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RESUMO
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O significado rejeicdo borderline na biopsia renal permanece controverso.
Por outro lado, a presengca de depdsitos de C4d em capilares
peritubulares e infiltracdo de macrofagos estdo associadas a ativagao de
resposta imune mediada por anticorpos, com pior prognostico para o
enxerto.

Objetivos: Analisar a presengca de depodsitos de C4d em  capilares
peritubulares e de infiltrado de macrofagos em glomérulo e intersticio de
biépsias de rim transplantado diagnosticadas como rejeicdo borderline.

Estabelecer a associagao entre estes marcadores e o progndstico do enxerto.

Material e Métodos: Biopsias renais classificadas como borderline, sem
antecedente prévio de rejeicdo aguda e com material adequado para reanalise
foram incluidas neste grupo. As laminas foram reavaliadas e reclassificadas de
acordo com a classificagdo de Banff 1997 e posteriores, além de
coradas por imunohistoquimica para C4d e macrofagos. Informagdes
demograficas e associadas ao transplante foram coletadas a partir dos

prontuarios médicos.

Resultados: 31 pacientes preencheram os critérios de inclusdo no estudo. A
analise das 31 bidpsias renais iniciais demonstrou que as bidpsias C4d positivas
(n= 12) apresentaram associagdo com maior incidéncia de retardo de
funcdo do enxerto, indicagdo mais precoce do procedimento de
biopsia, maiores indices de necrose tubular aguda degenerativa, maior
incidéncia de capilarite e de infiltragdo glomerular de macréfagos, porém com
menores indices de tubulite, atrofia tubular e fibrose intersticial comparado ao
grupo C4d negativo. Cinco pacientes do grupo C4d negativo passaram a
apresentar depodsitos de C4d em Dbiopsias sequenciais. Pacientes com
pelo menos uma biopsia com C4d positivo (n=17) apresentaram pior fungdo do

enxerto renal em 6 meses (1,8 £ 0,8 vs. 1,4 £0,5; p <0,01), 1ano (2,1 £ 1 vs.

19



1,5+0,5;<0,01) e 2 anos pos transplante (2,3 £ 1,3 vs. 1,5 £ 0,7; <0,05).

Em conclusao, na presente série, a expressao de C4d em capilares peritubulares
de bidpsias renais classificadas como borderline esteve associada a um pior

prognostico do enxerto.

Palavras chave: Transplante Renal, C4d, Rejeigdo borderline, Macrofagos.
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Impact of borderline rejection in renal graft remains controversial. The aim of this
study was to analyze the presence of C4d deposits in peritubular capillaries and
macrophage infiltration in renal biopsies with diagnosis of borderline rejection and

its effect on graft function.

Methods: 31 renal transplant recipients, with a diagnosis of borderline rejection
were included. Initial and sequential biopsies were analyzed for morphology, C4d

and macrophage staining, and compared to clinical data.

Results: Initial biopsies showed 12 fragments C4d positive, associated with a
higher incidence of delayed graft function, earlier post-transplant time, higher ATN
score, capilaritis and glomerular macrophage infiltration, but with lower levels
of tubulitis, interstitial fibrosis and tubular atrophy, compared to C4d
negative group. In sequential biopsies, 5 patients from negative group turned
C4d positive. Patients with at least one positive C4d biopsy (n=17) showed a
worse renal graft function at 6 months (1.8 £ 0.8 vs. 1.4 £ 0.5 mg/dL, p<0.01), 1
year (2.1 £1.0 vs. 1.5 £ 0.5 mg/dL, p<0.01) and 2 years of follow up (2.3 £ 1.3 vs.

1.5 % 0.7 mg/dL, p<0.05).

In conclusion, the expression of C4d in peritubular capillaries of renal biopsies
classified as borderline rejection was associated with a worse prognosis for the

renal allograft.
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Key words: kidney transplant, C4d, borderline rejection, macrophages
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1. INTRODUCAO
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1.1 Consideracoes gerais

O transplante renal proporciona melhor qualidade de vida e menor
mortalidade aos pacientes portadores de insuficiéncia renal crénica comparado ao
tratamento dialitico. O desenvolvimento de medicamentos imunossupressores
mais potentes e o melhor controle clinico dos episédios de rejeicdo aguda
aumentaram a sobrevida do enxerto, especialmente no primeiro ano [Cecka et
al, 2002; Hariharan et al, 2004]. Entretanto, a rejeicdo aguda persiste como
fator de risco para perda de enxerto, com pior prognostico para rejeicdo aguda
tardia (apés trés meses do transplante), para rejeicdo com acometimento
vascular e/ou para episodios repetidos de rejeicao [Al- Awaa et al,1998].

A suspeita do diagnéstico de rejeicdo aguda € baseada na elevagao dos
niveis séricos de creatinina e/ou na reducao de volume urinario. No entanto, a
rejeicdo subclinica, caracterizada pela alteragao histolégica, mesmo com funcéo
renal estavel ou em recuperagéo, pode ocorrer em cerca de 50% dos casos de
rejeicdo aguda [Al - Aiwa et al, 1998; Dean et al, 1999].

O diagndstico de rejeicdo aguda depende da analise histoldgica de
fragmentos de biopsia renal, que permanece o “padréo ouro” na avaliagdo da
disfungao do enxerto, superior a dosagem de creatinina sérica, a cintilografia renal
dinamica ou a biopsia aspirativa por agulha fina [Colvin et al, 1998].

Portanto, a necessidade de padronizacdo e reprodutibilidade do
diagndstico de rejeicdo aguda, em biopsias renais em diferentes séries, é
fundamental. Deste modo, foram criados consensos classificatorios, como o
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Cooperative Clinical Trials in Transplantation (CCTT) e a Classificacdo de Banff.
Nessas classificagdes, as diferentes alteragées anatbmicas dos compartimentos
do tecido renal (glomérulos, vasos e tubulo-intersticio) receberam escores
numeéricos [Colvin et al, 1997; Solez et al, 1993; Racusen et al, 1999;Racusen et
al, 2003].

A classificagdo de Banff (1993) valorizava a presenga do infiltrado
inflamatodrio intersticial como sinal de rejeicdo, em detrimento da tubulite. Essa
classificagdo considerava rejeicdo aguda grau | quando o infiltrado linfocitario
comprometia mais de 25% do cortex e, como rejeigao borderline, quando esta
infiltracdo era inferior a 25% [Solez et al, 1993]. Entretanto, a presenca de
infiltrado intersticial leve, isolado, em enxertos com fungao renal preservada, era
insuficiente para classifica-la como rejeigdo aguda [Marcussen et al,1995; Gaber
et al,1996; Bates et al, 1999].

Em 1997 foi criado o CCTT, um consenso que classificava a rejei¢ao

aguda em:

a) rejeicao tipo | (tubulo intersticial):presenca de infiltrado inflamatério
mononuclear ocupando 5% do coértex renal e apresentando, no minimo, trés
tubulos com tubulite, em 10 campos de alta definicdo, na area mais afetada pela
inflamacao intersticial.

b) rejeicéo tipo |l: presencga de endarterite, com ou sem rejei¢ao intersticial.

c) rejeicéo tipo lll: presenga de necrose fibrindide arterial ou inflamagéo

transmural [Colvin et al, 1997].

A classificagdo de Banff de 1997, publicada em 1999, ratificou como
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critérios de rejeigdo aguda: a) tubulite em mais de um foco; b) lesdo tubular mais
intensa na area com maior inflamacgao; c) inflamagdo comprometendo mais de
10% do cortex. Além disso, a rejeicdo aguda foi subdividida em rejei¢cao tubulo-
intersticial e vascular, independente do grau de inflamagédo intersticial,
considerando tratar-se de mecanismos fisiopatologicos diferentes.

Esta classificagdo enfatizou, também, a importancia do tamanho da
amostra para analise histologica de bidpsias renais, tendo como base a presenca
de cértex renal na amostra. Foram consideradas como adequadas amostras
contendo 10 ou mais glomérulos e pelo menos 2 artérias. Amostras minimas
foram definidas pela presenca de 7 glomérulos e pelo menos 1 artéria. Afinal,
lesdes focais, como a arterite, tubulite e a inflamacéo intersticial, especialmente
em rejeigdes precoces ou leves, poderiam n&o ser diagnosticadas em material de
bidpsia insuficiente [Racusen et al, 1999].

Varios estudos validaram as classificacbes de Banff 1997 e de CCTT, de
acordo com a imunossupressao utilizada, resposta ao tratamento e o risco de
perda de enxerto [Marcussen et al 1995; Gaber et al 1996; Nickeleit et al 1998;
Bates et al 1999; Meuller et al, 2000]. A recuperacédo da fungao renal, apds o
tratamento com pulso de metilprednisolona ocorreu em 100% dos casos de
rejeicdo borderline, em 93% na rejeicaéo grau |, em 79% de rejei¢cao grau Il e em

47% nas rejeigdes classificadas como grau lll pelo CCTT [Colvin et al, 1997].

1.2 Rejeicao borderline: suspeita de rejeicao aguda

27



A classificagdo de Banff de 1997 considerava necessario para o
diagndstico de rejeicao borderline: a presenca de foco de tubulite com infiltragao
de uma a quatro células mononucleares por secao tubular (t1), além de
inflamacao intersticial entre 10 e 25% do parénquima cortical (i1 ou i2), e auséncia
de arterite intima (v0). [Racusen et al, 1999]. A presenca de inflamacéo intersticial
focal, na auséncia de tubulite, € considerado inespecifico e insuficiente para a
classificagao, tanto como rejeicdo aguda como borderline [Meehan et al, 1999].

