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RESUMO

A presenga de anticorpos anti-HLA (antigenos leucocitarios humanos)
dirigidos contra antigenos do doador (DSA) esta associada a risco de rejeigao
mediada por anticorpos (RMA), com potencial impacto negativo na fungao e sobrevida
do enxerto. Tais anticorpos ligam-se aos antigenos endoteliais, causando lesao por
ativacdo do complemento, citotoxicidade por células dependente de anticorpos ou
ativacao direta do endotélio. As especificidades dos DSAs podem influenciar na sua
patogenicidade e resposta ao tratamento. O tratamento padrao de RMA consiste da
associagao de plasmaférese (PF) e imunoglobulina endovenosa (IVIG), embora as
evidéncias sejam escassas. Entre 1.015 transplantes renais realizados entre 2012 e
2019, 251 apresentaram anticorpos anti-HLA detectaveis antes e/ou apds o
transplante renal, dos quais 42 pacientes apresentaram diagnostico de RMA. Vinte e
cinco (59,5%) pacientes receberam tratamento com PF e IVIG, 13 (30,9%) apenas
com IVIG, um (2,4%) apenas com PF e trés (7,2%) sem PF e sem IVIG. Alguns
pacientes receberam tratamento adicional com metilprednisolona e globulina anti-
timocitos. Houve, nas bidpsias renais, reducéo significativa dos escores de inflamacgao
e de depositos C4d apds o tratamento, sem alteragao na inflamagao microvascular.
Observamos redugao significativa da intensidade média de fluorescéncia (MFI) dos
DSAs de classe | e dos DSAs-DR, sem alteragdao nos DSAs-DQ. Quatro pacientes
apresentaram associagao de sinais histopatoldgicos de nefropatia membranosa (NM)
com detecgao de receptor de fosfolipase A2 na maioria desses casos. Sete (16,7%)
pacientes evoluiram para faléncia do enxerto no primeiro ano pos-tratamento e
apresentaram mais disfuncdo renal, proteinuria, tubulite e arterite intimal ao
diagnostico, comparados aos pacientes que permaneceram com O enxerto
funcionante. A sobrevida do enxerto foi superior a 80% no primeiro ano pos-
tratamento, com um caso de O&bito com o enxerto funcionante por causa

cardiovascular.

Palavras-chave: rejeicdo de enxerto; sobrevivéncia de enxerto; antigenos HLA;

imunoglobulinas intravenosas; plasmaférese; bidpsia.



ABSTRACT

The presence of donor-specific anti-human leukocyte antigen (DSA) is
associated with an increased risk of antibody-mediated rejection (AMR) and a potential
negative impact on graft function and survival. These antibodies’ main targets are
endothelial cells through complement activation, antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity, and direct activation of the endothelial cells. The DSA'’s characteristics can
interfere with its pathogenicity and treatment response. In AMR cases, the standard of
care is the association of plasmapheresis (PP) and intravenous immunoglobulin (IVIG).
However, evidence of the most effective therapy is lack. Among 1,015 kidney
transplants performed between 2012 and 2019, 251 had anti-HLA antibodies detected
before and/or after kidney transplantation, of which 42 patients were diagnosed with
AMR. Twenty-five (59.5%) patients received treatment with PP and IVIG, 13 (30.9%)
only IVIG, one (2.4%) only PP, and three (7.2%) without PP and IVIG. Some patients
received additional treatment with methylprednisolone and anti-thymocyte globulin.
There was, in renal biopsies, a significant reduction in inflammation scores and C4d
deposits after treatment, without change in microvascular inflammation. We observed
a reduction in the circulating class | DSAs mean fluorescence intensity (MFI) without
changing this parameter in DSAs-DQ cases. Four patients showed histopathological
features compatible with de novo membranous nephropathy (MN) associated with
AMR, with phospholipase A2 receptor (PLA2R) detection in most of these cases.
Seven (16.7%) patients presented graft failure in the first year after treatment and had
more intense renal dysfunction, proteinuria, tubulitis, and intimal arteritis at AMR
diagnosis. In this series, graft survival was higher than 80% during the first year post-
treatment of AMR, with one death with a functioning graft caused by cardiovascular
disease during follow-up.

Keywords: graft rejection; graft survival; HLA antigens; immunoglobulins, intravenous;

plasmapheresis; biopsy.
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1. INTRODUGCAO

1.1: Aspectos gerais

A doenga renal crénica (DRC) ocorre quando ha dano estrutural do tecido
renal com reducdo persistente de sua funcdo, decorrente de condigdes como
diabetes, hipertensao arterial sisttmica e glomerulopatia. Ela acomete cerca de 10%
da populagdo de paises de média e alta rendas e esta associada a complicagcoes
como anemia, doenga 0ssea, doenga cardiovascular e cancer, com potencial impacto
na qualidade de vida e sobrevida dos pacientes (1). O diagndstico de DRC é feito com
base na estimativa da taxa de filtragdo glomerular, e alteragdes histologicas como
esclerose glomerular, atrofia tubular e fibrose intersticial sdo alteragées encontradas
na biépsia renal. O tratamento das formas mais avancadas de DRC é realizado com
terapia renal substitutiva. O transplante renal é considerado o tratamento de escolha
da DRC avangada, por estar associado a menores taxas de mortalidade e de eventos
cardiovasculares e melhor qualidade de vida quando comparado ao tratamento
dialitico (1).

No Brasil, segundo dados da Sociedade Brasileira de Nefrologia, o numero
absoluto de pacientes em dialise foi de 133.464 em 2018, com 22,1% desses
pacientes em lista de espera para transplante renal (2). Naquele ano, apesar do Brasil
ter sido o segundo pais no mundo com maior numero absoluto de transplantes renais,
ocupou a 35?2 posi¢cao no numero de transplantes por milhao de pessoas (3). Além da
disponibilidade de 6rgaos para doagéo, outros fatores podem impactar no acesso do
paciente ao transplante, como idade, género, presenca de comorbidades, nivel
socioeconbémico e escolaridade (4). Além disso, a sensibilizagdo pré-transplante
contra antigenos dos doadores também pode dificultar o acesso dos pacientes ao

transplante, bem como influenciar os seus desfechos ao longo do tempo (5).

1.2: Antigenos leucocitarios humanos e alo-reconhecimento

As moléculas codificadas pelo complexo principal de histocompatibilidade
(MHC, do inglés Major Histocompatibility Complex) participam do reconhecimento de

antigenos proprios e nao-proprios pelo sistema imunologico. Elas estao presentes na
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superficie de todas as ceélulas nucleadas do corpo, apresentando fragmentos de
proteinas provenientes do metabolismo celular para células do sistema imunolégico
(6). Em humanos, o MHC é denominado antigeno leucocitario humano (HLA, do inglés
human leukocyte antigen) e tem papel importante na apresentagéo de alo-antigenos
presentes no 6rgao, o que pode desencadear diversos tipos de rejeigao.

Os genes que codificam os antigenos HLA estéo localizados no brago curto
do cromossoma 6, na posicdo 6p21, e tem aproximadamente 4.000 kb de
comprimento e 3,6 milhdes de pares de base (7). Apesar de constituir 0,1% do
genoma humano, o HLA é a regido mais densa de genes humanos, contribuindo em
mais de 10% da diversidade genética da espécie (8). O complexo HLA contém mais
de 200 genes, dos quais mais de 40 participam da codificagdo de antigenos
leucocitarios. Os demais genes codificam moléculas com fungdes distintas no sistema
imune, como componentes do complemento, citocinas e enzimas. Os genes HLA
estdo dispostos em trés regides ou classes gendmicas [Figura 1]. A regido mais
distante corresponde a classe | e codifica as cadeias pesadas classicas HLA-A, -B e
-C. Os genes nao-classicos de classe |, por sua vez, codificam os genes HLA-E, -F -
G, HFE e MICA e MICB (relacionados a MHC de classe | A e B, respectivamente).
Com excecdo dos genes MIC, todas as moléculas HLA de classe | formam
heterodimeros com a cadeia invariante beta 2 microglobulina, codificada por um gene
no cromossoma 15. Os genes do HLA de classe Il tém localizagdo mais centromérica
e codificam as duas cadeias que formam os heterodimeros funcionais HLA-DR, -DQ,
-DP, -DM e -DO. Esses genes estdo relacionados a modulagdo da resposta
imunolodgica, codificando moléculas que sao expressas em células apresentadoras de
antigenos como macroéfagos, células dendriticas, células de Langerhans, células de
Kupffer e linfécitos B (7). Os genes de classe | e Il sdo separados pela regido de classe
lll, que codifica proteinas do sistema de complemento, proteinas de choque térmico
da familia 70 kDa (HSP70), fator de necrose tumoral e receptores para produtos finais

de glicosilagéo avancada (9).
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Figura 1. Representagéo das regides do cromossoma 6 responsaveis pela codificagdo dos
antigenos HLA. Adaptado de Robson KJ e cols. Nat Rev Nephrol, 2018.
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As moléculas de HLA de classe | sdo compostas por uma cadeia alfa ligada
de forma n&o-covalente a uma cadeia de beta 2-microglobulina, com as cadeias alfa-
1 e alfa-2 formando uma fenda de ligacédo de peptideo. Essas moléculas s&o
constitutivamente expressas na superficie de todas as células nucleadas e plaquetas,
e tém como fungao principal a apresentagao de antigenos endoégenos para linfécitos
T (6). As moléculas de HLA de classe Il, por sua vez, sao compostas pelas cadeias
alfa e beta, com os segmentos alfa 1 e beta 1 formando a fenda de ligagdo de
peptideo. A cadeia alfa do HLA-DR é essencialmente invariante, enquanto que nos
HLAs -DQ e -DP as cadeias alfa e beta sao funcionalmente polimoérficas.

