos estudos e na anélise das biopsias, bem
como os métodos estatisticos utilizados. A variabilidade nas técnicas de coleta das biopsias
e 0 processamento das amostras também limitam as informagdes que podem ser obtidas
com esses estudos.

As limitagoes de estudos existentes envolvem consisténcia nas ferramentas
utilizadas na avaliagdo histologica e experiéncia em interpretagdo patoldogica. Embora o
esquema de classificacdo de Banff tenha sido projetado para fornecer alguma consisténcia
nos escores de classificagdo, ndo existe uma ferramenta uniforme e abrangente para fins
especificos de definicdo de qualidade histologica em rins de doadores. Na pratica clinica,
GS ¢é muitas vezes o unico achado consistentemente relatado, e outras lesdes, como
vasculopatia, alteracdes tubulares e intersticiais sdo relatadas com pouca freqiiéncia (Wang
e cols., 2015). Uma grande limitacdo nestes estudos ¢ que ndo sdo feitas correlacdes com
os desfechos para os rins que foram biopsiados, mas ndo transplantados e, portanto, ¢
impossivel saber como os rins nao transplantados teriam funcionado. No entanto, Kasiske e
cols. (2014) examinaram os resultados dos rins que foram biopsiados e transplantados, mas
que tinham um rim contralateral ndo transplantado devido aos achados da biopsia. Como a
sobrevivéncia do enxerto de 1 ano foi de 80% para os rins transplantados, pode-se
argumentar que, uma vez que muitos pacientes em lista de espera provavelmente aceitam
um rim com uma taxa de sobrevivéncia de enxerto de 80% em 1 ano, alguns 6rgdos
potencialmente adequados ndo sdo utilizados. A questdo entdo que fica € se as bidpsias
pré-implante, quando usadas rotineiramente em grande escala, contribuem para o descarte

de o6rgaos os quais de outra forma seriam considerados adequados (Wang e cols., 2015).



24

Dada a atual falta de evidéncia de que as bidpsias pré-implante possam prever de
forma confiavel os resultados pds-transplante, pode-se questionar se estas biopsias devem
ser utilizadas, como atualmente sdo, na determinacdo da adequac¢do dos rins para o
transplante. Esta questao foi debatida na Europa, onde as biopsias pré-implante sao usadas
com muito menos freqiiéncia do que nos Estados Unidos (Hopfer e cols., 2013; Cecka e
cols., 2006).

Enquanto as biopsias de rim de doadores falecidos sdo rotineiramente realizadas
nos Estados Unidos para facilitar a decisdo de alocacdo de oOrgdos, a evidéncia de
associagdo com resultados clinicos importantes ¢ fraca. Existe grande variabilidade nas
conclusdes de estudos existentes, a qual ¢ pelo menos parcialmente atribuivel a qualidade
dos proprios estudos.

Embora seja claro que os rins dos doadores com patologia avangada nao sao
adequados para o transplante, os dados existentes ndo permitem a identificagdo rigorosa de
pontos de cortes claros que levam ao descarte de 6rgdos apenas em bases anatdmicas. A
interpretagdo dos achados da biopsia do doador falecido ¢ melhor realizada em conjunto

com os parametros clinicos.

O transplante renal duplo e o papel dos critérios histopatologicos

O programa de transplante renal duplo foi desenvolvido principalmente como um
método para estender o uso de enxertos renais de doadores idosos com critérios
expandidos, que de outra forma seriam desprezados. O paralelo aumento na utilizacdo de
rins unicos provenientes de doadores idosos em todos os programas de transplantes deu
origem a discussdo do quanto o implante de dois rins ¢ melhor que um unico 6rgao
limitrofe na evolugdo e prognostico do enxerto (Sola e cols., 2002). Teoricamente, uma
massa funcional maior proporcionada pelo transplante de dois rins subotimos no mesmo
receptor poderia oferecer uma taxa de filtragdo maior do que aquela oferecida por um
unico rim limitrofe. Esta possibilidade estd documentada por vdarios estudos que
compararam transplantes unicos e duplos de rins de doadores com critérios expandidos (Lu
e cols., 1999; Lu e cols., 2000; Sola e cols., 2002). Dietl e cols. (2000) estudaram 26
pacientes com transplante renal duplo e 10 pacientes com transplante renal unico de