A interpretacdo do diagndstico dos infiltrados borderline é controversa.
Estes infiltrados em biopsias renais protocolares de pacientes com fungao renal
normal, tendem a desaparecer espontaneamente, sendo considerados como
variante do normal e, portanto, ndo necessitando de tratamento [Beimler & Zeier,
2009]. Por outro lado, infiltrados classificados como borderline, em biopsias
realizadas por disfungao do enxerto € considerados como rejeicao [Racusen et al,
1999; Mengel et al, 2007]. Além disso, as lesdes focais podem ser
subestimadas, com discrepancia entre a intensidade do infiltrado e a gravidade da
rejeicdo aguda, sendo necessaria a correlagdo entre a clinica e os achados
histolégicos [Solez et al, 1993; Nickeleit et al, 1998].

Deste modo, a incidéncia de rejeicdo borderline e rejeicdo aguda variam de
acordo com a indicagdo da bidpsia renal. Rejeicdo borderline foi observada em
até 49% dos casos de bidpsias protocolares e entre 11% a 36% nas bidpsias
indicadas por disfungdo do enxerto. Nestas mesmas séries, rejeicdo aguda foi
diagnosticada em 4 a 33% das biopsias protocolares e em 18 a 21% das biopsias

por indicagao [Rush et al, 1994; Sorof et al, 1995; Schweitzer et al 1996; Serdn et
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al, 1997; Legendre et al, 1998; Meehan et al, 1999; Jain et al, 2000; Shapiro et
al, 2001; Gloor et al, 2002] .

Essas diferencas dependem das caracteristicas da populacao estudada, do
tempo para realizagdao da biopsia apds o transplante e da presenca de necrose
tubular aguda e/ou de sinais de toxicidade por imunossupressores [Gabber et al,
1996; Sad et al, 1997; Meehan et al, 1999].

A evolucdo dos casos de rejeicdo borderline também é controversa.
Enquanto alguns estudos demonstraram nao haver diferenga na evolugéo da
funcao renal de pacientes com rejei¢cao borderline, tratados ou ndo, comparados a
pacientes com biopsia renal protocolar normal, [Serdn et al 1997; Legendre et al,
1998; Meehan et al, 1999], outros demonstraram pior funcdo tardia do
enxerto, quando comparados a rins sem rejeicao [Ishikawa et al,1999; Roberts
et al, 2004] ou progressdo da rejeicdo borderline para rejeicao aguda
[Schweitzer et al,1996; Saad et al, 1997].Nankivell et al (2003), analisando
biépsias protocolares de 119 pacientes, durante 10 anos, observaram
incidéncia de 61% de rejeigao subclinica, incluindo alteragbes borderline, no
primeiro més pos transplante. A persisténcia da rejeicdo subclinica apresentou
correlagcdo com maior intensidade de fibrose intersticial e atrofia tubular e pior
funcao renal ao final de 2 anos apés o transplante [Nankivell et al, 2003].

A maioria dos centros transplantadores nao institui terapéutica para
rejeicdo borderline em biopsias protocolares, devida fraca evidencia que a
auséncia de tratamento comprometa a fungéo do enxerto a longo prazo. Apesar

da hipétese de que, o nao tratamento da rejeicdo borderline em biopsias
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protocolares possa comprometer a fungédo do enxerto a longo prazo, a maioria
dos centros transplantadores nao as trata, pois as evidéncias de progressao
para rejeicdo aguda ainda sao fracas, entretanto deve ser considerado avaliagéo
individualizada, principalmente em pacientes com risco imunoldgico elevado
[Rush et al, 1995; Rush et al, 1998; Beimler & Zeier, 2009].

A rejeicdo borderline responde ao tratamento imunossupressor, com
corticosteroides ou anticorpos antilinfociticos em 75 a 100% dos casos
[Schweitzer et al, 1996]. Entretanto, a auséncia de resposta ou resposta parcial ao
tratamento sugere rejeigdo esteroide resistente, principalmente na presenca de
alteracdes histologicas de glomerulite e de indices de lesdo aguda maior que 2,
pela classificacdo de Banff 1997. Resposta insuficiente também ocorre nos casos
de associagdo com necrose tubular aguda, nefrotoxicidade por inibidores de
calcineurina ou alteragdes histolégicas cronicas [Schweitzer et al, 1996; Saad et
al, 1997; Meehan et al, 1999, Racusen et al, 1999, Regele et al, 2002].

Torna-se dificil, portanto, definir a conduta terapéutica baseada apenas na
presenca dos infiltrados na bidpsia, uma vez que os resultados destes estudos
ndo podem ser extrapolados para pacientes com risco imunolégico elevado,
receptores idosos ou de 6rgéos provenientes de doadores falecidos com critérios
expandidos. Além disso, a persisténcia do infiltrado borderline, apds tratamento
antirrejeicao, independente dos niveis séricos de creatinina, pode refletir tanto
tratamento incompleto da rejeicdo aguda, com necessidade de aumento da
imunossupressao, quanto rejeicdo em resolugdo, uma vez que o infiltrado pode

persistir mesmo com a recuperagao da fungao renal [Rush et al, 1994; Racusen et
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al, 1999; Roberts et al, 2004].
Assim, a diferenciagao da rejeicao borderline como variante do normal ou
como rejeigcdo aguda é fundamental, pois implica em progndstico e terapéutica

diferentes.

1.3 Rejeicao mediada por células versus rejeicao mediada por anticorpos

A forma mais comum de rejeigdo aguda no transplante renal é a rejeigao
celular aguda (RCA), mediada por linfocitos T e caracterizada pela presenga de
infiltrado inflamatério mononuclear, tubulite, endoteliose e/ou glomerulite, que
pode evoluir para perda de enxerto no primeiro ano em 3 a 7% dos casos [Collins
et al, 1999]. A rejeicdo aguda mediada por anticorpos € uma forma mais grave
de rejeigdo, mediada pela presencga de anticorpos circulantes contra antigenos de
Histocompatibilidade Humano (HLA) e nao HLA do doador e, caracterizada pela
ativacdo da via classica do complemento, com infiltrado inflamatério com
predominio de polimorfonucleares, especialmente mondcitos, macrofagos e
neutroéfilos, e lesdo de capilares peritubulares (capilarite), evoluindo para perda de
enxerto em 29 a 75% dos casos [Colvin et al, 1997; Collins et al, 1999; Crespo et
al, 2001; Racusen et al, 2003; Solez et al, 2007; Truong et al, 2007]

Na rejeicdo mediada por anticorpo, o principal alvo de lesdo € as células
endoteliais dos capilares peritubulares (CPT), compostos por endotélio achatado
e fenestrado, envolvido por uma fina membrana basal, capaz de expressar

receptores tanto para moléculas de adesédo, como para quimiocinas e antigenos
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HLA de classes | e Il [Mauiyyedi et al, 2001; Liptak et al, 2005]. A ligagado do
anticorpo circulante com os antigenos expressos no endotélio dos CPT leva a
ativacdo do sistema complemento, com recrutamento de leucdcitos e
estimulacdo da citotoxicidade por células natural killer ou mondcitos e
macrofagos [Sis et al, 2009].

Os achados histologicos sugestivos de rejeicdo mediada por anticorpo
(RMA) sao vasculites graves, glomerulite, presenca de trombos de
fibrina em glomérulo e/ou vasos, necrose fibrindide, dilatagdo e infiltrado de
polimorfonucleares (PMN) em capilares peritubulares além de areas de infarto
tecidual [ Halloran et al, 1990, Trpkov et al, 1996; Racusen et al, 2003]. Outros
achados necessarios para o diagnéstico de RMA é a presenga de anticorpos
circulantes contra os antigenos HLA do doador e a expressdo de C4d em

capilares peritubulares [Halloran et al, 1992; Racusen et al, 2003].

1.4 Deposicao de C4d em capilares peritubulares

A interacao antigeno/anticorpo ativa a cascata de complemento, que pode
ocorrer tanto pela ligagdo de anticorpos fixadores de complemento a superficie
celular como pelo recrutamento do complexo C1qgrs pela via lecitina-manose. O
C1q ativado catalisa a clivagem do complexo C2-C4, levando a formagao de C4b-
C2a, ou C3 convertase, enzima responsavel pelo desencadeamento da cascata
de complemento pela via classica. A fragdo C4b do complemento é clivada,

através da acdo do fator | e de proteina cofator de membrana em C4c e C4d
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[Collins et al, 1999; Platt et al, 2002].

Pela acéo da C3 convertase, o C3 sofre clivagem em C3a e C3b, que ativa
a ligagdo de C5 com C9, levando a formagdo do complexo de ataque a
membrana C5b-9. Durante este processo, sdo liberados fatores quimiotaticos
para outras células, como neutréfilos e macrofagos (via C5a, C4a e C3a),
linfécitos B (via C3d), além de lesdo de célula alvo, especialmente a célula
endotelial, que sofre citélise e/ou apoptose em resposta ao complexo C5b-9
[Collins et al, 1999; Platt et al, 2002].

Esta reagao leva a um aumento na expressao de moléculas de adesao
pela célula endotelial, como a P selectina, facilitando a migracdo de células
inflamatdrias e causando a capilarite [Truong et al, 2007].

A expressdo de depodsitos de C4d em capilares peritubulares é um
marcador da ativagdo do complemento. O C4d é um peptideo de 44,5 Kd,
representado pela por¢cao a, do complemento C4 (peso molecular de 42Kda)
contendo um radical tio éster que permite ligagbes covalentes com proteinas
estruturais das células endoteliais e com a matriz extracelular da membrana
basal vascular [Davies et al, 1988; Platt et al, 2002]. O C4d, oriundo da circulagéao,
€ depositado tanto na superficie luminal das células endoteliais como entre
as células endoteliais e a membrana basal dos CPT [Feucht et al, 1991; Feucht
et al, 1993; Collins et al, 1999; Regele et al, 2001].

A expressdo do C4d nos capilares peritubulares resulta da
menor resisténcia destes vasos a ativagdo da via classica do complemento, uma

vez que a expressao de proteinas inibidoras do complemento, como o fator
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acelerador do decaimento, a proteina cofator da membrana e o CR1,
que inativam C3 e/ou C5, estdo diminuidas em comparagdo com 0sS
capilares glomerulares. Apenas a protectina, que inibe a formagdo do complexo
de ataque a membrana, é fortemente expressa nos CPTs [Collins et al, 1999].