HLA de classe | HLA de classe Il
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Figura 2. Representacdo da estrutura das moléculas de antigeno leucocitario humano (HLA)
de classes | e Il. Adaptado de Robson KJ e cols. Nat Rev Nephrol, 2018.
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O epitopo é a area da molécula de HLA que se liga a receptores celulares
e aos anticorpos. Cada molécula de HLA apresenta multiplos epitopos de anticorpos
e linfocitos B, e diferentes alelos podem compartilhar varios epitopos (10). Os eplets,
por sua vez, representam a parte central do epitopo, localizada na regido acessivel
aos anticorpos da molécula de HLA, e representam a menor unidade funcional do
epitopo, determinando a especificidade dos anticorpos por meio da interagdo com a
regido central determinante de complementaridade do anticorpo (10). Apesar de os
eplets representarem os aminoacidos que determinam a especificidade dos
anticorpos, outros residuos polimérficos ou ndo polimorficos determinam a afinidade
da interagéo antigeno-anticorpo (10).

O reconhecimento de antigenos n&o-préprios, presentes no 6rgao
transplantado, pode ocorrer por meio de trés vias: direta, indireta e semi-direta. A via
direta ocorre quando ceélulas apresentadoras de antigenos derivadas do doador
apresenta antigenos do doador diretamente para linfocitos T CD4+ do receptor. A via
indireta, por sua vez, ocorre quando células apresentadoras de antigenos do receptor
processam ceélulas do doador e apresentam os antigenos dessas células para
linfocitos T CD4+ do receptor. Por fim, HLAs ndo-processados dos doadores podem
ser transferidos para a superficie de células apresentadoras de antigenos dos
receptores e serem reconhecidos pelos linfécitos T, o que € denominado via semi-
direta. Essas formas de reconhecimento sao responsaveis pelo desencadeamento de
rejeicdo do 6rgao. Na rejeicdo mediada por células, o reconhecimento por linfocitos T
CD4+ é seguido por ativagao de linfocitos T CD8+ citotdxicos e consequente lesao
celular. Na rejeicdo mediada por anticorpos, por sua vez, linfocitos B apresentam
antigenos do doador por via indireta, apds processamento em células apresentadoras
de antigenos, para linfocitos T CD4+, com consequente ativagéo de linfécitos Te B e
geracgao de células produtoras de anticorpos.

Em condi¢cbes normais, os linfocitos T podem ser ativados por peptideos
de células nao-proprias, o que ndo ocorre quando os peptideos sdo provenientes de
células préprias (6). As moléculas de HLA de classe Il apresentam peptideos
derivados de antigenos exdégenos gerados por degradagéao lisossomal (6), que sao
reconhecidos por linfécitos T CD4+, causando ativacdo dessas células, liberacao de
citocinas e estimulo de linfécitos Th1 e Th2. Os linfécitos Th1 produzem interleucina
2 (IL-2) e fator de necrose tumoral gama, com consequente ativacao de linfocitos T
CD8+ e linfécitos NK. Os linfécitos T citotdéxicos causam liberagdo de grénulos
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contendo perforinas, que criam poros na superficie das células-alvo, e de granzimas,
que induzem apoptose nas mesmas. Os linfocitos Th2, por sua vez, por meio da
producado de interleucina 4, causam ativacdo de linfécitos B, com consequente
producado de anticorpos. Os anticorpos causam opsonizacao das células-alvo, com
ligagao de imunoglobulinas G (IgG) aos receptores dessas células, e recrutamento de
fagocitos via receptor FcyR. A opsonizagdo pode também ser mediada por
componentes do sistema complemento, com a ligagdo desses componentes a

imunoglobulina M (IgM) e produgéo de Cb5a, que ativa a fagocitose das células-alvo

(6).

1.3: Antigenos HLA e nao-HLA e enxerto renal

Os antigenos HLA sao considerados os aloantigenos mais importantes no
transplante renal (10). As moléculas HLA de classe | estdo presentes na superficie de
todas as células nucleadas do corpo. As moléculas HLA de classe I, além de estarem
presentes em células apresentadoras de antigenos residentes e infiltrativas renais,
também podem estar presentes em células epiteliais e tubulointersticiais (9). Nos
glomérulos, o HLA de classe Il pode ser expresso em mondcitos no lumen do capilar
glomerular, em macrofagos infiltrativos e em células dendriticas, bem como células
endoteliais e poddcitos em resposta a estimulos inflamatérios (9). Em condigbes
fisiologicas, o HLA de classe Il presente em células tubulares e glomerulares esta
relacionado ao desenvolvimento de tolerancia, embora possa adquirir um efeito pro-
inflamatério em algumas condigdes (9).

Além dos antigenos HLA, o endotélio renal também pode apresentar, em
menor quantidade, antigenos n&o-HLA capazes de desencadear a ativacdo do
sistema imunoldgico e consequente lesao tecidual (10). Conhecidos como antigenos
menores de histocompatibilidade, os antigenos ndo-HLA sao proteinas polimérficas
codificadas por genes ndo-MHC, sendo a maioria desses antigenos desconhecidos
(10). Proteinas como o receptor de angiotensina Il do tipo 1 e receptor de endotelina
tipo A tém sido identificadas como alvo de anticorpos em pacientes com rejeicéo
aguda, com consequente lesao endotelial mediada por complemento ou por ativagao
celular direta (10). Antigenos MICA também tém sido associados a episddios de
rejeicdo aguda e reducdo de sobrevida do enxerto, embora os dados disponiveis na

literatura permanegam controversos (10).
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1.4: Imunidade mediada por anticorpos e transplante

Os linfocitos B séo células importantes no desenvolvimento da resposta
imunologica devido a sua capacidade de se diferenciar em células plasmaticas
produtoras de anticorpos e de gerar memaria imunolégica de longo prazo (11). Essas
células s&do produzidas na medula Ossea, e encontram nos orgaos linfoides
secundarios, como linfonodos e bago, ambientes propicios a sua maturagao (11). Os
orgaos linfoides secundarios localizam-se em areas estratégicas do corpo,
propiciando um ambiente favoravel para que linfocitos T e B entrem em contato com
antigenos e possam interagir entre si (11).

O linfonodo é dividido em duas regides, cortex e medula. No cértex, podem-
se identificar uma area de linfocitos B, composta por uma regido de foliculos primarios
e outra de centros germinativos, e uma area paracortical composta de linfécitos T
(11,12). A medula do linfonodo, por sua vez, € composta pelos sinuséides linfaticos
separados por corddes de células plasmaticas, macrofagos e linfocitos T de memoria,
e sua funcéo ainda nao é completamente conhecida (12). Os linfécitos e as células
dendriticas entram no linfonodo através de vénulas presentes na regido paracortical.

Os linfécitos B imaturos circulam continuamente entre o sangue periférico,
linfa e entram nos 6rgéos linfoides para atingir os foliculos de linfocitos B, onde podem
completar sua maturagao e receber sinais de sobrevivéncia (11). O linfécito B maduro
naive requer dois sinais para sua ativagao, sendo o primeiro resultado da interacéo
do receptor de linfocito B com o antigeno e o segundo de sua interagdo com linfécitos
T CD4+ (11).

Ao entrar em contato com os antigenos do doador, as células
apresentadoras de antigeno migram para os 6rgaos linfoides secundarios. A interagao
com celulas apresentadoras de antigenos desencadeia eventos de sinalizag&o
intracelular e rearranjo do citoesqueleto do linfocito B, que passa a apresentar receptor
de quimiocina CCR7, resultando em migracgao para os limites das zonas de linfocitos
T e B em resposta as quimiocinas CCL19 e CCL21 da zona de linfécito T (13). Os
linfocitos T CD4+ presentes em zonas interfoliculares e paracorticais, por sua vez, ao
entrar em contato com células apresentadoras de antigenos, apresentam uma
mudanca em sua conformagdo e aumento da expressado do receptor de quimiocina

CXCRS, com consequente migragao para foliculos primarios onde residem linfocitos
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B em resposta a quimiocina CXCL13, resultando em interagao de linfocitos T e B na
juncao de suas localizacdes (11,13).

Apos apresentacdo de antigeno do linfocito B aos receptores de linfécito T,
as células interagem por longo periodo, com mudanga conformacional e maximizagao
da sua area de superficie de contato, promovendo uma interacdo sustentada entre
seus respectivos receptores e contra-receptores de superficie e troca de fatores
soluveis entre as células (13). Ocorrem entdo uma série de ligagdes adicionais para
facilitar o primeiro sinal, como a ligacdo do CD4 do linfocito T a uma regido nao-
polimorfica da molécula de HLA de classe Il, e o aumento da afinidade entre a
molécula de adesédo LFA-1 (do inglés lymphocyte function-associated antigen 1,
também chamada CD11/CD18) no linfécito T com a molécula intracelular de adeséo
ICAM (do inglés intracelular adhesion molecule, também chamada CD54),
estabilizando a ponte entre as células. Com isso, a ligagdo do CD4 com o HLA de
classe Il de localizag&o periférica torna-se central, iniciando a sinalizagdo em ambas
as celulas (13).

Os linfécitos B ativados sofrem expansao clonal, com geragdo de
plasmacitos e linfocitos B de memdria. Enquanto os plasmacitos alojam-se na medula
0ssea, os linfocitos B de memadria permanecem quiescentes até o reencontro com o
antigeno, recirculando entre os 6rgaos linfoides secundarios e o sangue periférico
(11). Dessa forma, com novo contato com o antigeno, os linfécitos B de memoria
apresentam o antigeno para linfécitos T CD4+, o que fornece a sinalizagdo para
diferenciagcdo rapida dessas células em plasmdcitos produtores de anticorpos

antigeno-especificos, principalmente IgG (11).