doadores com mais de 65 anos de idade. A sobrevida do paciente e do enxerto em 1 ano foi

semelhante, porém, a creatinina sérica apds 1 ano foi significativamente menor nos
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pacientes que receberam 2 rins. Evolugdes favoraveis com a utilizacdo de dois rins de
doadores com critérios expandidos estdo bem documentadas no banco de dados da UNOS
(Alfrey e cols., 2001) e no estudo de Remuzzi (Remuzzi e cols., 2006) .

Apesar de dados convincentes sobre o beneficio do transplante renal duplo de
doadores com critérios expandidos, atualmente ndo ha protocolos bem estabelecidos para
determinar que Orgdos serdo transplantados isoladamente e quando ¢ mais adequado
utilizar o transplante duplo. Alguns autores sugerem um grau de glomeruloesclerose entre
15 e 50% e depuracdo da creatinina entre 50 e 90 ml/minuto como critérios para exclusdo
de enxerto unico. Transplante renal duplo tem sido indicado quando a idade do doador for
maior que 75 anos, ou quando o doador possui entre 60 e 74 anos e tem uma taxa maior de
15% de glomeruloesclerose (Andres e cols., 2000). Embora protocolos validados para
indicar rins limitrofes tanto para transplante tnico como duplo, ou para despreza-los, nao
estdo disponiveis, Remuzzi (Perico e cols., 2003) propde um algoritmo baseado em
resultados de estudos prospectivos, caso-controle, utilizando rins de adultos com critérios
expandidos, unicos versos duplos, os quais foram selecionados a partir de escores
histopatologicos de dano renal cronico. Doadores elegidos para transplante renal unico ou
duplo sdo identificados por um ou mais dos seguintes critérios: idade acima de 60 anos,
historia de diabetes ou hipertensdo, proteintria. Os rins sdo considerados adequados
somente se ndo houver anormalidades vasculares macroscopicas, o que pode aumentar
significativamente o risco de complicagdes cirargicas. Uma bidpsia realizada nos dois rins
determinard o grau de dano tecidual, de acordo com o escore proposto. Biopsias sao
consideradas representativas se contém pelo menos 25 glomérulos em cada rim. O numero
de glomérulos em esclerose global ¢ expresso em uma percentagem. As lesdes vasculares
sao graduadas pelas artérias mais cronicamente comprometidas. O grau final varia de 0 a
um total de 12 pontos. As bidpsias com escore leve apresentam pontuacao entre 0 e 3.
Biodpsias graduadas como moderadas recebem entre 4 e 6 pontos. Somente rins com
pontuagdo entre 4 e 6 sdo selecionados para transplante duplo. Bidpsias com pontuagdo 3
ou inferior sdo consideradas adequadas para transplante unico. Biopsias com escore 7 ou
maior nao sao aceitas para transplante (Perico e cols., 2003). Um estudo recente utilizando
estes critérios mostrou que a sobrevida dos enxertos renais provenientes de doadores com
mais de 60 anos, alocados, tanto para transplante inico, como duplo com base nos achados
da biopsia pré-transplante, foi similar a sobrevida de enxertos unicos provenientes de

doadores jovens. A sobrevida também foi maior que em transplantes com enxertos unicos
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de doadores com mais de 60 anos, quando os critérios de selecao e alocagdo foram somente
clinicos. (Remuzzi e cols., 2006).

D’Arcy e cols. (2009) analisaram, de 2001 a 2008, a evolug¢do e as complicagdes
aos 3 e 36 meses de 24 pacientes submetidos a transplante renal duplo e compararam os
resultados com um grupo controle de 44 pacientes pareados com a idade do receptor,
porém submetidos a transplante renal unico, baseado na histopatologia. Uma bidpsia em
cunha do parénquima renal foi obtida e realizado exame transoperatério de congelagdo. No
grupo de transplante duplo, comparado ao grupo de transplante Unico, a sobrevida dos
pacientes em 3 meses foi de 92% versus 100% p=0,05) e em 36 meses foi 88% versus 93%
(p=0,41). Uma fungdo renal significativamente melhor em termos de creatinina sérica foi
notada no grupo de transplante duplo apds 1 ano. Os autores concluem que, apesar do
numero pequeno de casos, o uso de o6rgaos que de outra maneira seriam descartados ¢
seguro e eficaz.