A prevaléncia de C4d em CPT em biopsias de rins transplantados varia
com a indicagao de biopsia (protocolar ou por disfungédo do enxerto), tempo de
realizacdo da biopsia apos o transplante, presenca de rejeicdo aguda ou crdnica,
imunossupressao e os critérios de selecado das biopsias e de pacientes [Feucht
et al, 1991; Feucht et al, 1993. Regele et al, 2001; Regele et al, 2002; Mengel et
al, 2005].

Trabalhos pioneiros de Feucht et al (1991) demonstraram, por meio de
imunoflurescéncia indireta, que a expressdo de C4d em CPT representava um
sinal indireto e duradouro da ativagdo do anticorpo e da via classica do
complemento, mesmo apds o desaparecimento do anticorpo e de outras fragdes
do complemento [Feucht et al, 1991].

A prevaléncia de C4d em capilares peritubulares variou de 20 a 61% nos
diferentes estudos, sendo mais frequente em biopsias de transplantes com ABO
incompativel, ao redor de 50%. [Onitsuka et al, 1999; Kato et al,
2003].Depdsitos de C4d também foram observados em biopsias com rejeicao
aguda, ao redor de 30% [Feucht et al, 1991; Feucht et al, 1993; Regele et al,
2001; Nickeleit et al, 2002].

Entretanto, apdés a padronizacdo da coloracdo de C4d como rotina em

biopsias renais, estudos demonstraram uma menor incidéncia de depodsitos de
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C4d, ao redor de 2 a 5% das biopsias protocolares e 12 a 30% das biopsias por
indicagdo, sendo a maior incidéncia em rins de receptores hipersensibilizados,
receptores de rins ABO incompativel e/ou com prova cruzada positiva [Lorenz et
al, 2004; Mengel et al, 2005; Mol & Pascual, 2005; Troxell et al, 2006].

Na tentativa de correlacionar a presenga de C4d com lesdes histoldgicas
especificas em biopsias renais por indicagdo, Nickeleit et al avaliaram
retrospectivamente 265 biopsias renais de transplante, e observaram correlagao
entre C4d e glomerulite e também com depdsitos de HLA classe Il em células
tubulares. Entretanto, ndo observaram diferenga na presenga de endarterite e
inflamacao intersticial nos grupos com ou sem depdésitos de C4d em capilares
peritubulares [Nickeleit et al, 2002].

Assim, a expressdao de C4d em CPT evidencia, in situ, a atividade
humoral de processo imunolégico e representaria um bom preditor da fungéo de
enxerto [Lederer et al, 2001; Solez et al, 2007]. Diversos estudos
tentaram correlacionar a presenca de depédsitos de C4d com a sobrevida e a
fungao tardia do enxerto. Em alguns estudos, a presenga de C4d em capilares
peritubulares de biopsias com rejeicao aguda foi fator independente para perda do
enxerto em 12 meses, independente do quadro histolégico [Bohmig et al, 2002;
Herzemberg et al, 2002].

Entretanto, em outros estudos a presenca de C4d foi associada apenas a
pior fungdo renal inicial, com tendéncia a menor taxa de filtragdo glomerular
ao final do primeiro ano pds transplante [Nickeleit et al, 2002;Nickeleit et al, 2003].

Esta variagdo nos resultados pode ser atribuida a caracteristica dindmica
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dos depdsitos de C4d e a sua intensidade. Nickeleit et al observaram que biopsias
com C4d positivo tornavam-se negativas e vice-versa, em intervalos variando de
dias a semanas, observaram que apenas as biopsias persistentemente positivas,
correlacionava com anticorpo circulante anti HLA.

Com base nestas observagdes, a revisdo da classificagcdo de Banff
incorporou a coloragdo de C4d como critério diagnostico para rejeicdo aguda

mediada por anticorpos.

1.5. C4d e a classificagao de Banff — versoes revisadas

1.5.1. Revisao da classificacao de Banff- versao 2001.

A revisao da classificacao de Banff, versdo 2001, estabelece como
triade diagnostica da rejeicdo mediada por anticorpo a evidéncia morfoldgica, a
presenca de anticorpos circulantes anti HLA do doador e os depdsitos de C4d

em capilares peritubulares [Racusen et al, 2003]. (Tabela 1)

Tabela 1 : Definicdo de rejeicdo aguda mediada por anticorpos , de acordo com a classificacdo de
Banff 2001.
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Evidéncia morfologica de lesdo ren Necrose tubular aguda

aguda Presenca de neutrofos e/ou células mononucleares em CPT e
glomérulo e/ou trombose capilar

Arterite intimal / necrose fibrindide ou intramural e/ou inflamag
arterial transmural.

Evidéncia do depoésito tecidual C4d e/ou depdsito de imunoglobulina em CPT.
anticorpo Depdsito de imunoglobulina em dreas de necrose fibrindide arterial.

Evidéncia de anticorpo circulante Anticorpo circulante anti HLA do doador.
Anticorpo anti antigeno endotelial do doador.

1.5.2. Revisao da classificacao de Banff- versao 2005.

Em 2005, foi realizada nova atualizagédo da classificagdo de Banff, com as
seguintes mudangas:

a) Subdivide a rejeicdo mediada por anticorpo em rejeicdo aguda mediada
por anticorpo e rejeigao crbénica ativa mediada por anticorpo.

b) Inclui, na classificagao de rejeicao borderline, a presenca de tubulite
moderada (t2 ou t3), com inflamagao intersticial ausente ou leve (i0 ou i1).

c) Inclui novas categorias, como rejeicdo aguda e rejeigdo ativa mediada
por célula T.
d) Substitui o termo Nefropatia Cronica do Enxerto, sem etiologia especifica,
por Fibrose Intersticial e Atrofia Tubular (FI/AT).

e) Ressalta a importancia da glomerulite do transplante e da capilarite.

A inclusdo de glomerulite do transplante adiciona um quadro novo ao
- diagndstico de rejeicao mediada por anticorpos, ou seja, o encontro de infiltrado
" inflamatdrio em glomérulo, com presencga de células circulantes, especialmente de

macrofagos. Este acometimento glomerular foi associado a presenga de
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proteinuria e também a menor sobrevida do enxerto. Em estudo retrospectivo,
Batal e cols observaram que biopsias com glomerulite apresentavam maiores
graus de lesédo de capilar peritubular e expressao de fator de Von Willebrand,
sugerindo dano endotelial em microcirculagao [Batal et al, 2008; Batal et al, 2012].

Além da glomerulite por macréfagos, a capilarite, principalmente por
neutréfilos, € um importante marcador histolégico de rejeicao mediada por
anticorpos em enxerto renais e cardiacos, havendo correlacdo direta entre o
infiltrado de neutrofilos e células mononucleares com a expressdo de C4d em
capilares peritubulares [Bohmig et al, 2002; Magil & Tinckam, 2003; Magil 2009].

Assim, a quantificacdo das células inflamatdrias nos capilares peritubulares

definiria a gravidade da leséo (tabela 2)

Tabela 2: Classificacdo de capilarite de acordo com o numero de

células/capilar peritubular ( adaptado de Solez et al, Am J Transplant 2007).

Ptc 0 Presenca minima de células inflamatérias
Ptc 1 3a4 células inflamatdrias

Ptc 2 5a10 células inflamatérias

Ptc 3 Acima de 10 células inflamatdrias

Apesar da associagdo entre escores elevados de lesdo com rejeigao
mediada por anticorpo e de escores baixos com dano crbnico do enxerto, a
presenca de capilarite ndo apresenta correlagdo com patologia especifica, nao

sendo achado patognoménico de rejeigao [Solez et al, 2007; Solez et al, 2008].
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1.6. Importancia da extensao dos depdsitos de C4d: focal versus difuso

A presenga de depésitos difusos de C4d ao longo do capilar peritubular é
definido classicamente como resultado positivo [Collins et al, 1999; Crespo et
al, 2001; Mauiyeddi et al, 2002; Sund et al, 2003; Poduval et al, 2003]. Entretanto,
a presenca de depdsitos focais permanece controversa. Alguns estudos
observaram correlacdo entre depdsitos focais de C4d com menor sobrevida do
enxerto e com a presenga de anticorpos circulantes anti HLA [Feucht et al, 1991;
Solez et al,2008]. Entretanto, outros grupos nao observaram diferengca na
histologia, fungéo renal e na sobrevida do enxerto ao final de 1 ano, comparando
biopsias com C4d focal e C4d negativo [Feucht et al, 1993; Collins et al, 1999;
Lederer et al, 2001; Regele et al, 2001; Herzenberg et al 2002; Lederer et al
2001; Nickeleit et al 2002; Magil & Tinckam, 2006; Nadasdy et al, 2005;
Seemayer et al,2007; Batal et al 2008; Haririan et al 2009; Fior et al, 2010].

O depdsito focal de C4d é consequéncia dos fatores de inibicdo, que
impedem a propagagdo da cascata de complemento e da dindmica do C4d,
semelhante a dindmica dos depdsitos de imunocomplexos, o qual se deposita,
inicialmente em mesangio glomerular e nas arteriolas do polo vascular, em rins
normais [Collins et al, 1999; Nickeleit et al, 2002; Feucht et al, 2003, Sund et al,
2003]. Estudos experimentais demonstraram que depdsitos focais de C4d
podem progredir para depésitos difusos, dependentes da persisténcia do

estimulo inicial e da atividade dos fatores reguladores da cascata de
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complemento [Feucht et al, 1991, Feucht et al, 1993; Collins et al, 1999;

Mayuiyyedi et al, 2002; Racusen et al, 2003; Solez et al, 2008].