1.5: Deteccao e caracterizagao dos anticorpos anti-HLA

As técnicas para deteccio e caracterizagao dos anticorpos anti-HLA podem
ser celulares ou em fase solida, com sensibilidade variavel. Sdo métodos celulares a
citotoxicidade dependente de complemento (CDC) e a citometria de fluxo, enquanto
os métodos em fase solida podem ser realizados com técnica ELISA ou com o uso de
microesferas. No CDC, linfécitos de um doador ou de um painel de doadores
selecionados para representar os antigenos HLA mais frequentes em determinada
populagao sdo colocados em contato com o soro de um potencial receptor. Quando
ha anticorpos especificos no soro, ocorre ativacdo desses anticorpos quando
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complemento é adicionado, com consequente formagdo do complexo de ataque a
membrana na superficie dessas células e morte das mesmas (13). Para o célculo da
reatividade contra painel (RCP), a fracdo de pogos que contém a maioria de células
mortas € comparada com o total de pogos testados. A prova cruzada é geralmente
realizada com linfécitos T e B. A prova cruzada positiva para linfécitos T sugere a
presenca de DSA de classe | e € uma contraindicagao ao transplante. A prova cruzada
positiva para linfécitos B e negativa para linfocitos T pode estar relacionada a titulos
baixos de anticorpos de classe |, anticorpos de classe Il, anticorpos ndo-HLA ou auto
anticorpos (13). Os anticorpos detectados por citotoxicidade podem ser de classes
lgG ou IgM, sendo esse ultimo mais frequente em casos de eventos sensibilizadores
realizados ha pouco tempo do teste, como hemotransfusao (13). O tratamento do soro
com temperatura ou com o uso de agente redutor ditiotreitol (DTT), que destrdi pontes
dissulfeto das moléculas de IgM, permite sua inativagdo sem interferir na reatividade
dos anticorpos 1gG (13,14). Para aumentar a sensibilidade dos testes em casos de
anticorpos presentes em titulos baixos, pode-se adicionar antiglobulina humana
(AGH), que se liga ao DSA presente e ligado nos linfocitos (13). A citometria de fluxo,
por sua vez, permite a identificagdo de anticorpos em baixos titulos ou n&o ligados ao
complemento. Nesse caso, a IgG € conjugada com um corante fluorescente, e a
ligacdo desse anticorpo secundario aos anticorpos unidos aos linfécitos permite a
identificagdo de sua fluorescéncia ao passar pelo citdmetro (13). Esse teste permite a
identificacdo de DSA mesmo em situagdes de CDC negativo, e sua detecgcao esta
associada a maior ocorréncia e gravidade de rejeicdo em comparagao aos casos de
auséncia desses anticorpos (13).

Os ensaios em fase solida permitem a detecgédo de anticorpos anti-HLA e
sua quantificacdo, bem como a medida da intensidade de fluorescéncia de cada
anticorpo detectado no teste (13). O teste de ELISA é realizado por meio de moléculas
HLA recombinantes ou soluveis, imunoprecipitados de plaquetas ou virus Epstein-
Barr, que se ligam aos pogos das microplacas. Uma vez que o soro estudado
apresente anticorpos anti-HLA dirigidos contra as moléculas presentes no teste, essa
ligacdo é identificada por meio de uma enzima secundaria conjugada com anticorpo
IgG, seguido da adigdo de um substrato que induz reagao colorimétrica (15). O ensaio
baseado em microesferas, que corresponde a tecnologia Luminex®, consiste de uso
de microesferas de poliestireno contendo diferentes fluorocromos, cobertas com

moléculas HLA especificas. Uma vez que essas esferas sdo colocadas em contato
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com o soro estudado, os anticorpos anti-HLA presentes ligam-se a elas. Por meio da
adicado da adicdo de um segundo anticorpo marcado, os anticorpos sao identificados
(15). Cada anticorpo anti-HLA pode ligar-se a varios epitopos, estruturalmente
definidos por poucos residuos de aminoacidos e comuns a varias moléculas de HLA
de classe | e Il. O Luminex® permite uma distingdo precisa entre anticorpos anti-HLA
de classes | e Il, bem como a detecgdo de anticorpos dirigidos contra alelos HLA
especificos (15). Esses métodos permitem a monitorizagdo do desenvolvimento e
evolugdo dos anticorpos clinicamente relevantes apds o transplante, possibilitando
uma abordagem terapéutica mais adequada (15). O Luminex® permite identificar a
forga dos DSASs, que é geralmente expressa como intensidade média de fluorescéncia
(MFI, do inglés mean fluorescence intensity). A identificacdo de DSA com elevada
intensidade de fluorescéncia reflete um fornecimento de moléculas de anticorpos em
quantidade suficiente para se ligar aos antigenos e formar complexos que ativam o
complemento de forma mais eficaz (16).

A patogenicidade dos DSAs esta associada a diversos fatores, como titulo
do anticorpo, afinidade pelo antigeno e suas potenciais fungdes efetoras (17). Estas
diferencas nas fungbes efetoras dos anticorpos dependem de caracteristicas de
isotipo e subclasse (17). O meio inflamatoério que se desenvolve apds a exposi¢ao do
antigeno exerce influéncia na selegdo da subclasse de anticorpo, e a memoria
imunoldgica desenvolvida também varia de acordo com o evento sensibilizante, como
transplante, gestacao e transfusao de hemoderivados (17).

A pesquisa de anticorpos anti-HLA por testes celulares ou ensaios em fase
soélida permite a detecgao de anticorpos do isotipo IgG (17). A cadeia pesada da IgG
€ mais de 90% homodloga, com uma regido variavel localizada no dominio CH2 e na
regido de dobradica, onde ocorre a ativagao de mecanismos efetores, principalmente
por meio da ligagdo de FcyRs e C1q, como CDC, opsonizagao, citotoxicidade por
célula dependente de anticorpo e fagocitose dependente de anticorpo (17). As
subclasses de IgG variam de acordo com o comprimento e flexibilidade de sua regiao
de dobradiga, sendo a IgG2 mais curta e rigida, enquanto a IgG3 é longa e bastante
flexivel, o que aumenta a disponibilidade de locais para ligacdo de FcyR e
componentes do complemento (17). A capacidade do anticorpo se ligar ao C1q
mostrou-se associada ao maior risco de desenvolver rejeigao com lesao tecidual mais
intensa, incluindo inflamagé&o, microvasculite, endarterite, glomerulopatia e depdsitos

de C4d (16). Entretanto, ndo ha consenso a respeito da utilidade do teste de
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capacidade da fixacdo de complemento in vitro na discriminagdo da patogenicidade
dos DSAs (17). A maioria dos pacientes com DSA apds o transplante apresenta varias
subclasses de IgG e os estudos sdo conflitantes a respeito da associagdo de
determinadas subclasses com piores desfechos (17)

A capacidade dos DSAs de causar lesao tecidual também esta relacionada
as caracteristicas de classe desses anticorpos, sendo os de classe |l mais
patogénicos do que os de classe | (18). A expressao de antigenos DR e DQ esta
aumentada na microvasculatura do enxerto apods o transplante, e os DSAs de classe
Il estdo mais fortemente associados com o desenvolvimento de lesdo microvascular
do que os anticorpos de classe | (19). Estudos in vitro mostraram que as células
endoteliais expressam os trés antigenos HLA de classe Il (-DR, -DQ e -DP) em
resposta ao estimulo com interferon gama ou interagdo com certas células do sistema
imunoldgico (20). Estudos prévios mostraram associagédo entre DSA-DQ com
aumento de IL-6, responsavel por promocao de fibrose, recrutamento de leucécitos e
diferenciagao Th17, que esta associada a menor sobrevida do enxerto (19). A ligagao
do DSA-DQ ao endotélio também compromete a amplificagdo de linfécitos T
regulatérios, e causa aumento de secregcdo de RANTES, quimiocina que exerce
funcdo na migragao e recrutamento de linfocitos T, resultando em fibrose intersticial,

atrofia tubular e rejeicéo recorrente (19).

1.6: Anticorpos anti-HLA e rejeicdo mediada por anticorpos (RMA)

A presenca de anticorpos anti-HLA dirigidos contra antigenos do doador
(DSA, do inglés Donor Specific Antibody) esté associada a risco de leséo tecidual,
com impacto negativo na fungdo e sobrevida do enxerto (21,22). A prevaléncia de
DSA ¢é de cerca de 20% ap6s o primeiro ano de transplante de 6rgéos sélidos, com
impacto significativo nos desfechos clinicos, com piora da fungdo e sobrevida do
enxerto (17). A rejeigdo mediada por anticorpos (RMA) aguda ocorre em cerca de
6,7% dos receptores de transplante renal, e esta presente em 32% das bidpsias renais
de pacientes diagnosticados com rejeigdo aguda (23). No transplante de 6rgéos, a
incompatibilidade entre os loci HLA de classes | e Il entre doador e receptor, bem
como a capacidade do sistema imunologico de responder a esse estimulo,

determinam a intensidade da resposta imunoldgica (11).
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Os principais estimulos antigénicos para a produgéo de anticorpos anti-
HLA em receptores de transplante renal sdo transfusbes sanguineas, gestagbes e
transplantes prévios, embora existam relatos na literatura de producéo de anticorpos
anti-HLA desencadeada por outros estimulos imunolégicos, como vacinagédo e
infecgdes (24). A RMA pode ocorrer de duas formas: (a) tipo 1, resultando de DSA
pré-formados em pacientes sensibilizados; e (b) tipo 2, associada a DSA de novo. A
RMA pode ocorrer em qualquer momento apds o transplante renal, podendo
manifestar-se desde quadros subclinicos até elevagao rapida da creatinina sérica
(23).

A RMA do tipo 2 geralmente acontece apos o primeiro ano de transplante,
enquanto o tipo 1 costuma ser mais precoce (25). Os casos de identificagdo de DSA
antes do transplante renal estdo associados ao maior risco de rejeigao hiperaguda ou
aguda, com potencial evolugao para faléncia do enxerto (16). O desenvolvimento de
DSA apés o transplante (de novo) pode resultar de incompatibilidade entre antigenos
HLA do doador e receptor, terapia imunossupressora inadequada, ma-aderéncia ao
tratamento e/ou inflamagao do enxerto causada por infecgdes virais, rejeigdo mediada
por células ou lesao isquémica (16).