Bunnpradist e cols. (2003) revisaram dados da UNOS comparando 403 transplantes
renais duplos com 11033 transplantes tinicos. Eles notaram resultados semelhantes entre os
dois grupos em pacientes com mais de 55 anos. Entretanto, o prognodstico do enxerto foi
inferior no grupo de transplante duplo, com uma func¢do 7% pior em 1 ano e 15% pior em 3
anos, além de uma taxa maior de disfuncdo inicial e trombose do enxerto. Em 2008 foram
publicados os resultados de 80 transplantes renais duplos provenientes de 3 Centros
(Bertelli e cols., 2008). Todos os doadores tinham critérios expandidos e foram alocados de
acordo com critérios histopatologicos de Remuzzi. Disfungdo inicial do enxerto foi
documentada em 37,5% dos casos. A sobrevida do paciente e do enxerto em 3 meses foi de
100% e 95% e em 36 meses de 97% e 93%, respectivamente.

Em estudo prévio realizado na Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre,
incluindo 110 biopsias renais de doadores vivos e falecidos, foi mostrado que o grau de
esclerose glomerular e arterioesclerose bem como a presenga de rejeicdo e retardo na
fun¢do do enxerto foram fatores de risco independentes para pior fun¢do renal em 1 ano
apo6s o transplante (Pégas e cols., 2014). A necessidade de avaliarmos os resultados dos
desfechos dos transplantes renais no longo prazo com a utilizagdo da biopsia pré-implante
como uma ferramenta auxiliar de decisdo, em uma maior amostra de rins de doadores
falecidos padrdao e com doadores com critérios expandidos, motivou a realizacdo desse

estudo.
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4. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista o crescente aumento de pacientes com doenga renal terminal em
tratamento dialitico, com consequéncias deletérias a longo prazo e a baixa oferta de 6rgaos
para transplante, rins de doadores com critérios expandidos sdo utilizados cada vez mais.
Esta alternativa visa solucionar a discrepancia entre o nimero de pacientes na lista de
espera ¢ a baixa disponibilidade de 6rgaos.

No Rio Grande do Sul vem sendo utilizada a bidpsia pré-implante como uma
ferramenta de auxilio na tomada de decisdo de aceite do rim para o transplante. Neste
contexto, este trabalho ir4 avaliar o quanto as alteracdes histopatoldgicas presentes no rim
dos doadores falecidos com e sem critérios expandidos interferem na funcao e sobrevida
do enxerto no longo prazo em uma amostra de pacientes que realizaram transplante renal

na Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivos gerais

- Analisar a prevaléncia de alteragdes histopatoldgicas em bidpsias renais pré-
implante de doadores falecidos com e sem critérios expandidos no servigo de patologia da
Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre, no periodo de janeiro de 2006 a dezembro de
2013.

- Comparar a funcao e a sobrevida do enxerto renal em um, trés e cinco anos apds

o transplante de acordo com as alteracdes histologicas encontradas.

5.2 Objetivos especificos

- Avaliar a interferéncia dos parametros clinicos (idade do doador,
incompatibilidade HLA, reatividade contra painel de células, presenca de anticorpos HLA
especificos contra o doador, tempo de isquemia fria, retardo na fun¢do do enxerto e

episodios de rejeicdo no desfecho final.
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- Analisar isoladamente as alteragdes nos compartimentos renais —
glomeruloesclerose, fibrose intersticial, atrofia tubular e estreitamento vascular —
correlacionando cada item com a fungdo renal em um, trés e cinco anos pos-transplante.

- Tentar estabelecer critérios histopatologicos que se correlacionem com o
progndstico do transplante, ajudando a definir pontos de corte para aceitar ou desprezar o

orgao.
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6. ARTIGO CIENTIFICO

Histological analysis of pre-transplant deceased donor renal biopsies and its
association with long-term graft survival and function.