1.7. Importéancia dos depédsitos de C4d em bidpsias sem rejeicao aguda

Depésitos de  C4d, na auséncia de rejeicdo aguda foram descritos
nos estudos iniciais de Feutch et al (1993). Estudos subsequentes demonstraram
a presenca de C4d em capilares peritubulares em biopsias sem sinais de
rejeicao, variando de 13 a 46%, tanto em biopsias protocolares como naquelas
indicadas por disfuncdo do enxerto [Feutch et al,1993; Regele et al, 2001;
Nickeleit et al,2002; Sis et al, 2010].Estes depdsitos foram observados em
biopsias com necrose tubular aguda, fibrose intersticial, atrofia tubular e/ou
toxicidade por inibidores de calcineurina [Mauiyyedi et al, 2002; Nickeleit et al,
2003]. Também foram descritos depdsitos de C4d em biopsias sem infiltrado
inflamatério, em pacientes com anticorpos anti HLA circulantes detectaveis [Sund
et al 2003].

O depodsito de C4d em capilares peritubulares, em biopsias sem
evidéncia morfoldgica de rejeicdo foi acrescentado a classificagdo de Banff,
categorizado como rejeicdo mediada por anticorpo. Esta categoria inclui os
seguintes achados morfolégicos: auséncia de rejeigdo aguda ou cronica,
glomerulite, glomerulopatia do transplante, capilarite, laminagdo da membrana
basal de capilares peritubulares, além da presenca de depdsitos de C4d e

detecgéo de anticorpo circulante anti HLA [Solez et al, 2008].
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O significado do depdsito de C4d em capilares peritubulares, na auséncia
de rejeicdo ainda nao esta estabelecida, pela auséncia de estudos randomizados.
Porém, a presenga de C4d pode atuar como fator preditor de progndstico
individual, independente dos achados morfolégicos [Regele et al, 2001]. Assim,
recomenda-se a pesquisa rotineira de C4d em bidpsia renal com disfungédo de
enxerto, mesmo na auséncia de achados histolégicos de rejeicdo mediada por
anticorpos [Haas et al, 2002; Feucht et al, 2005; Solez et al, 2008; Haas et al,

2010].

1.8. Depositos de C4d e alteracdes histologicas

1.8.1. Alteracoes agudas

Os depdsitos de C4d podem ser observados em associagao com diferentes
alteragdes morfoldgicas, incluindo: a) tubulite neutrofilica, b) glomerulite, c)
presenca de microtrombos em arteriolas e capilares glomerulares, d) arterite
intimal com necrose fibrindide, e) necrose tubular aguda extensa, f) infiltrado de
polimorfonucleares em intersticio, glomérulos e capilares peritubulares [Trpkov
et al, 1996, Regele et al, 2001; Bohmig et al, 2002; Herzenberg et al, 2002;
Nickeleit et al, 2002; Mayuiyyedi et al, 2002; Mengel et al, 2005], sendo a NTA a
Unica alteragao histolégica em 10 % dos pacientes com C4d positivo[ Mayuiyyedi
et al, 2002]. A presenga de infiltrado de polimorfonucleares em capilares
peritubulares (capilarite) ou glomerulares (glomerulite) e a ocorréncia de

microtrombos em pequenos vasos sao as alteragdes morfoldégicas com maior
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sensibilidade (88 a 96%) e especificidade (58 a 74%) para os depdsitos de
C4d, refletindo o dano endotelial. Em contraste, as lesbes associadas a rejeigao
mediada por células T, como tubulite e arterite intimal ndo apresentam correlacao
especifica com os depodsitos de C4d [Collins et al, 1999; Regele et al, 2001;

Bohmig et al, 2002; Nickeleit et al, 2002].

1.8.1 Alteracoes cronicas

O depodsitos de C4d em bidpsias renais correlaciona com alteragdes
histolégicas agudas compativel com rejeicdo mediada por anticorpo, entretanto o
significado destes depdsitos e alteragbes histologicas cronicas permanece
controversa Parte desta dificuldade decorre da inespecificidade das lesdes
cronicas, constituidas principalmente por fibrose intersticial e atrofia
tubular, achado frequente na maioria dos rins transplantados ao final do
primeiro ano poés transplante. As primeiras classificacdbes de Banff
consideravam todas as alteragbes crénicas em conjunto, denominadas
nefropatia cronica do transplante, reunindo tanto alteragdes imunoldgicas
como nado imunolégicas. Com o desenvolvimento de novos métodos
diagnodsticos, a classificagcdo de Banff de 2005 reavaliou o termo nefropatia
cronica, dividindo esta entidade em subgrupos, de acordo com a etiologia e
presenca de alteragdes histologicas caracteristicas. Assim, os casos sem
causa definida passaram a ser classificados pela intensidade da lesao

de atrofia tubular (AT) e fibrose intersticial (FI). A presenca de
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espessamento da camada intima arterial, com infiltrado de células
mononucleares € a duplicagdo da membrana basal glomerular passaram
a constituir o grupo de rejeicdo cronica mediada por anticorpos, com
glomerulopatia do transplante, onde a presenca de C4d pode ser observada

[Racusen et al, 1999; Mayuiyyedi et al, 2001, Batal et al, 2011].

1.9. Relacao entre infiltrados inflamatérios ricos em macréfagos e

os depositos de C4d.

Os macrofagos constituem uma populagado celular heterogénea, cuja
funcionalidade depende do equilibrio entre fatores estimulantes e inibitérios. Em
biopsias renais, 30 a 60% dos infiltrados inflamatorios sdo constituidos por
macrofagos, que participam da ativagao de células T e regulam a interagcéo entre
os diferentes tipos celulares (células residentes e circulantes), contribuindo para a
gravidade e extensao dos infiltrados inflamatérios. As quimiocinas liberadas pelos
macrofagos também atuam na regulagdo dos mecanismos de reparo e
cicatrizacao tecidual [Grimm et al, 1999, Kozakowski & Regele, 2009].

A presenca de macrofagos e/ou neutrofilos em capilares peritubulares é
sugestiva de rejeicdo aguda mediada por anticorpos[Moll & Pascual, 2005]. A
infiltracdo de macréfagos em glomérulo ou intersticio, em biopsias com rejeigao
celular aguda, sugere um quadro mais intenso, com pior prognostico e menor
sobrevida de enxerto, principalmente nos casos de glomerulite severa (acima

de g1/g2) [Magil et al, 2003]. Estudos demonstraram correlagdo entre a presenca
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de macrofagos glomerulares com capilarite [Magil et al, 2003] e com depdsitos de
C4d em capilares peritubulares [Magil et Tinckam, 2005]. A relagao
aumentada entre mondcitos/linfocitos T também apresentou associacdo com
depdsitos de C4d [Fahim et al ,2007].

Em resumo, o significado clinico da rejeigéo classificada como borderline
permanece controverso, gerando duvidas quanto a instituigho ou nao da
terapéutica especifica antirejeicdo. Por outro lado, o achado de depdsitos de C4d
em capilares peritubulares e a presenga de infiltrado de macréfagos em
glomérulos sdo considerados como marcadores de mau prognostico, sugerindo
mediacgao por anticorpos.

Assim, consideramos a hipétese de que, a presenca de depdsitos de C4d
em capilares peritubulares, associados com infiltragdo macrofagica, em bidpsias
de rins transplantados, classificados como rejeigao borderline, seriam marcadores
de pior prognostico, quando comparados a biopsias com alteragdes

borderline sem estes marcadores.
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2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo Geral

Avaliar a presenga de depdsitos de C4d em capilares peritubulares de

biopsias de rim transplantado, classificadas como borderline, de acordo com a

classificagao de Banff 1997.

2.2. Objetivos Especificos

Correlacionar a presenga de C4d em CPT com o infiltrado de macréfagos em

glomérulo e intersticio.

Estabelecer, de forma retrospectiva, correlacdo entre C4d em

capilares peritubulares, infiltrado de macréfagos e o prognéstico do enxerto.
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1 Metodologia

3.1.1 Desenho do Estudo

Estudo de coorte histérica e prospectiva, baseado na analise de
fragmentos de biopsia renal com diagndstico de rejeicdo aguda borderline,
selecionados a partr do banco de bidpsias renais de transplantes do
Departamento de Anatomia Patolégica da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Unicamp. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FCM

Unicamp (CEP 162/2003).

3.1.2 Critérios de inclusao:

a) Biopsia de rim transplantado, com diagndstico inicial histoldégico de

rejeicdo aguda borderline definida como presenga de foco de tubulite com

infiltracdo de uma a quatro células mononucleares por sec¢ao tubular, inflamacéao

intersticial em 10 a 25% do parénquima cortical, e auséncia de arterite intimal.

b) Biopsia realizada no periodo de julho de 1986 a julho de 2003.

c) Primeira biopsia renal realizada nos 6 primeiros meses apés o transplante.
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d) Bidpsia com material adequado para analise morfometria e para

imunohistoquimica de C4d e Macréfago.

e) Transplante renal realizado no servigo de Nefrologia da UNICAMP.

3.1.3. Critérios de exclusao:

a) Receptores pediatricos, com idade <18 anos.

b) Biopsia renal inicial com diagnéstico diferente de rejeicao borderline.
c) Material de bidpsia sem condigao para recuperagao e reanalise.

d) Material inadequado para imunohistoquimica de C4d ou Macro6fagos

e) Informagdes insuficientes nos prontuarios médicos.

3.1.4. Informacoes dos pacientes, obtidas a partir dos prontuarios

médicos:

a) Histérico do paciente transplantado: sexo, idade, etiologia da insuficiéncia
renal crbnica, antecedentes patoldgicos, transplante renal prévio e tempo de
dialise.

b) Caracteristicas do transplante renal: tipo de doador (vivo relacionado/falecido),
causa de morte encefalica do doador falecido, idade do doador, tempo de

isquemia fria e imunossupressao inicial.
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c) Intercorréncias apds transplante: auséncia de diurese imediata, necessidade
de dialise, data e indicagdo da bidpsia renal, diagnéstico histoldgico e creatinina
sérica na data da bidpsia, nos dias: 1, 7, 14, 21 e 28 e nos meses 6, 12 e 24 apos

o transplante.