A ligacdo de DSA aos antigenos expressos nas células endoteliais do
enxerto pode causar lesdo tecidual por meio de trés mecanismos: ativagdo do
complemento, citotoxicidade por células dependente de anticorpos (ADCC, do inglés
antibody-dependent cell-mediated citotoxicity) e ativagao direta do endotélio (24). O
complexo antigenos HLA-anticorpos liga-se a molécula C1q e ativa a via classica do
complemento, resultando em uma cascata de eventos que leva a producgao de C3 e
C5 convertase, formacdo do complexo de ataque a membrana, com formacéo de
poros na membrana celular e consequente lise da célula (24). Além disso,
componentes do complemento como C3a e C5a atraem neutréfilos e macréfagos. A
liberagao de prostaglandinas pelos macrofagos e de histamina pelos mastocitos causa
vasoespasmo e edema, piorando a lesao (24). A ativagéo da cascata de complemento
também leva a produgédo de C4d, um produto inativo da clivagem da fragao C4 que
forma uma ligagéo covalente com as células alvo e se mantém estavel no tecido. O
depdsito de C4d em capilares peritubulares € um marcador de ativacdo do sistema de
complemento no tecido e, além de ser um dos critérios para diagnostico de rejeicao
mediada por anticorpos, esta associado a redu¢ao da sobrevida do enxerto (24).
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Mesmo na auséncia de complemento, alguns DSAs podem causar lesao
ao enxerto por ADCC. Nesse caso, células da imunidade inata, como neutréfilos,
macrofagos e células exterminadoras naturais (NK, do inglés natural killer), podem se
ligar ao fragmento Fc dos anticorpos, resultando na degranulacéo e liberagdo de
enzimas liticas, que causam lesdo e morte celular (16). Por fim, os anticorpos podem
causar ativagcao de proliferacdo endotelial por meio do aumento da producédo de
fatores de crescimento de endotélio vascular (VEGF, do inglés vascular endotelial
growth factor), suprarregulagéo de receptores de fator de crescimento de fibroblasto

e aumento de outras vias de recrutamento celular (16).

1.7: Achados histolégicos e manifestagoes clinicas da rejeicdo mediada por
anticorpos

A RMA é uma doenga de espectro amplo, continuo e de gravidade variavel,
iniciada em qualquer momento apos o transplante renal e progredindo para lesao
tecidual cronica, disfungao do enxerto e faléncia do 6rgao (21). A RMA é definida por
uma combinacao de lesdo microvascular, depdsito tecidual de C4d e detecgcdo de DSA
circulante (26). A lesao microvascular € a manifestacdo morfolégica de RMA ativa, e
ocorre em reagdo a marginagao de leucdcitos nos glomérulos (glomerulite) e nos
capilares peritubulares (capilarite) e, embora seja um padrdo morfoldgico
caracteristico na RMA, nao é especifica dessa doenga (25,26). Ha evidéncias de que
a glomerulite e a capilarite peritubular também podem estar presentes em casos de
rejeicao mediada por células (26).

A acdo continuada de anticorpos anti-HLA sobre as células endoteliais
glomerulares pode resultar no surgimento de lesdes conhecidas como glomerulopatia
do transplante, definida como multilaminacdo da membrana basal glomerular a
microscopia otica e/ou microscopia eletrénica, na auséncia de depdsitos elétron-
densos (27), algumas vezes acompanhada de expansdo mesangial e acumulo de
células mononucleares nos capilares peritubulares (28). Alguns estudos mostraram
associagao significativa entre glomerulopatia do transplante e DSA de classe Il (27).
O depodsito glomerular de C3 é bem descrito em casos de glomerulopatia do
transplante, com escassez de IgG, IgA e C1q (29). Embora o endotélio seja
inicialmente acometido, acredita-se que a ocorréncia de lesao de células podocitarias
possa estar associada ao desenvolvimento de proteinuria, reducdo da filtracdo
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glomerular e faléncia do enxerto (27). Os poddcitos expressam moléculas de HLA de
classes | e Il, sobretudo em condi¢gdes inflamatdrias, e podem exercer a fungcédo de
célula apresentadora de antigeno (30). Além dos anticorpos anti-HLA, a
glomerulopatia do transplante também pode resultar de agdo de anticorpos n&do-HLA,
lesdo mediada por células, microangiopatia trombaética ou hepatite C (27).

Outras formas de lesao glomerular tém sido diagnosticadas em pacientes
com RMA, como nefropatia membranosa (NM) de novo (31), embora os mecanismos
de lesdo nesses casos nao estejam plenamente conhecidos. A NM €& uma doenca
glomerular mediada por anticorpos, caracterizada por depdsitos imunes subepiteliais
resultantes da ligagdo de anticorpos dirigidos contra antigenos podocitarios (32). Por
meio da participagdo do complemento, os depdsitos imunes subepiteliais causam
lesdo podocitaria e perda da integridade do diafragma podocitario, com formacéo de
projegcdes da membrana basal conhecidas como espiculas e desenvolvimento de
proteinuria (32). A NM em rins nativos € uma das principais causas de sindrome
nefrotica do adulto, e em cerca de 20% dos casos é secundaria a uma condi¢cao
sistémica, como infeccdo, neoplasia, doenga autoimune ou uso de medicagdes. A
maioria das formas primarias esta associada a presenga de um autoanticorpo dirigido
contra o receptor de fosfolipase A2, o anti-PLA2R (do inglés phospholipase A2
receptor). Cerca de 2-5% dos casos de NM primaria estao relacionados a anticorpos
dirigidos contra outro antigeno podocitario, o anti-trombospondina do tipo 1 contendo
o dominio 7A (THSD7A, do inglés thrombospondin type-1 domain-containing 7A).
Apoés o transplante, a NM pode ocorrer como recidiva de doenga ou como uma
glomerulopatia de novo. A maioria dos casos de recidiva estdo associados a presenca
de anticorpos anti-PLA2R com predominio de IgG4, enquanto que as formas de NM
de novo geralmente ocorrem na auséncia do anti-PLA2R, com predominio de IgG1
(32). Acredita-se que, nesse caso, estimulos como infecgéo viral, obstrugcéo urinaria,
isquemia ou processo imunoldgico, como rejeicdo, poderiam desencadear a
exposi¢cao de outros antigenos podocitarios previamente ocultos, com consequente
formacao de complexo imune em regido subepitelial (32).

A lesao ao endotélio dos capilares peritubulares pela RMA causa rarefacao
microvascular e fibrose no enxerto (33). Varios mecanismos estdo envolvidos nesse
processo, tais como ativagao de genes profibréticos, modificagdes teciduais induzidas
por hipoxia, recrutamento de células inflamatoérias, aumento tecidual de fibrinogénio,

alteracdo da hemodindmica intra-renal levando a hipertensdo, aumento da
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permeabilidade do capilar peritubular, transdiferenciagdo endotélio-mesenquimal e
destaque de pericitos (33). O resultado dessas alteragdes teciduais € a ativagcao de
miofibroblastos e deposigdo de colageno e fibrina, levando a expansdo da matriz
extracelular, atrofia tubular e fibrose intersticial (33).

1.8: Diagnéstico e classificagao de RMA

Para o diagndstico de RMA, é necessaria a realizagao de biopsia renal com
a obtengdo de um fragmento considerado adequado para analise, ou seja, com
amostra cortical contendo no minimo 10 glomérulos e ao menos duas artérias (34).
Recomenda-se o preparo do material em sete cortes sequenciais de 3 a 4 microns,
trés corados com hematoxilina e eosina (HE), trés corados com acido Periédico de
Schiff (PAS) ou prata, e um corado com tricrdmio de Masson (34) . As coloragbes de
PAS e prata permitem a identificagado de glomerulite e tubulite, bem como destruigédo
da membrana basal tubular e achados de cronicidade, como hialinose arteriolar,
aumento da matriz mesangial, duplo contorno dos capilares glomerulares e
espessamento da membrana basal tubular. A coloragao de tricrdomico de Masson, por
sua vez, € util na avaliacdo de fibrose intersticial (34).
A classificagao de Banff 97 (34) permitiu o estabelecimento de critérios para
avaliacao de glomerulite (g), arterite intimal (v) e glomerulopatia do transplante (cg). A
classificagao de Banff 07 (35), por sua vez, acrescentou os critérios para avaliagéo de
capilarite peritubular (ptc) e depdsito de C4d nos capilares peritubulares por imuno-
histoquimica ou imunofluorescéncia. Essa classificacdo permitiu estratificar o
acometimento dos diferentes compartimentos renais, de acordo com o parametros
seguintes:
a) escore de glomerulite:
g0 — auséncia de glomerulite;
g1 — glomerulite em menos de 25% do glomérulo;
g2 — glomerulite em 25 a 75% do glomérulo;
g3 — glomerulite em mais de 75% do glomérulo.
b) escore de capilarite peritubular:
ptcO — auséncia ou < 10% de capilarite peritubular;
ptc1 — > 10% de capilarite, maximo 3-4 células inflamatdrias no lumen;

ptc2 — > 10% de capilarite, maximo 5-10 células inflamatdrias no lumen;
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ptc3 — > 10% de capilarite, > 10 células inflamatdrias no lumen.
c) escore de arterite intimal (v):
v0 — auséncia de arterite;
v1 — arterite leve a moderada em ao menos uma artéria;
v2 — arterite intensa, ao menos 25% do lumen da artéria acometida;
v3 — arterite transmural e/ou necrose fibrindide com infiltrado linfocitico.
d) escore de C4d nos capilares peritubulares:
C4d0 (negativo) — 0% do cortex e/ou medula;
C4d1 (minimo) — 1<10% do cortex e/ou medula;
C4d2 (focal) — 10-50% do cértex e/ou medula;
C4d3 (difuso) - >50% do cortex e/ou medula.
e) escore de glomerulopatia do transplante (cg0):
cg0 — duplo contorno em <10% das algas capilares;
cg1 — duplo contorno em 10-25% das algas capilares;
cg2 — duplo contorno de 26-50% das algas capilares;
cg3 — duplo contorno em >50% das algas capilares.

1.8.1: RMA aguda

De acordo com a classificagao de Banff de 2013, revisada em 2015 (36),
todos os 3 critérios seguintes devem estar presentes para o diagnostico de rejeicéo
aguda mediada por anticorpos:

1. Evidéncia histologica de lesdo tecidual aguda, definida por uma ou mais das
caracteristicas a seguir: inflamagao microvascular (g superior a 0, na auséncia de
glomerulite de novo recorrente, e/ou ptc superior a 0); arterite intimal ou transmural
(v superior a 0); microangiopatia trombdtica aguda na auséncia de outra causa
aparente; e/ou lesao tubular aguda na auséncia de outra causa aparente.

2. Evidéncia histoldgica de interagao atual ou recente do anticorpo com o endotélio,
definida por ao menos um dos critérios seguintes: depdsito linear de C4d no capilar
peritubular (C4d superior a 0); inflamagdo microvascular moderada ou intensa
(g+ptc igual ou superior a 2, sendo g igual ou superior a 1); e/ou aumento de
transcrigdo génica sugestivo de lesdo endotelial.