Abstract:

Introduction: Pre-implantation kidney biopsy is a diagnostic tool used for deciding whether
to accept an expanded-criteria deceased donor graft. However, the study of
histopathological lesions in renal compartments as prognostic factors for graft function and
survival has led to conflicting results.

Objectives: This study aimed to evaluate the presence of chronic lesions in pre-
implantation kidney biopsies and correlate the findings with graft function and survival at
one, three, and five years post-transplantation.

Materials and methods: 430 kidney biopsies from standard and expanded-criteria deceased
donors were analyzed between 2006 and 2013 at the Hospital Santa Casa de Porto Alegre.
Lesions were graded according to the Banff criteria. The glomerular filtration rate was
calculated by the CKD-EPI equation. Graft survival was calculated by the Kaplan-Meier
method. Clinical variables related to graft outcome were assessed by Cox regression
analysis.

Results: The decrease in graft survival and function at the analyzed periods was related to a
greater degree of chronic lesions in renal compartments. Glomerulosclerosis (GS) was an
independent risk factor for graft loss.

Conclusion: Chronic lesions in any renal compartment should be taken into account in the
clinical decision of accepting the kidney, but a greater weight should be given to
glomerulosclerosis. Kidney recipients with more than 25% glomerulosclerosis had a less
favorable outcome in our study.

Keywords: renal transplantation, pre-implantation biopsy, graft survival.

INTRODUCTION

End-stage renal disease is the irreversible stage of kidney failure, requiring dialysis or
transplantation for patient survival. Renal transplantation is the best substitutive treatment
for advanced kidney disease as it is a cost-effective therapy that improves survival and life
quality. The insufficient number of donors in relation to the increasing number of patients
on the waiting list causes an increase in the acceptance of expanded-criteria donor organs,

as defined by the Organ Procurement and Transplantation Network/United Network Organ
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Sharing (OPTN/UNOS). In this context, renal biopsy is a tool used to define whether or

not to accept expanded-criteria donor grafts"*

Literature data regarding to the
relationship between histopathological lesions and the prognosis of transplantation provide
conflicting results. Therefore, this study evaluated how chronic lesions in the glomerular,
interstitial, tubular, and vascular compartments of the kidney correlate with graft survival
and function at one, three, and five years after transplantation.
MATERIALS AND METHODS
This is a retrospective cohort study including 430 renal transplant recipients whose surgery
procedures and pre-implant biopsies were performed at the Hospital Santa Casa de
Misericordia, a Transplantation Center at Porto Alegre, Southern Brazil, from January
2006 to December 2013. Donors were categorized as standard (SD) or expanded criteria
(ECD) according to OPTN/UNOS definitions. Biopsies were performed surgically by the
wedge technique. The histological analysis was performed using formalin fixation and
conventional histological processing of 3-micron thick sections and included three slides
stained with hematoxylin and eosin, one with Masson’s trichrome, one with periodic acid-
Schiff (PAS), and one with periodic acid-Schiff methenamine (PASM).
Morphological analyses were performed by a nephropathologist. Glomerulosclerosis,
interstitial fibrosis, tubular atrophy, and atherosclerosis were scored according to the semi-
quantitative Banff classification’:

e Glomerulosclerosis: absent (< 5%), mild (6—25%), moderate (26-50%), severe (>

50%);
e Arteriosclerosis: absent (0%), mild (< 25%), moderate (26—50%), severe (> 50%);
e Interstitial fibrosis: absent (< 5%), mild (6-25%), moderate (26—50%), severe (>
50%);

e Tubular atrophy: absent (0%), mild (< 25%), moderate (26—-50%), severe (> 50%);
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The glomerular filtration rate (GFR) was estimated by the CKD-EPI equation at one, three,
and five years post-transplantation.

Graft survival was calculated by the Kaplan-Meier method at one, three, and five years
after kidney transplantation.

Quantitative variables were presented as mean and standard deviation. Association of
categorical variables was performed by the chi-square test, Fischer’s exact test, and
continuous variables by ANOVA, adopting a significance level of p < 0.05.