3.1.5 Desfechos Avaliados:

a) Funcao renal (creatinina sérica ao final de 6 meses, 1ano e 2 anos).

b) Sobrevida de enxerto e paciente em 6 meses, 1 ano e 2 anos.
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3.1.7 Biopsias renais

Trinta e sete pacientes foram inicialmente selecionados, entretanto 6
pacientes foram excluidos devido material de bidpsia sem condicdo para
recuperagao (n=3), material inadequado para imunohistoquimica de C4d (n=2),
informacgdes insuficientes nos prontuarios médicos(n=1).Deste modo, trinta e um
pacientes que preencheram os critérios de inclusdo e constituiram o grupo de
estudo, foram submetidos a 5 bidpsias percutdneas do enxerto, sendo as 31
primeiras classificadas como borderline. Vinte e trés biopsias sequenciais (1 a 5
biopsias/paciente) foram avaliadas, independente do diagndstico histoldgico.
Todas as bidpsias foram avaliadas e classificadas por um patologista renal do

Departamento de Anatomia Patolégica da FCM UNICAMP.

3.1.7.1 Procedimento da bidpsia renal do rim transplantado

Os pacientes apresentavam pressao arterial controlada e coagulograma
normal para a realizacdo da biopsia renal percutanea. Apds avaliacdo do enxerto
renal por ultrassonografia, para afastar os diagnésticos de obstrugao vascular ou
ureteral, a biépsia foi realizada na borda lateral do pélo superior do rim
transplantado. Para o procedimento, foi utilizado material estéril e anestesia local.
Os fragmentos foram retirados com agulha de Vin Silvermann- Franklin. Apos o
procedimento, os pacientes foram submetidos a compressdao mecanica do local

da bidpsia por cerca de 10 minutos e mantidos em repouso absoluto no leito por
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12 horas, periodo em que se monitorizou a pressao arterial, a diurese e a
presenca de hematuria, através de inspegao visual de amostra de urina em
ocasioes separadas.

Em geral, foram obtidos um a dois fragmentos do tecido renal, embebidos
em solucgao fisiolégica (NaCl 0.9%) e fixados em solu¢ao de ,Dubosque Brasil. Os
fragmentos foram processados e emblocados em parafina. Secgdes de 4 micra
de espessura foram coradas com hematoxilina eosina, tricromico de Masson e

com acido periédico de Schiff (PAS).

3.1.8. Avaliacao morfolégica

Para o presente estudo, os fragmentos de biopsia foram reavaliados
utiizando como base a Classificagdo de Banff 1997 e uma escala
semiquantitativa de acometimento tubulo intersticial. Os parametros analisados
foram os seguintes:

Glomérulos: numero de glomérulos; numero de polimorfonucleares (PMN)
/glomérulo.

Vasos: numero de artérias; presenca de trombos hialinos; presenca de lesao
vascular, presenca de endoteliose.

Compartimento _tubulo-intersticial: presenca e intensidade de tubulite; grau de

cronicidade; numero de polimorfonucleares na luz de capilares peritubulares;
presenca e intensidade de alteragdes tubulares degenerativas; presenga

e intensidade de alteragbes tubulares regenerativas; presenga e intensidade de
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fibrose intersticial e atrofia tubular; percentual de infiltrado intersticial, presenca de
espessamento da membrana basal tubular.

Todas as biopsias foram submetidas a analise semi-quantitativa das
alteracdes tubulointersticiais, utilizando uma escala de 0 a 3 para quantificar as
seguin-tes alteragdes tubulointersticiais agudas e cronicas: alteragbes tubulares

(atrofia, alteragao epitelial aguda e tubulite) e intersticiais (inflamacéo e fibrose).

Tabela 3: Analise semi-quantitativa das alteragées tubulointersticiais

Alteracdes tubulares Alteracgdes intersticiais
Escore | Atrofia | Alteracdo de epitélio | Espessamento | Fibrose = | Inflamacéo
tubular ' de MB tubular
0 0 0 0 0 0
1 1-10% Discreta Leve 1-5% 1-10%
2 11-25% | NTA regeneracao moderada 6-10% 11-25%
3 > 25% NTA degeneragéo Grave >10% > 26%

NTA: necrose tubular aguda, MBT= membrana basal tubular

Para avaliagdo da necrose tubular aguda foram utilizados os seguintes

critérios:

(1) Achatamento focal e perda de células do epitélio tubular proximal
associado ou nao a perda da borda em escova de células tubulares;
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(2) Achatamento difuso e perda de células do epitélio tubular proximal, ou

necrose focal desse epitélio, ou ambos;

(3) Necrose de algumas ou de todas as células epiteliais em mais que

50% dos tubulos proximais presentes.

3.1.9 Imunohistoquimica

3.1.9.1 Imunohistoquimica para C4d

Fragmentos de bidpsia com 4 ym de espessura foram fixados em laminas
tratadas com 3-aminopropiltrietoxisilano  (Sigma-Aldrich,Saint  Louis,USA),
desparafinizadas e hidratadas em alcooisl com concentragdes crescentes. A
peroxidase endogena foi bloqueada com agua oxigenada 3%, seguida de
lavagem em solugao salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7,4). Foi utilizado o
anticorpo primario policlonal de coelho anti C4d humano (Imunoglobulina de
classe G (IgG); Biomédica Gruppe, Viena, Austria), diluicdo 1:1000 em solucéo
tamponada de fosfato com albumina bovina (PBS/BSA) 1% e incubado durante a
noite em temperatura de 4°C. Apods lavagem com PBS/BSA (pH 7,4), foi
aplicado o anticorpo secundario biotinizado de cabra anti IgG coelho
(Novocastra,Newcastle, Reino  Unido) diluicdo 1:400 em 1% PBS/BSA e

incubado em temperatura ambiente por 30 minutos. Foi entdo utilizado o
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sistema de revelagdo avidina /biotina peroxidase (Super ABC Kit, Novocastra,
Newcastle, Reino Unido). Diaminobenzidina (DAKO, Carpinteria, CA, EUA) foi
utilizado como cromdgeno, e as laminas foram contra coradas com hematoxilina
de Harris (Merck, Darmstadt, Alemanha), desidratadas em hidratadas em alcoois
com concentracdes decrescentes, tratadas com xilol e as laminulas foram
montadas com Entellan (Merck,Darmstadt, Alemanha).

Como controle positivo foi utilizado fragmento de bidpsia renal com
diagndstico de glomerulonefrite membranosa, e como controle negativo fragmento
de rim normal obtido a partir de nefrectomia por tumor renal. Como controle
negativo também foi utilizado um fragmento de biopsia renal com omissédo do

anticorpo primario ou do anticorpo secundario.

3.1.9.2 Quantificacao da imunohistoquimica para C4d.

Todas as biopsias foram analisadas pelo autor e classificadas em positivas
ou negativas para C4d. Foram excluidas da analise areas com fibrose intersticial
e/ou necrose, arteriolas com hialinose e glomérulos com areas de esclerose. Os
resultados foram expressos em numero de capilares peritubulares
acometidos/campo cortical. A coloragédo do mesangio foi utilizada como controle
de qualidade interna.

As biopsias renais foram classificadas em C4d negativa ou C4d positiva
(focal ou difusa), de acordo com a seguinte definicdo [Mengel et al, 2005]: C4d

negativa: <25% dos CPT com coloragdo para C4d ou depdsito incompleto
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na circunferéncia do CPT (figura 1a)
C4d positivo focal: 25 a 50 % dos CPT corados para C4d, envolvendo

toda a circunferéncia do CPT. C4d positivo difuso: mais de 50% dos CPT

corados para C4d,envolvendo toda a circunferéncia do CPT (figura 1b).

Figura A Figura B
Figura 1: Imunohistoquimica para C4d, contra coloragdo com HE, aumento
1000x (imersao). A- auséncia de coloragdo em capilares peritubulares, C4d
negativo, B: C4d positivo, com delineamento de toda a extensdo do capilar

peritubular (seta).

3.1.9.3. Imunohistoquimica para macroéfago

Fragmentos de bidépsia com 4 ym de espessura, fixados em l|aminas
previamente silanizadas, foram desparafinizadas e hidratadas em alcoois
progressivos. A peroxidase enddégena foi bloqueada com agua oxigenada 3%.

Para a reativagado antigénica foi utilizado tampao citrato de sédio 0,01M em pH
57



Figura A Figura B

Figura 2." Imunohistoquimica para macrofago, coloracdo de macréfago intersticial

[A],(aumento 100x) e em glomérulo [B], (aumento 1000x).

3.1.9.4 Quantificacao da Imunohistoquimica para macréfagos:

A quantificagdo do numero de macréfagos em intersticio cortical foi
realizada através da contagem de células positiva por campo microscopico, em
aumento de 400 vezes utilizando grid 10x10, em toda a extenséo cortical, com o
auxilio do programa computadorizado KS300 (Zeiss, Alemanha). Os resultados
foram expressos em numero de células positivos/mmz.

A quantificagdo dos macréfagos glomerulares foi realizada pela contagem

de células positivas/glomérulo.

3.1.10 Protocolos de Imunossupressao
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Imunossupressao de manutencdo: Consistiu de um inibidor de sintese

de purinas: azatioprina (1- 2 mg/kg/dia), ou micofenolato mofetil (2 gramas/dia),
via oral. Para os receptores de rim de doador vivo relacionado nao idéntico ou de
doador falecido, foi associado um inibidor de calcineurina, ciclosporina
(7mg/kg/dia) ou tacrolimus (0,2 mg/kg/dia), via oral, divididos em 2 doses/dia. A
dose diaria de ciclosporina foi ajustada de acordo com o nivel sanguineo, (CO/vale
entre 100 e 200 ng/ml). Os niveis sanguineos de tacrolimus foram mantidos entre
7 € 10 ng/ml no primeiro més apds o transplante.

Terapia de resgate: Episédios de rejeicdo aguda foram tratados com

pulso de Metilprednisolona (500 mg, intravenoso, durante 3 dias). Para os casos
considerados cortico resistente, foi utilizado Anticorpo monoclonal anti receptor

CD3 (OKT3), na dose de 5mg/kg/dia, intravenoso, durante 10 dias.