3. Detecgao de DSAs (HLA ou nao-HLA) no soro.
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1.8.2: RMA cronica

S&o considerados critérios diagnosticos de rejeicao crénica mediada por

anticorpos (36):

1. Evidéncia histolégica de lesdo tecidual crénica, definida pela presenga de ao menos
um dos itens seguintes: glomerulopatia do transplante (cg superior a 0); capilarite
peritubular intensa com membrana basal multilaminada na microscopia eletrénica;
fibrose intimal arterial.

2. Evidéncia histolégica de interag&do atual ou recente de anticorpos com o endotélio
vascular, definida pela presenga de ao menos um dos itens seguintes: depdsito
linear de C4d nos capilares peritubulares (C4d superior a 0); inflamagao
microvascular moderada ou intensa (g+ptc igual ou superior a 2, sendo g igual ou
superior a 1); e/ou aumento de transcricao génica sugestivo de lesdo endotelial.

3. Detecgao de DSAs (HLA ou ndo-HLA) no soro.

1.9: Tratamento de RMA e progndstico

A terapia imunossupressora de manutengcdo considerada padrao
atualmente consiste na associagdo de um inibidor de calcineurina (tacrolimo ou
ciclosporina), um analogo de purina (acido micofendlico) e corticoide (11). Tais drogas
sdo predominantemente dirigidas contra os linfocitos T e s&o eficazes na prevengao
e tratamento de rejeigdo aguda mediada por células, mas sao pouco uteis nos quadros
de RMA (11). As medica¢des com acao na imunidade humoral podem ser divididas
em: (a) depletoras de linfécitos B circulantes; (b) drogas que atuam na interagao entre
linfécitos T e B; (c) drogas que atuam na sinalizacéo de sobrevivéncia de linfocitos B;
e (d) terapias que atuam na produgéo e agao dos anticorpos (11).

Os principais objetivos do tratamento de RMA sdo a remogao dos
anticorpos potencialmente prejudiciais da circulagéo, por meio de plasmaférese (PF)
ou imunoadsorc¢ao, e a modulacdo de componentes das imunidades inata e adquirida,
por meio de tratamento com imunoglobulina endovenosa (IVIG) e do anticorpo anti-
CD20 rituximab (23,37). O tratamento de RMA considerado padrao e recomendado
pela The Transplantation Society (TTS) consiste em PF, IVIG e corticosteroides,
avaliando a necessidade de tratamento adjuvante com rituximab (38—40).
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A PF é um tratamento extracorporeo que permite a remog¢ao de uma
substancia patogénica do plasma, como anticorpos prejudiciais, e geralmente é
adjuvante a uma terapia especifica modificadora da doenga (41). Por meio desse
procedimento, ocorre separagdo automatizada dos componentes do sangue, como
plasma, leucdcitos e eritrocitos, com a remog¢ao de uma parte de volume plasmatico
e sua substituicdo com outro fluido, como albumina, coldide ou cristaléide (41).
Durante o procedimento, geralmente é realizada anticoagulagédo com citrato de sodio,
de forma que podem ocorrer sintomas leves de hipocalcemia, como parestesia oral e
de extremidades. Reacdes adversas mais raras possivelmente observadas durante o
procedimento sao hipotensao, tetania ou arritmias (41). Para prevencao desses
sintomas, pode ser administrado calcio endovenoso durante a sessao. Outros efeitos
adversos podem estar relacionados ao cateter vascular, redugao de nivel sanguineo
de medicacdes devido a remogao do plasma e substituicdo por albumina, alcalose
metabdlica, hipocalemia ou deplegédo de fatores de coagulagéo (41). A mortalidade
associada ao procedimento & considerada baixa, com taxa variando de 0,03% a
0,05% (41). O tratamento com PF remove 80% a 90% dos anticorpos, propiciando
80% de sobrevida do enxerto em 18 meses (23).

A composicao de IgG nas preparagdes de IVIG é similar ao encontrado no
soro humano, correspondendo em quase sua totalidade a IgG intacta com uma meia
vida de 3 a 4 semanas (42). Os efeitos do tratamento com IVIG resultam de sua
caracteristica imunomodulatéria, principalmente em linfécitos B (23). A IVIG tem agao
na indugao de apoptose de linfocitos B, reduzindo a contagem dessas células, bem
como de mondcitos (23). O tratamento com IVIG também causa reducao da expressao
de moléculas de superficie, como HLA de classe Il, e de co-estimuladores como
CD19, CD20 e CD40 em linfécitos B, causando modulagéo da sua sinalizagao (23,42).
Ela também pode modificar a produgéo de citocinas pelas células dendriticas (42) e
atuar sobre linfécitos T, influenciando o equilibrio entre linfocitos Th17 e linfécitos T
regulatorios, contribuindo para a tolerancia imunoldgica (42). A IVIG também tem
potencial de neutralizar a agdo de anticorpos patogénicos circulantes, por meio de sua
interacdo com a regiao variavel desses anticorpos (42), e de inibir a ligagdo de
anticorpos anti-HLA as células-alvo em aproximadamente 80% (23). Ela também
promove inibigdo da ativagdo do complemento (23), sobretudo quando utilizada em
altas doses (42), por meio da solubilizagdo de imunocomplexos, tornando-os mais
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suscetiveis a depuracgao e ineficazes na ativacao da cascata do complemento, além
de inibi¢do direta da cascata (42).

O rituximab é um anticorpo monoclonal anti-CD20, que se liga a superficie
de precursores e linfocitos B maduros, resultando em deplegao dessas células (23).
A adig¢ao de rituximab ao tratamento com PF e IVIG tem sido associada a redugéo
mais significativa do DSA e melhora da sobrevida do enxerto em alguns estudos
(38,40,43). Entretanto, tais efeitos nao foram verificados em uma revisao sistematica
(44) nem em um estudo prospectivo multicéntrico (45), sugerindo que a deplecéo de
linfocitos B associada ao uso de rituximab ndo demonstrou efeito aditivo no tratamento
de RMA (39). O uso do inibidor de proteassoma bortezomib, que tem agéo sobre
linfécitos B naive, linfécitos B de memodria e plasmdcitos (11), ndo melhorou os
aspectos histologicos, moleculares ou niveis de DSA em pacientes com RMA, e houve
significativa toxicidade associada a esse tratamento (39). Entretanto, o uso de um
inibidor irreversivel de proteassoma alternativo, o carflizomib, ao tratamento com PF
e IVIG, mostrou-se util na reducéo dos niveis de DSA, com toxicidade aceitavel (46).
Estudos com numero pequeno de individuos mostraram que drogas inibidoras do
complemento tiveram eficacia limitada no tratamento de RMA, com ou sem efeitos
colaterais minimos (46). Outras possibilidades terapéuticas estdo em investigacao,
como o anticorpo monoclonal anti-interleucina 6 tocilizumab, mas houve pouco
progresso no desenvolvimento de tratamentos efetivos (39).

Evidéncias de alta qualidade sobre opg¢des terapéuticas eficazes no
tratamento de RMA sao escassas (39,47), e a forma mais adequada de tratamento
dessa condi¢ao persiste incerta. O tratamento de RMA com PF e IVIG tem se
mostrado util na melhora dos desfechos em curto prazo, mas os efeitos a longo prazo
persistem insatisfatorios (21). Evidéncias da eficacia do tratamento sdo ainda mais
escassas em pacientes com RMA crbnica, casos em que sdo esperados poucos
resultados com os tratamentos conhecidos (21). A presenga de DSA e sua
consequéncia sobre o enxerto renal tem implicagdes importantes no prognéstico do
transplante renal. Pacientes com DSA de classe Il apresentam alto risco de
desenvolver glomerulopatia do transplante (20). Os DSAs de subclasse DQ tem sido
apontados como os anticorpos de novo mais frequentemente detectados apds o
transplante, e quando se apresentam juntamente com outros anticorpos de classe | e

Il estdo associados a significativa reducao da sobrevida do enxerto renal (48).
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1.10: Justificativa

O desenvolvimento de métodos mais sensiveis de detecgao de anticorpos
anti-HLA permitiu a melhor identificagdo dos DSAs envolvidos na génese da leséo
renal em pacientes com RMA. A lesdo endotelial pode se manifestar de diversas
formas na biopsia do enxerto renal, como glomerulite e capilarite peritubular, com
evolugao para dano crénico tubulointersticial. Os espectros clinico e histopatolégico
da RMA sao variaveis e diretamente relacionados com a sobrevida do enxerto. O
tratamento de RMA, embora tenha se mostrado eficaz em alguns casos de rejeigéo
aguda, ndo mostrou a mesma efetividade nas formas cronicas. Além disso, os efeitos
do tratamento sobre os diferentes subtipos de DSA n&o estdo completamente

esclarecidos.

1.11: Hipotese

As caracteristicas dos DSAs, tais como classe (I e Il) e intensidade média
de fluorescéncia (MFI), exercem efeito sobre as formas de apresentagéo clinica da
RMA e os achados histologicos da rejeigdo. A resposta ao tratamento dos casos de
RMA estaria associada a fatores como: (a) intensidade das lesbes teciduais; (b)
especificidades dos DSAs envolvidos na rejeigéo; e (c) comportamento da cinética
dos DSAs.

2. OBJETIVOS

2.1: Geral

Avaliar a influéncia das caracteristicas dos anticorpos anti-HLA doador-
especificos, tais como classe (I e Il) e intensidade média de fluorescéncia (MFI), sobre
as diversas formas de apresentagao clinica e histolégica, resposta ao tratamento e
prognostico em transplantados renais com diagnostico de rejeicdo mediada por

anticorpos.
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2.2: Especificos

Avaliar:

2.2.1: as diversas formas de manifestagao clinica e histologica da RMA em
receptores de transplante renal, e a influéncia das caracteristicas de classe (I e ll) e
intensidade média de fluorescéncia (MFI) dos DSAs sobre as mesmas;

2.2.2: os efeitos verificados durante o primeiro ano apos o tratamento com
PF e/ou IVIG em receptores de transplante renal com diagnéstico de RMA, avaliados
por meio de parametros clinicos e laboratoriais, intensidade de fluorescéncia de DSA,
e caracteristicas histologicas em bidpsia do enxerto;

2.2.3: influéncia das caracteristicas de classe (I e Il) e intensidade média
de fluorescéncia (MFI) dos anticorpos anti-HLA doador-especificos (DSA) no
prognostico do enxerto renal em pacientes receptores de transplante renal com

diagndstico de rejeicdo mediada por anticorpos.