ROC curve analysis was used to establish the cut-offs of glomerulosclerosis > 25% and
GFR < 30 ml/dl.

The following variables were analyzed in the study as factors associated with graft loss:
donor and recipient age and gender, standard or expanded criteria donor, presence of
donor-specific antibodies (DSA) by the recipient, number of HLA-A/B/DR mismatches,
class I and II panel reactive antibodies, occurrence of delayed graft function, occurrence of
acute rejection episodes in the first year post-transplantation, cold ischemia time, and type
of immunosuppressive therapy. Variables were analyzed by univariate and multivariate
statistical methods using the Cox regression model.

Statistical analyses were performed using the SPSS ® (Porto Alegre, Brazil) version 20

software.

RESULTS

Table 1 presents the clinical and demographic characteristics of donors and recipients.
Approximately 60% of the donors and recipients were male, with a mean age of about 50
years. The ratio between SD and ECD donors was approximately 1:1 (SD =49.3%, ECD =
50.7%). In the first year post-transplantation, 41.6% of the recipients suffered an acute

rejection episode, 14.2% had DSA, and 64.9% had delayed graft function.
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Table 2 shows data on the lesions in renal compartments according to the Banff criteria.
The number of glomeruli identified in the biopsies ranged from 6 to 145. Biopsies showing
less than 10 glomeruli that could significantly represent the tubulointerstitial and artery
compartments were included in the study but did not have the glomerular compartment
evaluated or included in the results. Biopsies that had artifacts in the interstitial and tubular
compartments as a result of the intraoperative frozen section examination were not
evaluated in relation to these compartments. Twenty-six biopsies did not show a good
representation of the arteries.

The predominant results in all compartments were the absence of lesions or mild chronic
lesions. Only one biopsy showed severe glomerulosclerosis (> 50%), and this recipient lost
the graft in the first year post-transplantation. Twelve biopsies showed severe
atherosclerosis. No transplanted kidney had severe interstitial fibrosis or tubular atrophy.
Figure 1 shows graft survival in relation to renal compartments at one, three, and five years
after transplantation.

Table 3 shows the results of GFR in relation to renal compartments at one, three, and five
years post-transplantation.

Table 4 shows the analysis of risk factors for graft loss.

The multivariate analysis (Cox regression) revealed the following factors as independently
influencing graft survival (hazard ratio [95% CI]): glomerulosclerosis (1.05 [1.02-1.07]); p
< 0.001, presence of DSA (1.88 [1.05-3.35]; p=0.03 and the occurrence of rejection (1.80
[1.11-2.93]), p=0.01.

The 25% glomerulosclerosis cutoff for graft loss had AUC-ROC of 0.61 [95%CI 0.54-
0.68]; p=0.003, a sensitivity of 14.5% and a specificity of 97,5%. The 25%

glomerulosclerosis cut-off for prediction of a GFR below 30 ml/min at one year showed
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the AUC-ROC of 0.63 [95%CI 0.56-0.69]; p<0.001, a sensitivity of 3.5% and a specificity
0f 98.0%.

DISCUSSION

The present study evaluated 430 pre-implantation biopsies of renal compartments
according to the Banff criteria. The scores of each compartment were not added since the
classification does not include the sum of score per item. The semi-quantitative Banff
grading systems were the most frequently used according to a systematic review that
evaluated 47 studies correlating histopathological scores and transplantation prognosis”,
but the weight given to each component, combined into a composite score, varied among
studies. Several scores have been proposed to evaluate renal lesions globally, and the most
common are the Pirani-Remuzzi score’ and the Maryland Aggregate Pathology Index
(MAPI)’. This variation in methodology may explain the conflicting results of the
literature.