3.1.11 Analise Estatistica.

Variaveis numéricas foram expressas em média + desvio padréo. A analise
da variagdo entre grupos foi realizada através de teste t Student. Para as
variaveis ndo numeéricas, foi utilizado teste qui quadrado ou exato de Fisher.
Significancia estatistica foi considerada se p<0,05. Para os testes estatisticos foi

utilizado o programa estatistico Statview versao 2.0.
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4. RESULTADOS

60



4.1. Caracteristicas do grupo de estudo

A partir da analise do banco de biopsias renais de pacientes transplantados
renais, foram selecionados 31 casos que preenchiam os critérios de inclusao, ou
seja, receptores de transplante renal, submetidos a bidpsia renal percutanea, com
diagndstico histologico inicial de rejeicado borderline, e com material disponivel
para reanalise.

Todas as biopsias foram indicadas por disfungéao de enxerto, definida como
aumento de 25% na creatinina basal ou pela queda do debito urinario.

Este grupo de pacientes era, em sua maioria, do sexo masculino (n=23,
74%), receptores de rim de doador falecido (n=24, 77%), com idade média de 37
11anos (20 a 56 anos). Dentre os 7 receptores de rim de doador vivo relacionado,
3 apresentavam HLA idéntico e quatro HLA haploidéntico. A causa da
insuficiéncia renal crénica foi glomerulonefrite crénica em 7, nefrosclerose
hipertensiva em 4, pielonefrite cronica em 2. Em 18 individuos, o diagndstico
etiolégico da IRC nao pode ser determinado. O tempo de tratamento dialitico
antes do transplante foi de 55 + 33 meses (8 a 120 meses). A maioria dos
pacientes (n=29) foi submetida ao primeiro transplante. A média de idade dos
doadores foi 32 + 12 anos. Para os doadores falecidos, a causa de morte
encefalica foi traumatismo craniano (n=14), hemorragia subaracnéide (n=4),
acidente vascular cerebral hemorragico (n=2) e outros (n=4).

O tempo médio de isquemia fria, para receptores de doador falecido foi de

21 + 5 horas. Para receptores de doador vivo o tempo de isquemia fria nao foi
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considerado significante, uma vez que as cirurgias de doador e receptor foram
realizadas simultaneamente.

Retardo de funcado renal do enxerto ocorreu em 25 pacientes, sendo 24
receptores de rim de doador falecido. A maioria dos pacientes ndao apresentava
sensibilizagao prévia aos antigenos HLA, e apenas 1 dos pacientes incluidos foi
considerado hipersensibilizado (reatividade contra painel > 50%). Como os
transplantes avaliados foram realizados até 2003, a especificidade dos
anticorpos circulantes anti HLA ndo estava disponivel.

As biopsias renais do enxerto foram indicadas por elevagao da creatinina
acima de 25% de seu valor basal, isoladamente (n=10) ou acompanhada de
redugéo da diurese (n=21). A mediana do primeiro procedimento de biopsia foi 11

dias apos o transplante renal.

4.2. Imunosupressao

4.2.1. Inducao

Metilprednisolona 500 mg, intravenoso, foi administrada imediatamente
antes do procedimento de transplante a todos os pacientes. Inducao adicional
com Basiliximab (Simulect®, Novartis S.A.) 20mg/dia, intravenoso, em duas
doses, uma imediatamente antes da anastomose vascular e a outra no quarto dia
pds operatorio foi realizada em 5 individuos, indicada por tempo de isquemia fria >

24 horas e/ou reatividade contra painel > 10%. Um paciente, considerado
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hipersensibilizado (PRA > 50%), utilizou indugédo com anticorpo monoclonal anti

CD3 (OKT3) 5mg/dia, intravenoso, durante 10 dias.

4.2.2. Manutencao

A maioria dos pacientes utilizou esquema imunossupressor constituido
por azatioprina, ciclosporina e prednisona (n= 27, 87%). Quatro pacientes
utilizaram outras associacbes de imunosupressores como Azatioprina +
Tacrolimus + Prednisona; Micofenolato mofetii (MMF) + Ciclosporina +

Prednisona, Ciclosporina + Prednisona e MMF + Prednisona.

4.3. Caracteristicas dos pacientes de acordo com a expressao de C4d nas

biopsias iniciais

Para efeito de analise, os pacientes foram inicialmente divididos, de acordo
com a expressao de C4d na primeira biopsia renal, em dois grupos: C4d positivo
(n=12) e C4d negativo (n=19). Nao houve diferenca significativa nas

caracteristicas demograficas, entre os grupos C4d negativo e positivo (tabela 4)
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Tabela 4: Caracteristicas dos pacientes, de acordo com a presenca de C4d na

primeira biopsia renal.

. C4d negativo . C4ad positivo. P
(n=19) (n=12)

Idade do paciente (anos) 40+ 10 32187 Ns
Sexo (masculino: feminino) 14:5 9:3 Ns
Transfuséo >5 bolsas (%) 6 (32%) 3 (25%) ns
Doador (vivo: falecido) . 5:14 ) 2;10 . Ns
Idade do doador (anos) 31+11 35113 Ns
Isquemia fria (horas) 21+6,7 20+6,7 Ns
Retardo de fungao renal (%) 14 (74%) 11 (92%) <0,05
Tempo para realizacdo da primeira- 28 +40 - 10+ 3,1 <0,05

biopsia (dias)

O grupo C4d positivo apresentou maior incidéncia de retardo de fungéo
renal, com necessidade de terapia dialitica de suporte (92% versus 74%, C4d
positivo versus C4d negativ.o, p<0,05), o que p<;de explicar a ir;dicagéo mais
precoce de biopsias renais neste grupo (10 £ 3,1 versus 28 + 40 dias, p<0,05)

(tabela 5).
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Tabela 4: Evolucdo de funcdo renal imediata apos o transplante, nos diferentes

grupos.
C4d negativo C4d positivo P
(n=19) (n=12)
Retardo de funcéao renal (%) 14 (74%) 11 (92%) <0,05
Tempo para realizagdo da primeira 28 + 40 10+ 3,1 <0,05

biépsia (dias)

4.4. Analise das biopsias
Todas as bidpsias inicialmente classificadas como borderline, foram

reavaliadas, com quantificacdo morfometria e adequacéao a classificacao de Banff

1997.

4.4.1 Analise morfometria

A analise dos indices morfométricos das 31 bidpsias iniciais demonstrou

maiores indices de necrose tubular aguda degenerativa e menores indices de

inflamacao intersticial no grupo cuja primeira bidpsia foi classificada como C4d

positiva (tabela 6).
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Tabela 6: Pardmetros morfométricos das biopsias renais iniciais, com diagnostico de

Rejeigao borderline, divididas de acordo com a expressao de C4d.

C4d negativo C4d positivo P
(n=19) (n=12)

Numero de glomérulos por fragmento 8,2+6,0 7,815 Ns
Numero de artérias por fragmento 1,7+1,2 1,0+1,0 Ns
Inflamacao intersticial (%) 8676 4,7+ 3,6 0,007
NTA degenerativa (escore) 0,3+0,7 14+14 <0,0001
NTA regenerativa (escore) 1,0+£0,8 1,311 Ns
Fibrose Intersticial (escore) . 1,4+0,8 . 1,7+0,8 . Ns
Atrofia tubular (escore) . 0,4+0,7 _ 1,0+£1,0 . Ns
PMN em CPT (%) 21 41 0,04
PMN em glomérulos (%) 21 17 Ns
Espessamento MBT (escore) 128+008 110+@B5l Ns0,05

4.4.2 Analise de acordo com a classificacao de Banff 1997

A aplicagdo dos escores da Classificagdo de Banff 1997 para estas

biopsias mostrou que o grupo C4d positivo apresentava menores indices de
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fibrose intersticial (ci) e atrofia tubular (ct) comparado ao grupo C4d negativo. Nao

foram observadas diferengas nos demais parametros analisados. Em nenhum dos

fragmentos analisados foi observada arterite intimal (v) (tabela 7).

Tabela 7. Distribuigdo dos achados morfoldgicos nas bidpsias renais iniciais, de

acordo com a classificagao de Banff/97, divididas de acordo com a expressao de C4d.

C4d negativo C4d positivo P
(n=19) (n=12)

Tubulite (t) 0,7+0,5 0,3+0,7 Ns
Atrofia tubular (ct) 0,6+0,9 0,1+0,3 0,01
Inflamagéo intersticial (i) 09+0,9 0,7+0,7 Ns
Fibrose intersticial (ci) 0,7+0,9 0,3+0,5 0,02
Glomerulite (g ) 0,1+0,3 0,1+ 0,4 Ns
Glomerulopatia do enxerto (cg) 09+0,6 1,4+0,9 Ns
Aumento matriz mesangial (mm) 0,9+0,6 1,0+0,5 Ns
Espessamento de intima vascular 0,5+0,8 0,3+0,5 Ns
(cv)

Espessamento hialino arteriolar 0,7+0,7 0,5%+1,0 Ns

(ah)

4.4.3 Infiltrado de macréfagos
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A quantificacdo da infiltragdo intersticial de macréfagos, avaliada
por meio de imunohistoquimica, foi semelhante entre os grupos C4d negativo e
C4d positivo (p=ns).Entretanto, observamos maior numero de glomérulos com
infiltrado de macréfagos no grupo C4d+ (42% versus 25%, C4d+ versus C4d-,p<

0,05).

4.5. Evolugao da funcao renal e necessidade de biopsias sequenciais

Em dezesseis pacientes que cursaram com recuperagao de fungéo renal
(creatinina sérica 1,8 + 0,2 mg/dl), nao foi indicado novo procedimento de biopsia.
Os quinze individuos restantes, com déficit persistente de fungdo renal (média de
creatinina sérica 4,9 £ 0,7 mg/dl) foram submetidos a nova biopsia renal do

enxerto, em média 35 £ 25 dias apds o transplante.