3. METODOLOGIA

3.1: Desenho do estudo

Trata-se de coorte retrospectiva, incluindo transplantados renais com
diagnostico de RMA, comprovada por biopsia renal e pela identificagdo de anticorpos
anti-HLA doador-especificos (DSA), durante o seguimento pds-transplante renal. Os
pacientes foram selecionados a partir de uma coorte de transplantados renais com
anticorpos anti-HLA (DSA e ndo-DSA) detectados antes e/ou apds o transplante renal,
em acompanhamento no ambulatério de Transplante Renal Adulto do Hospital das
Clinicas do HC/UNICAMP no periodo de 2012 a 2019.

Entre os pacientes incluidos, foi identificado um subgrupo com alteragbes
histologicas compativeis com nefropatia membranosa associada a RMA. Foi realizada
avaliacao retrospectiva dos dados clinicos, laboratoriais, imunoldgicos e histologicos
desses casos, com revisdo da literatura sobre a associagdo de nefropatia

membranosa com RMA em transplantados renais.
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3.2: Critérios de inclusao da coorte retrospectiva

Foram incluidos na coorte retrospectiva os pacientes receptores de
transplante renal de doadores vivos ou falecidos, realizados no HC-UNICAMP no
periodo de 2012 a 2019, que permaneceram em seguimento apos o transplante renal
no servico, com idade superior a 18 anos no momento do transplante renal, com

diagnostico de RMA comprovado por bidpsia e por detecgdo de DSA na circulagéo.

3.3: Critérios de exclusao da coorte retrospectiva

Foram excluidos do estudo os receptores de transplante renal com idade
inferior a 18 anos na ocasiao do transplante. Os casos de auséncia de informacdes
de tipificagdo HLA dos doadores ou auséncia de comprovagao histolégica de RMA

também foram excluidos do estudo.

3.4: Critérios de inclusao da analise secundaria — NM e RMA

Para a analise secundaria, foram incluidos os pacientes da coorte
retrospectiva com diagnostico de RMA que apresentaram diagndstico histologico de
nefropatia membranosa de novo, caracterizado pela presenca de depdsitos
subepiteliais com a presenga de espiculas na membrana basal glomerular analisada

por microscopia eletrbnica de transmissao.

3.5: Coleta de dados

Informacgdes clinicas e laboratoriais foram retrospectivamente coletadas de
prontuarios médicos e do banco de dados do Programa de Transplante Renal do HC-
Unicamp, no momento de realizagdo do transplante, na ocasido do diagndstico de
RMA, e nos meses 6 e 12 apos o tratamento. Os dados coletados foram organizados
em planilha do software Microsoft® Excel. As informagdes coletadas foram:

Parametros clinicos:

1. Receptores: idade, género, etiologia da doenca renal crénica, numero de

transfusbes sanguineas realizadas antes do transplante, transplante prévio,
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gestagdes pré-transplante, perdas de enxerto (6bito com rim funcionante ou
faléncia do enxerto).

2. Doadores: tipo de doador (vivo ou falecido), idade, género, critérios para doador
expandido, creatinina sérica no momento da retirada do 6rgéo, indice de perfil
de doadores renais (KDPI, do inglés kidney donor profile index) (49).

3. Transplante: numero de incompatibilidades HLA-A, B e DR entre doadores e
receptores, RCP (%) classes | e Il, numero de casos com DSA pré-formados,
numero de casos com anticorpos anti-HLA nao-DSA pré-formados, tempo de
isquemia fria, ocorréncia de atraso de fungdo do enxerto, terapia
imunossupressora de indugao.

Parametros laboratoriais:

1. Receptores: identidade HLA, intensidade de fluorescéncia dos anticorpos anti-
HLA, creatinina sérica (mg/dL), relacao proteina/creatinina em amostra de urina.

2. Doadores: identidade HLA, creatinina sérica na retirada do 6rgao (mg/dL).

Parametros de bidpsia renal:

1. Tempo apds o transplante para realizagéo da biépsia (meses).

2. Morfologia: numero de glomérulos, porcentagem de glomérulos esclerosados
em cada amostra, numero de casos de acordo com o diagnostico e
classificagao de rejeigdo aguda (celular e/ou mediada por anticorpos), numero
de casos de acordo com a classificagdo de cada tipo de rejeicdo, numero de
casos de acordo com a intensidade de fibrose intersticial e atrofia tubular por
amostra, parametros histologicos considerados para diagndstico e
classificagcdo de RMA.

Parémetros imunoldgicos:

1. RCP declasses | e ll.

Classe dos DSAs identificados.

Intensidade média de fluorescéncia dos DSAs.

3.6: Tipificagao HLA e detecc¢ao de anticorpo anti-HLA

3.6.1: Indicagao

Todos os receptores de transplante renal incluidos no estudo apresentaram
prova cruzada por meio de teste de citotoxicidade dependente de complemento (CDC,
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do inglés complement dependent cytotoxicity) negativa para linfocitos T e B no
momento do transplante renal. A prova cruzada foi realizada a partir de sangue
periférico de doadores vivos, ou fragmentos de bago ou linfonodo para doadores
falecidos. A reacgédo entre antigenos e anticorpos foi identificada apds a adigéo e
ativacao de complemento e consequente alteracdo da permeabilidade da membrana,
que permitiu a incorporagado de corantes. Para aumento da sensibilidade do teste,
foram adicionados antiglobulina humana (AGH, do inglés antihuman globulin) na
prova cruzada com linfocitos T, e agente redutor ditiotreitol (DTT) para inativagéo de
IgM nas provas cruzadas com linfocitos T e B. A presenga de autoanticorpo citotdxicos
foi identificada com o uso de linfocitos autélogos.

A pesquisa de anticorpos anti-HLA apods o transplante foi realizada em
casos de suspeita de rejeigdo (aumento de creatinina sérica superior a 20% do valor
basal e/ou surgimento ou aumento de proteinuria, sem outras causas identificaveis)
para pacientes de baixo risco imunoldgico, ou seja, com reatividade contra painel
(RCP) inferior a 30% e auséncia de DSA. Em casos de receptores hipersensibilizados
(RCP superior a 30%) na auséncia de DSA, foi realizada nova pesquisa de anticorpos
no primeiro ano apos o transplante renal. Para os casos de DSA detectados antes do
transplante, foram realizadas pesquisas de anticorpos anti-HLA em 3, 6,9 e 12 meses
apos o transplante renal.

3.6.2: Metodologia

Conforme protocolo utilizado no servigo (50), todos os receptores tiveram
o HLA identificado por meio de técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR, do
inglés polymerase chain reaction) a partir de acido desoxirribonucleico (DNA, do inglés
deoxyribonucleic acid) isolado de amostra de sangue venoso periférico. Iniciadores
moleculares (LABType™ SSO and Micro SSP™), desoxirribonucleotideos fosfatados
(dNTPs, do inglés phosphatized deoxyribonucleotides) e Taq DNA polimerase foram
misturados com aliquotas de DNA. O material foi entdo desnaturado, neutralizado,
misturado com solugédo tampao e micropérolas e marcado com corante fluorescente
(Streptavidin, R-Phycoerythrin conjugate — SAPE). A identificagdo da intensidade de
fluorescéncia das esferas foi realizada pelo analisador de fluxo LABSCcan™, e os
dados foram analisados utilizando o software HLA fusion™ (One Lambda Inc,
California — USA). Os HLAs -A, -B e -DRB1 foram rotineiramente identificados, e
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tipagem HLA-DQ adicional foi realizada nos casos em que foram identificados
anticorpos anti-DQ no soro dos receptores.

Os anticorpos anti-HLA de classes | e I, antes e apds o transplante renal,
foram pesquisados por meio de ensaios em fase soélida (LABScreen™ Single Antigen
HLA Class | LS1A04 e LABScreen™ Single Antigen HLA Class Il LS2A01), com
microesferas marcadas com cores e cobertas por antigenos HLA purificados. Para
isso, foram utilizadas amostras de sangue venoso periférico dos receptores. Os
anticorpos anti-HLA presentes no soro desses receptores ligaram-se aos antigenos
presentes nas esferas, e essa ligagéo foi identificada por meio de um conjugado de
IgG de cabra anti-humano com corante fluorescente (R-Ficoeritrina). A fluorescéncia
de cada conjugado foi analisada no LABScan™ e posteriormente avaliada no software
HLA fusion™ (One Lambda Inc, California — USA).

3.7: Avaliagao histolégica

Os fragmentos de rim transplantado foram obtidos por meio de bidpsia
percutanea guiada por ultrassonografia. Os fragmentos foram fixados em parafina e
corados com hematoxilina-eosina, acido periédico de Schiff e tricromio de Masson
para avaliagcdo em microscopia oOptica, com realizagdo de imunofluorescéncia e
microscopia eletrénica na maioria dos casos. A analise histologica foi graduada de
acordo com a classificagdo de Banff 2013, revisada em 2015 (36). Nos fragmentos
fixados em parafina foi realizada pesquisa de C4d por imuno-histoquimica (anticorpo
monoclonal de coelho anti-humano, C4d clone SP91, Spring Bioscience Corp), sendo
a positividade para C4d nos capilares peritubulares graduada de 0 a 3+ (51).