Our study showed a significant difference in graft survival at 1, 3, and 5 years post-
transplantation between the different degrees of histopathological lesions in renal
compartments. Regarding glomerulosclerosis, graft survival was about 50% at one and
three years and less than 45% at five years, when the percentage of sclerosed glomeruli
was greater than 25% (moderate lesions). On the other hand, in the absence of GS or mild
GS (less than 25%), the survival curves remained above 80% for all the analyzed periods.
Gaber et al. suggested in 1995 that a cut-off of 20% GS was associated with adverse
prognosis6. Bajwa et al.” showed that a GS greater than 5% was associated with graft
failure, whereas Ciccirelli et al.® observed this same outcome associated with a GS greater
than 10%. Other studies reported the association of different GS cut-off values with graft

10 : - 11,12,13,14,15 -
loss”!?, whereas some studies found no association between them'"'%!*'*!> Sung et al. did
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not report GS as an independent risk factor for graft loss'®. Likewise, Edwards et al. found
no association between a GS greater than 20% and post-transplant graft loss'’.

The area under the ROC curves for graft loss and glomerular filtration rate below 30
ml/min with 25% glomerulosclerosis were 0.613 and 0.628, respectively, showing a
moderate discriminatory capacity, low sensitivity and high specificity. This result was
slightly lower than the reported by a study that found an area under the curve of 0.7—0.8 for
20% glomerulosclerosis'.

We observed a reduction in graft function as the chronic lesions in all renal compartments
increased. At one year post-transplantation, the mean GFR of 44.43ml/min for GS below
5% decreased to 36.72 ml/min when GS was in the range of 6-25% (P < 0.001) and to
31.64 ml/min when GS was in the range of 26—-50% (p = 0.75). At 3 years, the mean GFR
for the absence of GS dropped from 52.23 ml/min to 39.62ml/min for mild GS (p < 0.001)
and to 33.18ml/min for moderate GS (p = 0.067). At five years, the reduction of GFR was
not significant, and we attributed this result to the small number of patients who remained
in the cohort. GFR significantly decreased as the degree of atherosclerosis increased at 1,
3, and 5 years post-transplantation. The statistical power was small when comparing the
group with severe atherosclerosis due to the small number of cases in this category (8
patients). The interstitial and tubular compartments showed a significant inverse
association of chronic alterations with graft function at 1 and 3 years post-transplantation,
and, at 5 years, an inverse association between absence of lesions and mild lesions.

The present study is in agreement with the conclusions of Escofet et al. and Randhawa et
al."™" which showed a reduction in GFR with the increase in GS at 4 years and 1 year
post-transplantation, respectively. On the other hand, Koppelstaetter et al., Pokorna et al.,
and Arias et al. did not find an independent association between GS and graft function at 1,

2, and 3 years post-transplantation, respectively””'*!°. Lu Ad et al., Oda et al., and Szanya
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et al. found an association between atherosclerosis and GFR'" ’21’22, but four other studies

reported no association between these parameters' 22,

Few studies report an
association between chronic tubulointerstitial damage and graft function. Arias et al.,
Cockfield et al.,, and Koppelstaetter et al. found no association between chronic
tubulointerstitial damage and graft function at 6 months, 1 year, and 3 years post-
transplantation' '+,

As limitations of our study, we highlight the lack of a global chronicity score; as
previously mentioned, this study strictly adopted the Banff criteria. We adopted the
assumption that chronicity in any anatomical compartment is a prognostic factor as a
justification for the compartmentalized analysis®. Biopsies with moderate and severe
alterations accounted for a small number of the samples in our study, as they are generally
refused for transplantation. There was no control of variability among pathologists. A
small number of biopsies had one or more compartments that were not evaluated. The
compartments that were not evaluated were excluded from the calculation of graft survival
and function.

In summary, our study found a significant difference in the graft survival in the evaluated
periods according to chronic lesions in all renal compartments, as well as an association
with graft function. A donor age greater than 60 years was a risk factor for graft loss, but
the distinction between SD and ECD donors showed no association with graft loss.
Independent risk factors for graft loss were the presence of DSA, the occurrence of an
acute rejection episode in the first year after transplantation, and the degree of GS.

The authors suggest that chronic lesions in any renal compartment must be taken into
account in the clinical decision to accept the organ, but the greater weight in this decision

should be given to GS. Kidney recipients with more than 25% GS had a less favorable

outcome in our study.