4.5.1. Segunda bidpsia renal

No grupo inicialmente C4d negativo, 7/19 (37%) pacientes submetidos a
segunda biopsia apresentaram como diagnéstico: rejeicdo borderline (n=3),
rejeicdo aguda Banff 1A (n=1), rejeicdo aguda Banff 2A (n=1) e necrose tubular
aguda isolada (n=2). A pesquisa de C4d resultou positiva em 5 destas bidpsias,
classificadas como: rejeigdo borderline (n= 2), rejeigdo aguda Banff 1A (n=1),
rejeicdo aguda Banff 2A (n=1) e NTA isolada (n=1). No grupo previamente C4d

positivo, 9/12 (75%) pacientes foram submetidos a novo procedimento de
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biopsia, sendo todos diagnosticados como rejeigdo borderline, isolada (n=6) ou
associada a necrose tubular aguda (n=3). A expressao de C4d persistiu em 5
casos, porém a imunohistoquimica resultou negativa em 4 casos, todos com
diagnostico de rejeicdo borderline isolada.

A necessidade de segunda biopsia poderia estar associada com a maior
gravidade da leséo histolégica na primeira biopsia. Para avaliar esta hipétese,
comparamos os parametros morfométricos da primeira biopsia renal, dividindo os
pacientes em dois grupos: biopsia unica (n=16) e rebiopsia (n=15).Nao houve
diferenga significativa nos parametros de gravidade de lesdo inicial, nem na
intensidade da expressao de C4d. O grupo submetido a nova biopsia apresentava
apenas uma tendéncia a maior frequéncia de NTA degenerativa. Entretanto, a
indicagdo mais tardia da biopsia renal no grupo com biopsia unica pode justificar

este achado histoldgico.

4. 6. Reavaliacao pela classificacao de Banff 2005

De acordo com a atualizacdo do Banff 2005, as 54 biopsias
foram reclassificadas.

Das 31 biopsias iniciais, 12 biopsias C4d+ foram classificadas como
suspeitas de rejeicdo aguda mediada por anticorpos: NTA like (n= 7) e
capilarite (n= 5), enquanto que todas as 19 biopsias C4d negativas foram
classificadas como rejeigéo borderline.

Das 23 biopsias subsequentes, 14 biopsias C4d + foram classificadas
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como rejeicdo aguda com suspeita de mediada por anticorpos, tipo NTA like
(n=8), rejeigdo crénica com suspeita de mediagao por Ac (n= 5) e rejeigao
aguda mediada por célula T com suspeita de mediagdo por Ac (n=1). As nove
biopsias C4d negativas foram classificadas como rejeicdo borderline (n=6),
rejeicdo aguda mediada por células, Banff 1A (n=1) e Banff 1B (n=1) e necrose

tubular aguda isolada (n=1).

4.7. Presenca de C4d em CPT e funcgao tardia do enxerto

Para analise de fungao tardia de enxerto e de sobrevida do paciente e do
enxerto, no periodo de 2 anos, foram considerados como C4d positivos os
pacientes que apresentaram pelo menos uma biopsia C4d positiva, totalizando
um grupo de 17 pacientes (12 com bidpsia inicial com C4d positivo e cinco com
bidpsia inicialmente negativa e que passaram a expressar C4d em capilares
peritubulares. Quatorze pacientes, com bidpsias persistentemente negativas,
constituiram o grupo negativo.

A creatinina sérica por ocasiao da primeira biopsia foi comparavel entre os
grupos C4d positivo e C4d negativo, 8,6 +4,1 e 7,9 £ 3,6mg/dI.

A avaliagdo da fungédo renal tardia, através da dosagem de creatinina
sérica mostrou que o grupo C4d+ apresentava pior fungéo do enxerto em todos os
periodos avaliados: 6 meses (1,8 + 0,8 versus 1,4 + 0,5 mg/dl, p< 0,01), 1 ano
(2,1 £ 1 versus 1,5 £ 0,5 mg/dl, p<0,01), e ao final de 2 anos (2,3 * 1,3 versus
1,5+ 0,7 mg/dl, p< 0,05). [Grafico 1].
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@ C4d negativo
[ C4d positivo

6 meses 12 24
meses meses

Grafico 1. Creatinina sérica ( mg/dl) no periodo de 6, 12 e 24 meses,
no grupo C4d negativo e positivo.

* (p< 0,05)

Perda de enxerto ocorreu em um paciente (7%) do grupo C4d negativo e
em trés pacientes (18%) do grupo C4d positivo, ao final de acompanhamento de
2 anos, sem diferenga estaticamente significativa. Cinco pacientes evoluiram para
obito durante o estudo. Quatro eram do grupo C4d negativo e faleceram por
pneumonia, arritmia, infarto agudo do miocardio e CIVD (3 com enxerto
funcionante), e um no grupo C4d positivo por infarto agudo do miocardio com

enxerto funcionante.
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5. Discussao
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O significado de alteragdes borderline em biopsias de rins transplantados
permanece controverso. Enquanto alguns grupos sugerem que

estes achados sdo variantes do normal, outros consideram estas alteracdes
como clinicamente significativas. Nos ultimos anos, o desenvolvimento de novos
testes diagndsticos, incluindo a pesquisa de C4d, identificagcdo de
biomarcadores e avaliagdo detalhada de pacientes de risco imunoldgico,
permitiram um melhor entendimento da fisiopatologia da rejeicdo aguda, com
consequente estratificacdo de risco e adequacao terapéutica.

No presente estudo, avaliamos a presenca de depodsitos de C4d em
capilares peritubulares e o infiltrado de macrofagos em bidpsias de rins
transplantados, indicadas por disfungdo do enxerto e com diagndstico histoldgico
de rejeicao borderline, com o intuito de avaliar o impacto destas alteragdes na
sobrevida do enxerto.

Do banco de biopsias renais do programa de Transplante Renal, 31 casos
preenchiam os critérios de inclusdo do estudo, ou seja: diagndstico de rejeigao
borderline pelo patologista; auséncia de episodios prévios de rejeicao; e material
de biopsia armazenado em quantidade suficiente para reavaliacdo e
processamento de novas laminas. Pelo carater retrospectivo da selecdo das
amostras, incluindo biopsias renais realizadas entre 1986 e 2003, algumas
anteriores a classificacdo de Banff, optamos por uma reanalise dos parametros
morfométricos, para padronizagdo da amostra e possibilidade de analise
estatistica e identificagdo de marcadores histologicos de progndstico. A

reandlise morfometria mostrou que os escores de inflamagéao intersticial, tanto
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pelos critérios de Banff como por um escore semiquantitativo eram baixos,
indicando inflamacao intersticial leve. Em nenhum caso observamos arterite
intimal ou lesdo vascular, compativel com achados de rejei¢cao borderline.

A grande dificuldade na avaliacdo de biopsias renais classificadas como
borderline refere-se ao seu significado clinico: trata-se apenas de uma variante do
normal ou estamos frente a um quadro contendo lesdes focais de intensidades
variadas? De fato, a presenca de rejeicdo borderline deve ser contextualizada
considerando o risco imunologico do paciente, a indicagdo da biopsia renal e a
funcdo renal. Afinal, biopsias com rejeigdo aguda focal podem nao
apresentar infiltrado intersticial, tubulite e/ou agresséo vascular suficientes para a
classificagdo como rejeicdo aguda, subestimando a severidade da rejeigcdo e
sendo, portanto, classificadas erroneamente como borderline [Serdn et al,
1997;Saad et al, 1997; Meehan et al, 1999; Jain et al, 2000; Shapiro et al, 2001].
A probabilidade de erro do diagndstico de rejeicao aguda € de cerca de 10%,
quando se utiliza um unico corte para microscopia Optica [Sund et al, 2004]. A
amostra reduzida compromete a avaliagdo diagndstica, implicando em baixa
correlagdo entre achados histolégicos e fungdao renal [Wang et al, 1998].
Entretanto, para a analise da intensidade do acometimento cronico (fibrose
intersticial e atrofia tubular, ou FI/AT) ou para a quantificagéo de depdsitos de C4d
em capilares peritubulaes pequenos fragmentos sdo considerados adequados
[Serén et al 2002, Nadasdy et al,2005].

Para avaliarmos a importancia dos depdsitos de C4d e sua distribuicao,

dividimos os pacientes em dois grupos, de acordo com a expressao de C4d nas
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biopsias iniciais, em C4d positivo (n= 12) e C4d negativo (n=19). A incidéncia de
C4d nesta série foi de 39%, compativel com relatos prévios, com incidéncia de 30
a 55% em biopsias por indicagéo [Seron et al, 2002; Nadasdy et al, 2005].

Observamos que os depdsitos de C4d foram mais frequentes em
biopsias realizadas mais precocemente. O grupo C4d positivo também
apresentou maiores escores de severidade de necrose tubular aguda
degenerativa, associada a uma maior frequéncia de retardo de funcao do
enxerto, o que pode explicar a indicagcdo mais precoce do procedimento.

Necrose tubular aguda foi observada em 97% das biopsias avaliadas,
contribuindo para a persisténcia de disfungdo do enxerto, independente da
presenca de depdsitos de C4d. Relatos anteriores mostraram que biopsias com
rejeicdo borderline e altos escores de necrose tubular aguda n&do apresentavam
resposta satisfatoria ao tratamento anti rejeicéo [Saad et al, 1997].

No presente estudo, o grupo C4d positivo apresentava indices mais
elevados de NTA degenerativa. A correlagédo entre NTA e C4d é controversa.
Enquanto alguns grupos descrevem NTA isolada como unico achado histolégico
em cerca de 10% dos casos de rejeicdo aguda mediada por anticorpos
[Mauuiyyedi et al, 2002; Rajan et al, 2008], outros estudos ndo observam esta
correlagao [Nickeleit et al, 2002], justificando as discrepancias de resultados
pelos critérios de selegcdao e tempo de realizagdo das biopsias renais, onde
biopsias por indicacdo e realizadas mais precocemente apresentariam maior
frequéncia de C4d associada a NTA. Entretanto, de acordo com o Bannf 2005, a

presenca de NTA associado com C4d e anticorpo é classificada como rejeigao
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mediada por anticorpo.