Nos casos com diagnéstico de RMA associada a alteragées compativeis com
NM na microscopia eletrbnica, foi realizada a pesquisa da expressédo de PLA2R por
imuno-histoquimica, em fragmentos de tecido renal fixados em parafina. Para isso,
fragmentos de quatro micra foram desparafinizados por meio de trés imersdes em xilol
(Labsynth, SP, Brasil) por 4 minutos cada, seguida de reidratagao por imersao
sequencial em etanol (100/95/80%). A recuperagao antigénica foi realizada por
incubagao em solugao tampao Tris-EDTA (pH 9,0) por 40 minutos a 95°C. Apds dois
ciclos de lavagem de 5 minutos com solugéo salina tamponada Tris contendo 0,05%
Tween 20 (Labsynth) (pH 7,4 — TBS-T), a peroxidase enddgena foi bloqueada com a
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incubacdo com solugao de H202 a 3% por 15 minutos. O bloqueio de proteina foi
realizado com solugdo do Immunohistoprobe two-step polymer kit (Advanced
Biosystems LLC, CA, USA), de acordo com as recomendagdes do fabricante. O
anticorpo primario (anti-PLA2R monoclonal, Sigma Aldrich St. Louis, MO, USA) foi
diluido 1:250 em TBS adicionado de solugéo de albumina sérica bovina 1% (Sigma
ALdrich), com incubagéao por 18 horas a 4°C. Apds esse periodo, foram realizados trés
ciclos de lavagem com TBS-T, seguido de incubagao com anticorpo secundario e com
polimero HPR, ambos do Immunohistoprobe two step polymer kit (Advanced
Biosystems LLC, CA, USA), de acordo com as instrugdes do fabricante. Foi utilizada
a coloragao DAB (Dako North America, Inc., CA, USA) para revelagdo imuno-
histoquimica, de acordo com as recomendacdes do fabricante, e os fragmentos foram
contra corados com solugcado de Hematoxilina (Dinamica Quimica, SP, Brazil).

Fragmentos de biopsia marcados apenas com o anticorpo secundario
conjugado foram usados para avaliagdo de marcagdes inespecificas de fundo. Os
fragmentos foram analisados por microscopia 6ptica (aumento de 400x) usando o
microscopio Nikon Eclipse 80i® microscope (Japan), e as imagens foram capturadas
e processadas em tempo real com o programa NIS-Elements AR® (Nikon, Japan).

3.8: Terapia imunossupressora

A terapia de inducdo de imunossupressao utilizada para os casos de rins
provenientes de doadores renais considerados padrao (idade inferior a 50 anos, com
funcdo renal normal - creatinina sérica no momento da retirada do 6rgao inferior a 1,5
mg/dL) implantados em receptores considerados de baixo risco imunolégico (RCP
inferior a 30%, auséncia de DSA, sem antecedente de transplante de 6rgéos), € néo
priorizados por falta de acesso para dialise, consistiu de anticorpo anti-receptores de
interleucina 2 (basiliximab 20 mg, endovenoso, no dia do transplante e no quarto dia
apos o transplante renal).

Nos casos de doadores de critério expandido pelos critérios estabelecidos
pela UNOS (52) (idade superior a 60 anos; ou idade entre 50 e 60 anos com pelo
menos 2 dos 3 critérios - hipertensio arterial sistémica, creatinina sérica superior a
1,5 mg/dL antes da remogao do 6rgéo, morte por acidente vascular encefalico) ou de
doadores em les&o renal aguda (creatinina sérica superior a 1,5 mg/dL na retirada do
orgao), a terapia imunossupressora de indugao utilizada foi globulina anti-timécitos
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endovenosa, 3-7 mg/kg, com a dose total fracionada e realizada de acordo com a
contagem diaria de linfocitos totais em sangue venoso periférico.

Para receptores de transplante de doador vivo relacionado, com tipagem
HLA idéntica, ou para os casos de transplante haploidéntico em receptores de baixo
risco imunolégico, ndo foi realizada indugado de imunossupressao, devido as restricdes
da legislagdo vigente. Todos os receptores receberam metilprednisolona 500 mg
endovenoso no momento do transplante, com redugéo gradual (250 mg — 125 mg) e
manutengdo com corticoide (< 20 mg de prednisona ao dia) durante todo o
acompanhamento.

A terapia imunossupressora de manutencdo mais utilizada consistiu em
associacao de inibidor de calcineurina, preferencialmente tacrolimo 0,2 mg/kg,
dividido em duas doses orais diarias, com ajuste de acordo com nivel sanguineo apés
12h de ingestdo da medicagao, associado a um antiproliferativo, preferencialmente
micofenolato sddico 720 mg em duas doses orais diarias e ajuste de dose conforme
superficie corporal, tolerancia gastrointestinal, contagem de leucécitos e
concentragbes de hemoglobina e hematocrito em sangue venoso periférico. Nao
foram realizados procedimentos de dessensibilizacdo para os receptores
hipersensibilizados.

3.9: Tratamento de RMA

3.9.1: Protocolo de tratamento

O protocolo de tratamento utilizado para os casos de RMA aguda ou
cronica consistiu de associacdo de PF e IVIG. Foram realizadas 5 sessdes de PF,
com um intervalo de 48 horas entre as sessoes, utilizando o equipamento COM.TEC®
(Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, Alemanha), com separador celular de fluxo
continuo ou descontinuo. A cada sessao, foi processada a quantidade de volume
sanguineo correspondente a uma volemia sanguinea.

O volume sanguineo total (VST) foi calculado a partir da férmula de Nadler
(41), com base no sexo, altura em metros e peso em quilogramas:

homens: (0,3669) x (altura)® + (0,3219 x peso) + 0,6041
mulheres: (0,3669) x (altura)® + (0,3219 x peso) + 0,6041
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Para o calculo do volume plasmatico total (VPT) estimado para um adulto,

em litros, foi utilizada a seguinte féormula (41):
VPT= (VST) x (1 — hematdcrito)

O fluido de reposicao utilizado foi composto de solugao de cloreto de sodio
0,9% e albumina humana, na proporg¢édo de 2:3. A anticoagulagao foi realizada com
citrato, com reposicdo de calcio endovenoso durante o procedimento, em caso de
sintomas de hipocalcemia secundarios ao citrato. No intervalo entre sessdes de PF,
os pacientes receberam IVIG 100 mg/kg/dia. Apdés a ultima sessdo de PF, foi
administrada IVIG, dividida em 3 a 4 dias, até completar a dose total de 2g/kg.

3.9.2: Resposta ao tratamento e terapia de manutengao

Para os casos em que se verificaram sinais histologicos de rejeicao
mediada por células associada, os pacientes categorizados como Banff 1A receberam
terapia em pulso com metilprednisolona 500 mg endovenoso por 3 dias, em dose total
de 1,5 g, enquanto os casos classificados como Banff 1B ou formas mais graves
receberam globulina anti-timocitica na dose de 6 mg/kg, fracionada em trés doses.

A resposta ao tratamento foi avaliada na maioria dos casos por meio de
parametros clinicos e laboratoriais, achados histologicos de biopsia renal realizada
apos o tratamento, e pesquisa de DSA realizada 1 més apds o tratamento e a cada 3
meses subsequentemente. Os pacientes com niveis de DSA persistentemente
elevados ou com piora dos achados histolégicos receberam doses adicionais de IVIG
2g/kg em regime ambulatorial. Por se tratar de analise retrospectiva, alguns casos
foram tratados antes do estabelecimento do protocolo atual, ou seja, receberam
apenas IVIG, globulina anti-timocitica e/ou ajuste da terapia imunossupressora de
manutencao.

O ajuste de tacrolimo foi realizado com o objetivo de manutengéo de nivel
sanguineo entre 6 e 8 ng/dL, e dose total de droga antiproliferativa foi realizada
durante todo o tratamento e seguimento, de acordo com as condi¢des clinico-

laboratoriais do paciente e tolerancia a medicacgao.
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3.10: Mecanismos de busca da revisao da literatura

Realizamos uma revisao da literatura nas bases de dados Pubmed, Scopus
e Web of Science, a fim de responder a pergunta: a nefropatia membranosa pode ser
considerada uma manifestagdo histologica de rejeicdo mediada por anticorpos em
transplantados renais? Para isso, dois pesquisadores realizaram a busca e selegao
pareada dos titulos e resumos, com leitura do texto completo dos artigos
selecionados, entre marco de 2019 e dezembro de 2020, utilizando os termos
“‘membranous nephropathy” e “antibody-mediated rejection”.

Todos os dados extraidos dos artigos selecionados foram categorizados
em tipo de estudo, desenho do estudo, numero de casos de nefropatia membranosa
relatados, classe de DSA, presenca de infecgido pelo virus da hepatite C, tratamento
utilizado e efetividade do tratamento. Foram incluidos estudos de relato de caso,
revisbes sistematicas, ensaios clinicos, estudos multicéntricos e meta-analises.
Selecionamos os estudos com casos de nefropatia membranosa de novo identificados
no momento do diagndstico de RMA. Apds leitura integral dos artigos selecionados,
os dados foram categorizados de acordo com o desenho do estudo, numero de casos
de NM relatados, classe de DSA, infeccéo pelo virus da hepatite C, tratamento da NM
e sua efetividade.

3.11: Analise Estatistica

Os dados coletados foram organizados em planilha do software Microsoft®
Excel e foram analisados utilizando-se o software GraphPad Prism 7.0c™ for Mac (La
Jolla CA, USA). As variaveis continuas foram expressas como média + desvio padréo,
mediana e amplitude e/ou porcentagens. Variaveis continuas foram comparadas
utilizando o teste t de Student para dados com distribuigdo normal e Mann-Whitney
para dados com distribuigdo anormal. As variaveis categoéricas foram analisadas por
meio do teste x? de Pearson. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significativos e validos para considerar, com 95% de certeza, se tratar falsa a hipotese

nula.
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3.12: Avaliacido Etica

O protocolo de estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Unicamp, CAAE 51485415.6.0000.5404, conforme consta na segao de Anexos. Como
se tratou de analise retrospectiva, com avaliacdo de prontuarios meédicos e de banco
de dados do programa, sem que houvesse contato direto entre pesquisador e
individuos incluidos no estudo, foi solicitada a dispensa da assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE. Apds coleta de dados, as fichas contendo
os dados do prontuario foram numeradas e, no banco de dados, foram suprimidos os

nomes dos individuos, como forma de preservar a confidencialidade.

4. RESULTADOS

4.1: Caracteristicas gerais

Entre 2012 e 2019, foram realizados no HC-UNICAMP 1.015 transplantes
renais, dos quais 956 em receptores maiores de 18 anos de idade. Foram excluidos
do estudo 467 pacientes por auséncia de pesquisa de anticorpos anti-HLA apds o
transplante. Duzentos e trinta e oito pacientes apresentaram reatividade contra painel
zero para anticorpos de classes | e |l antes e apds o transplante renal, e também foram
excluidos da analise [Figura 3].