Table 1 — Clinical and Demographic Data

All patientes

(n=430)

Age, years (min-max) 52 (18-87)
Female gender (%) 167 (38.8)
Cause of ESRD (%)

GN 26 (6.1)

DM 61 (14.2)

Hypertension 66 (15.3)

Other 277 (64.4)
Transplant number (%)

=1 386 (89.8)

>1 44 (10.2)
Donor Age (years) 51 (4-79)
Type of donor (%)

SCD 213 (49.5)

ECD 217 (50.5)
CIT* (%)

<12h 8(1.9)

12-24h 218 (50.7)

>24h 180 (41.9)

Unknown 24 (5.6)
DGF**(%) 279 (64.9)
HLA mismatch, median (IQR) 4 (0-6)
PRA class | (%)

0 231 (53.7)

1-49 155 (36.1)

50-79 25 (5.8)

>80 19 (4.4)
PRA class Il (%)

0 239 (55.7)

1-49 160 (37.3)

50-79 17 (4.0)

>80 13 (3.0)
DSA present (%) 60/415 (14.8)
Induction Therapy

Anti-CD25 265 (61.6)

ATG 91 (21.2)

No 47 (10.9)
eGFR ml/min/1.73m?

1 year mean (SD) n=351 40.6 (16.1)

3years n=164 45.8 (20.5)

S5years n=63 42.7 (17.6)
Rejection n (%) 179 (41.6)

Median follow-up, mo (IQR)

54.6 (28.7-76.3)

ESRD= end stage renal disease, GN= glomeulonephrites,
DM= diabetes meliitus, SCD= standard criteria donor,
ECD= expanded criteria donor, CIT= cold ischemia time,

47

DGF= delayed graft function, PRA= painel reactive antibodies,
DSA= donor specific antibodies, ATG= anti-thymocyte globulin,
eGFR= estimated glomerular filtration rate, IQR= interquartile range.



Table 2 - Histopathological Donor Biopsies Data

Glomerulosclerosis n=430 %
None 212 49.3
Mild 194 451
Moderate 18 4.2
Severe 1 0.2
Not evaluated 5 1.2

Arteriosclerosis
None 129 30.0
Mild 176 40.9
Moderate 87 20.2
Severe 12 2.8
Not evaluated 26 6.1

Interstitial fibrosis
None 211 491
Mild 192 447
Moderate 17 4.0
Not evaluated 10 2.3

Tubular atrophy
None 121 28.1
Mild 278 64.7
Moderate 19 4.4
Not evaluated 12 2.8

48



Figure 1 — Graft Survival Curves
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Table 4 — Risk Factors for Graft Loss

Cox regression univariated analyses for graft loss

N° Hazard ratio P
patients/events  (95%Cl)
Donor age 1.02 (1.01 to 1.04) 0.002
DSA (Yes) 1.78 (0.86-3.71) 0.12
Glomerulosclerosis% 430/72 1.05(1.03 to 1.07) <0.001
Fibrosis moderate 1717 4,15 (1.81 t0 9.54) 0.001
Atrophy mild 121/13 1.91 (1.04 t0 3.53)  0.037
Atrophy moderate 19/7 4.74 (1.88t0 11.92) 0.001
Arteriosclerosis moderate 87/21 215(1.12t0 4.12) 0.02
Arteriosclerosis severe 12/4 2.56 (0.84 to 7.74) 0.09
Rejection (Yes) 179/40 1.90 (1.19t03.03)  0.007
Cox regression multivariated analyses for graft loss
Hazard ratio (95% ClI) P
DSA (Yes) 1.88 (1.05 to 3.35) 0.034
Glomerular Sclerosis 1.05 (1.03 to 1.08) <0.001
Rejection (Yes) 1.83 (1.14 to 2.92) 0.01
Risk for graft loss/levels of glomeruloesclerosis
Faixas (n) B Se Wald Df Sig Exp(b) Lower upper
0 (100) 26.112 3 .000
1-5% (110) .661 433 2.329 1 A27 1.937 .829 4.530
6-25%(194) 977 .392 6.226 1 .013 2.656 1.233 5.721
>25%(15) 2.368 490  23.367 1 .000 10.680 4.088  27.899
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7. CONCLUSOES

Este estudo mostrou os resultados de uma coorte de pacientes transplantados renais
na Santa Casa de Porto Alegre, avaliando as alteragdes nas bidpsias pré-implante e
correlacionando com a evolugdo do transplante no longo prazo.