Em transplante cardiaco, a presenga de C4d precoce esta associada a
lesdo de isquemia/reperfusado [Baldwin et al, 2000]. Entretanto, em transplante
renal, dois estudos avaliando biopsias pré ou imediatamente pdés reperfusao,
nao demonstraram depédsitos de C4d em capilares peritubulares na primeira
hora pds transplante, mesmo quando avaliados receptores submetidos a
programas de dessensibilizagcdo por prova cruzada positiva [Haas etal, 2006;
David-Neto et al, 2011]. Estes estudos sugerem que, em transplante renal,
mesmo para pacientes com anticorpos anti HLA pré formados, porém com prova
cruzada negativa, a quantidade de anticorpos seria insuficiente para ativar a
resposta inflamatéria e a cascata de complemento em tao curto periodo de
tempo.

Neste estudo, a presencga de inflamacéao intersticial foi menor no grupo C4d
positivo, o que esta de acordo com outros estudos que demonstraram que,
biopsias com C4d positivo, independentemente do diagndstico, apresentavam de
inflamacao intersticial mediada por células T, como tubulite e arterite intimal,
compativeis com o diagnédstico de rejeicdo aguda celular. Entretanto, em alguns
casos pode haver superposi¢cao de rejeicdo aguda mediada por células (RCA) e
mediada por anticorpos (RMA), com expressdo de C4d em capilares
peritubulares. [Feucht et al, 1993; Trpkov et al, 1996; Regele et al, 2001; Lederer
et al, 1996; Collins et al , 1999; Crespo et al, 2001; Nickeleit et al, 2002;
Herzenberg et al, 2002; Lorenz et al, 2004; Kieram et al, 2009, Sis etal 2009].

Como avaliamos biopsias com alteragbes borderline, a inflamagao intersticial
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observada era leve, acometendo menos de 10% do tecido analisado. A
avaliagdo por imunohistoquimica também nao demonstrou diferenga no
numero de macrofagos em intersticio entre os grupos C4d positivo e negativo.

A presenga de polimorfonucleares em glomérulo diferiu entre os grupos
C4d positivo e negativo. Entretanto, o grupo C4d positivo apresenta um maior
percentual de capilares peritubulares com polimorfonucleares, ou maior
frequéncia de capilarite. Este achado é compativel com a fisiopatologia dos
depdsitos de C4d e a possivel mediacdo da lesdo por anticorpos. Capilarite &
descrita como achado sugestivo, mas nao patognoménico, de rejeicdo mediada
por anticorpos em diferente séries [Regele et al, 2001; Crespo et al, 2001;
Mauuiyyedi et al, 2002, Nickeleit et al, 2002; Herzenberg, et al, 2002; Magil et
Tinckam, 2003 Mengel et al, 2005; Cosio et al, 2010].

Outro achado histologico frequentemente associado ao depdsito de C4d é
a glomerulite, especialmente caracterizada pela presenga de macrofagos em
glomérulos [Magil & Tinckam, 2003; Magil, 2005]. Na presente série, apesar da
analise morfométrica nao apresentar diferenga na ocorréncia de glomerulite entre
0s grupos, observamos um numero significantemente maior de glomérulos com
infiltrado de macréfagos no grupo C4d positivo. Da mesma forma, houve uma
tendéncia a maior incidéncia de glomerulopatia do transplante (cg pela
classificagdo de Banff) no grupo C4d positivo. Estas alteragdes glomerulares
foram observadas em biopsias contendo depédsitos de C4d tanto focais como
difusos. Estudos prévios sugerem que os infiltrados glomerulares de macréfagos

seriam fator de risco independente para perda de enxerto em pacientes com
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rejeicdo aguda [Magil & Tinckam, 2003; Magil 2006] e/ou com disfungcédo do
enxerto, em associagdo com a expressao de C4d em capilares peritubulares
[Solez et al, 2007; Batal et al, 2011].

Os sinais histolégicos de cronicidade foram menores no grupo C4d positivo
em comparagao com o grupo C4d negativo, justificado pelo fato dos doadores
serem cerca de 4 anos mais jovens. A persisténcia dos depdsitos de C4d também
parece estar associada ao pior progndéstico do enxerto. Estudos anteriores, com
biopsias sequenciais, mostraram um carater dindmico dos depdsitos, com
surgimento em média 40 dias pds transplante, podendo persistir por meses ou
desaparecer em semanas [Regele et al, 2001; Nickeleit et al, 2002; Haas et al,
2002; Poduval et al, 2005].

Nesta série, a alta frequéncia de necrose tubular aguda e a persisténcia
dos niveis elevados de creatinina levaram a indicacdo de nova biopsia em
metade dos casos, independente da presenca ou ndao de depdsitos de C4d. A
andlise das biopsias sequenciais permitiu a avaliagao da dindmica do C4d, que
persistiu em 55% dos casos submetidos a rebiopsia, e mantendo o diagnéstico
de rejeicao borderline isolada ou associada com necrose tubular aguda. Em 71%
das biopsias previamente negativas, houve surgimento de depdsitos de C4d,
associada a achados histologicos de rejeicdo aguda mediada por células ou
necrose tubular aguda persistente. Em 45% das biopsias previamente positivas
houve desaparecimento dos depdsitos de C4d em biopsias subsequentes,
todas com diagnéstico histologico de rejeicao borderline isolada.

A presenga de depdsitos de C4d € associada a um pior prognostico do
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enxerto, e sua persisténcia considerada como ativacdo persistente de resposta
imune mediada por anticorpos. Assim, diferentes séries sugerem que
sensibilizagdo prévia, através de gestagdes multiplas, transfusdes sanguineas ou
transplantes prévios, e definida como reatividade contra painel > 50% estaria
associada com a maior precocidade dos depdsitos de C4d [Feucth et al, 1991;
1993, Regele et al, 2001; Lederer et al, 2001; Crespo et al, 2001; Boéhmig et al,
2002; Herzenberg et al, 2002; Mengel et al, 2005; Lorenz et al, 2004]. No
presente estudo, apenas 2 pacientes receberam um segundo enxerto renal, e a
maioria ndo era previamente sensibilizada, o que impediu a analise de risco.
Outros fatores demograficos analisados, como caracteristicas do doador,
transfusbes prévias, fungdo imediata de enxerto, ndo diferiram entre os grupos
C4d positivo e negativo. Estudos prévios com pacientes de baixo risco
imunologico também ndo encontraram associagcdo entre expressdo de C4d e
estes fatores. [Regele et al, 2001; Herzenberg et al, 2002; Hass et al, 2002;
Lorenz et al, 2004]. Da mesma forma, o reduzido numero de mulheres nesta série
nao permitiu a analise do impacto de gestacdes prévias e/ou do sexo feminino
como fator de risco para depdsitos de C4d em capilares peritubulares, como
sugerido por outros grupos [Lorenz et al, 2004; Regele et al, 2001; Feucth et al
1991; Crespo et al 2001; Bohmig et al, 2002; Lederer et al 2006].

A importancia dos depdsitos de C4d na sobrevida e na fungéo renal do
enxerto a longo prazo foi avaliada em diversos estudos. Regele et al (2001),
observou que pacientes cujas biopsias expressavam C4d, independente da

presenca de rejeicdo aguda, apresentavam niveis mais elevados de creatinina
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sérica em 6, 12 e 18 meses de acompanhamento, comparados aos paciente com
biopsias negativas para C4d, também independente do diagndstico histoldgico
[Regele et al, 2001]. Chen et al, avaliando 158 biopsias de pacientes
transplantados renais, observaram que rejeicdo aguda e expressao de C4d
foram associados com niveis mais elevados de creatinina sérica em 3 e 6
meses, mesmo apds o tratamento anti rejeicdo, quando comparados ao grupo
C4d negativo [Chen et al, 2005]. Em estudo recente, Cosio et al observaram que
a presenca de C4d em biopsias renais, associada com achados histolégicos de
rejeicdo borderline com capilarite, e na presenga de anticorpos circulantes anti
HLA estavam associados a pior fungao renal do enxerto ao final de 1 ano [Cosio
et al, 2010].

Em nossa série, apesar do numero reduzido de pacientes avaliados, e do
diagndstico de rejeicdo borderline, observamos que os niveis de creatinina sérica
foram persistentemente mais elevados no grupo C4d positivo. Perda de enxerto
também foi mais frequente no grupo C4d positivo, ao final de 2 anos de
acompanhamento. Entretanto, a incidéncia de necrose tubular aguda e
de retardo de fungcdo do enxerto também foram mais frequentes no
grupo C4d positivo, o que pode ter influéncia na pior fungao renal tardia.

As limitagbes deste estudo dizem respeito ao numero reduzido
de pacientes e a auséncia de pesquisa de anticorpos anti HLA do doador, o que
confirmaria a associacado entre depodsitos de C4d e anticorpos circulantes neste
grupo, conforme sugerido por estudos prévios [Bohmig et al, 2002]. Mesmo assim,

conseguimos determinar que, em biopsias indicadas por disfungdo do enxerto e
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classificadas como borderline, a presenca de C4d foi associada ao infiltrado
glomerular de macréfagos e a pior fungdo do enxerto ao final de 1 e 2 anos,com

menor sobrevida de enxerto ao final de 2 anos.
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6. CONCLUSOES

1. Em biopsias renais indicadas por disfuncdo de enxerto e classificadas como

borderline, a incidéncia de depédsitos de C4d foi de 39%.

2. Depositos de C4d foram associados a presenga de infiltrados de
polimorfonucleares em capilares peritubulares (capilarite), aos maiores indices de
necrose tubular aguda degenerativa e a presenga de infilirados de

macrofagos em glomérulos, mas ndo em regiao intersticial.

3. Apresenca de C4d em capilares peritubulares foi associada a pior

funcao renal ao final de 1 e 2 anos de acompanhamento pés transplante.
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