Embora os resultados de estudos prévios desta mesma linha sejam conflitantes na
literatura, nosso trabalho esta de acordo com outros estudos que encontraram associa¢ao
entre alteracdes cronicas nos compartimentos anatdomicos renais € a evolugao do
transplante.

Os resultados encontrados e as sugestdes dos autores sdo relevantes como
ferramenta de auxilio na tomada da decisdo clinica de aceitar rins para transplante.

O estudo reflete a necessidade da selecdo criteriosa dos doadores e receptores de
transplantes renais bem como a prevengao e tratamento de fatores associados com a perda

do enxerto, como os episddios de rejeigdo aguda.



8. ANEXOS

Figura 1 - Calculadora KDRI/KDPI
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Fonte: http://optn.transplant.hrsa.gov
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Quadro 1 - Sistemas de escores histopatolégicos
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Critérios dos escores

Primeiro Autor Sistema de Escore Compartimentos incluidos em graus

Hofer e Di Paolo Escore de lesdo cronica GS, FI, AT, AH, AS Banff

Azancot Escore de dano do doador GS, FI, AT, AH, AS GS 0 (0%),
1(1- 10%),
2 (11- 19%),
3 (>20%)
Outros
compartimentos
grau 0-3
baseado no Banff

Kreepla, Vusser, Balaz, Escore cronico total de Banff TG, MM, AT, FI, AS, Banff

Navarro e Anglicheau AH, GS%x3

Losappio, Kreepla, Vusser, e Re Escore de Remuzzi GS, FI, AT, AH, AS Banff

Vusser and Ibernon Escore de dano crénico do doador GS, AS, FI GS 0 (< 10%),
1(>10%),

Paolo Escore de Karpinski GS, AT, FI, AH, AS Banff

Balaz Escore de fibrose intersticial e FI, AS Banff

espessamento fibroso
Kahu, Anglicheau, Ortiz, indice de dano crénico GS, MM, FI, AT, AS GS 0, 1(1-15%),
e Lehtonen do enxerto 2 (16-50%),

3 (> 50%)

Kreepla e Munivenkatappa

Lopes

Anglicheau

Urgate

Howie
Cosyns

indice patologico de
Maryland Aggregate

Escore de dano crénico

Escore de Remuzzi

Normal, leve, >leve

Index de dano cronico

indice de les@o aguda ou
cronica

GS, AH, FPG,
cicatriz, RPL

GS, FI, AT, AS, AH

GS, FI, AT, AS, AH

GS, FI, AT, AS, AH

Area cortical

CLI: GS, FI, TA,
AS ALI: trombo,
NTA, vacuolizagao,
edema intersticial

Outros compartimentos graduados
de 0-3 com base no Banff
2xGS (se>15%)+
4xAH + 4xPGF +
3xcicatriz + 2xWLR (se>0.5)
GS 0 se GS< 15%;
WLR 0 se WLR <0.5
GS 0 (0%), 1 (1-10%),
2 (11-19%), 3 (>20%)
QOutros compartimentos graduados
de 0-3 com base no Banff
Todos compartimentos graduados
de 0-3 com base no Banff
“ Mais que leve”: > 10% GS;
moderada ou severa Fl; AT;
arterioloesclerose hialina; AH
% de cortex com dano crénico
1(0-29%), 2 (30-59%), 3 (>60%)

GS, glomeruloesclerose; Fl, fibrose intersticial; AT, atrofia tubular; AH, arterioloesclerose hiliana; AS, arterioesclerose; TG, glomerulite;
MM, aumento de matriz mesangial; FPG, fibrose periglomerular; Cicatriz, presenga de fibrose intersticial, atrofia tubular e glomerulosclerose;

RPL, relagao parede-lumen arterial.

Fonte: American Journal of Transplantation 2015;15 p.1910
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