Entre os 251 pacientes que apresentaram anticorpos anti-HLA antes e/ou
apos o transplante renal, 92 apresentavam RCP zero de classes | e |l pré-transplante,
113 apresentavam anticorpos anti-HLA inespecificos antes do transplante e 46
apresentavam DSA pré-formados. Entre os 92 pacientes com RCP zero pré-
transplante, 60 apresentaram DSA apds o transplante, dos quais 18 (30,0%)
preencheram critérios histolégicos para RMA. Dos 113 pacientes com anticorpos anti-
HLA inespecificos antes do transplante, 35 apresentaram anticorpos dirigidos contra
antigenos do doador apés o transplante e 16 (45,7%) foram diagnosticados com RMA.
Entre os 46 pacientes com DSA pré-formado, 8 (17,4%) desenvolveram RMA [Figura
1]. Os 42 pacientes com diagndstico de RMA foram incluidos no estudo.
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Figura 3. Selecao dos pacientes do estudo. Tx, transplantes; RCP, reatividade contra
painel; DSA, anticorpos anti-hla doador-especificos, do inglés donor specific anti-hla
antibody, RMA, rejeicdo mediada por anticorpos.
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As caracteristicas gerais dos pacientes incluidos no estudo estdo
apresentadas na Tabela 1. A média de idade dos receptores foi de 36,4 £ 12,6 anos,
sendo a maioria desses pacientes (n=22, 52,3%) do sexo masculino. A principal
etiologia da doenga renal crénica foi glomerulonefrite crénica (n=19, 45,2%), seguido
de causa indeterminada (n= 12, 28,6%). A idade média dos doadores foi de 34,9 +
14,9 anos. A maioria dos transplantes era de doadores falecidos (n=37, 88,1%), com
média de KDPI de 43,1 + 28,8%.

Em vinte e quatro (57,1%) pacientes foram detectados anticorpos anti-HLA
antes do transplante renal, com média de RCP de classe | de 14,6 + 25,2% e de classe
Il de 11,1 £ 25,2%. Oito pacientes (19%) apresentavam DSA pré-formado, enquanto
dezesseis (38,1%) apresentavam anticorpos anti-HLA n&o-DSA. A analise dos fatores
de risco de sensibilizagcao anti-HLA revelou que vinte e dois (52,4%) pacientes haviam
recebido hemotransfusédo e 9 (45%) mulheres referiam gestagéo prévia. A média de
incompatibilidade HLA-A, -B e -DR entre doadores e receptores foi de 3,9 £ 1,1. Entre
os individuos incluidos no estudo, um dos pacientes teve RMA diagnosticada apés
vacinacgéao inadvertida contra febre amarela e desenvolvimento da forma selvagem da
doencga. Esse paciente desenvolveu DSAs de classes | e Il, associado a achados
morfologicos de RMA. O relato desse caso clinico encontra-se nos Anexos [Anexo
9.5].

Considerando a terapia imunossupressora, vinte e dois (52,4%) pacientes
receberam indugcdo com anticorpo anti-interleucina 2 (Basiliximab), enquanto
dezesseis (38,1%) utilizaram globulina anti-timécitos, na dose média de 5,8 + 1,2
mg/kg. A maioria dos pacientes (76,2%) fazia uso de inibidor de calcineurina como
terapia imunossupressora de manutengdo no momento do diagnostico da RMA, com
nivel sanguineo médio do tacrolimo ao diagnéstico de 5,3 £ 3,1 ng/mL.

A mediana de tempo pds-transplante para o diagndstico de RMA foi de
27,2 (0,3 - 213,0) meses, com 54,8% dos casos ocorrendo apdés 24 meses de
transplante. No periodo anterior ao diagndstico de RMA, dois pacientes (4,7%)
apresentaram episédio de rejeigdo aguda mediada por células e 4 (9,5%) haviam sido
submetidos a troca de esquema imunossupressor por detecgao de célula decoy em
amostra isolada de urina. Nenhum caso, entretanto, apresentou lesées histologicas
compativeis com nefropatia por poliomavirus. Nenhum dos pacientes incluidos no
estudo havia apresentado infecgdo por citomegalovirus diagnosticada no periodo
anterior ao diagnostico de RMA.
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O tratamento de RMA foi realizado com IVIG em trinta e oito (90,5%)
pacientes e PF em vinte e seis (61,9%). Vinte e cinco pacientes (59,5%) receberam o
tratamento com IVIG 2g/kg associada a 5 sessbdes de PF. Desse grupo, dezessete
pacientes receberam tratamento adicional, sendo seis com metilprednisolona, seis
com globulina anti-timocitica na dose de 6 mg/kg e cinco com a associagdo de
metilprednisolona e globulina anti-timocitica. Treze (31,0%) pacientes receberam
apenas IVIG 2g/kg, dos quais trés receberam terapia adicional com metilprednisolona.
Um paciente foi tratado com plasmaférese, sem imunoglobulina associada, e recebeu
tratamento adicional com metilprednisolona e timoglobulina. Trés pacientes (7,1%)
foram tratados apenas com globulina anti-timocitos ou metilprednisolona, associados
a ajuste da terapia imunossupressora de manutengao [Figura 4]. O nivel sanguineo
do tacrolimo permaneceu estavel ao longo do seguimento, sendo menor do que o alvo
desejado de 6-8 ng/ml em 6 e 12 meses apods o tratamento de RMA (5,7 +1,8e 5,6 +

1,9, respectivamente).
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Tabela 1. Caracteristicas gerais dos receptores de transplante renal com diagndstico de
rejeicao mediada por anticorpos (RMA) comprovada por bidpsia do enxerto, submetidos a
tratamento.

Receptores de transplante renal

Total, n 42
Idade (anos) 36,4+12,6
Masculino, n (%) 22 (52,3)
Etiologia da DRC (%)
Glomerulonefrite cronica 19 (45,2)
Indeterminada 12 (28,6)
Hipertensao arterial sistémica 4 (9,5)
Diabetes mellitus 1(2,4)
Outras 6 (14,3)
Transfusao pré-transplante, n (%) 22 (52,4)
Transplante prévio, n (%) 5(11,9)
Mulheres com gestacao pré-transplante, n (%) 9 (45,0)
Incompatibilidades HLA ABDR 39+11
RCP classe | pré-transplante (%) 14,6 £ 25,2
RCP classe Il pré-transplante (%) 11,1+ 25,2
DSA pré-formado, n (%) 8 (19,0)
N&o-DSA pré-formados, n (%) 16 (38,1)
Doadores
Doadores falecidos, n (%) 37 (88,1)
Idade (anos) 349+149
Masculino, n (%) 21 (50,0)
Doadores de critério expandido (%) 6 (16,2)
Creatinina sérica (mg/dl) 1,3+11
KDPI (%) 43,1+ 28,8
Transplante
Terapia imunossupressora inicial
Globulina anti-timécito (%) 16 (38,1)
Dose de globulina anti-timécito (mg/kg) 58+1,2
Anticorpo anti-receptor de IL-2 (%) 22 (52,4)
Metilprednisolona isolada (%) 4 (9,5)
Tempo de isquemia fria (horas) 21,2+6,5
DGF, n (%) 10 (23,8)

Rejeicdo mediada por anticorpos

Tempo pos-transplante (meses)

27,2 (0,3-213,0)

RMA < 24 meses, n (%) 19 (45,2)
RMA > 24 meses, n (%) 23 (54,8)
ICN ao diagndstico de RMA, n (%) 32 (76,2)

n, nimero; DRC, doenga renal crénica; HLA, antigeno leucocitario humano, do inglés
human leukocyte antigen; RCP, reatividade contra painel; DSA, anticorpos anti-HLA
doador-especificos, do inglés donor specific anti-HLA antibody; KDPI, indice de perfil
de doadores renais, do inglés kidney donor profile index; DGF, atraso de fungdo do
enxerto, do inglés delayed graft function; RMA, rejeicdo mediada por anticorpos; ICN,
inibidor de calcineurina; IVIG, imunoglobulina endovenosa, do inglés infravenous

immunoglobulin; PF, plasmaférese.
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PF isolada
n=1

- Timoglobulina e metilprednisolona

IVIG isolada
n=13

- Metilprednisolona-n=3
42 casos RMA - Sem tratamento adicional - n = 10
tratados

PFe IVIG
n=25

- Timoglobulina-n=6

- Metilprednisolona-n=6

- Timoglobulina e metilprednisolona-n=5
- Sem tratamento adicional - n =8

Sem PF e sem IVIG
n=3

- Timoglobulina-n=1
- Metilprednisolona-n=2

Figura 4. Pacientes com rejeicdo mediada por anticorpos de acordo com o tratamento
recebido. RMA, rejeicdo mediada por anticorpos; PF, plasmaférese; IVIG, imunoglobulina
endovenosa.

4.2: Caracteristicas clinicas e imunolégicas

Proteindria ocorreu em trinta e seis (85,7%) pacientes no momento do
diagndstico de RMA, com valor médio de 2,1 £ 3,1 g/g. A taxa de filtragao glomerular
estimada (CKD-EPI) média ao diagnéstico de RMA foi de 30,3 + 17,8 mL/min, sendo
que dezoito (42,8%) pacientes apresentavam TFG < 30 mL/min e cinco (11,9%)
exibiam TFG > 60 mL/min [Tabela 2].

N&o houve alteracéo significativa na proteinuria no primeiro ano apos o

tratamento, com média inicial de 2,1 £ 3,1 g/g ao diagnéstico e 1,0 £ 0,9 g/g ao final
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do seguimento. Nao foi observada mudanca significativa da média de taxa de filtracéo
glomerular ao longo do seguimento. Trés pacientes apresentaram infecgdo por
citomegalovirus diagnosticada nos primeiros 12 meses apoés o tratamento. Dos quatro
pacientes que apresentavam células decoy na urina antes do tratamento, apenas um
persistiu com virdria detectavel apds mudanca de imunossupressao e tratamento de
RMA. Dois pacientes que nao tinham células decoy detectaveis na urina antes do
tratamento de RMA apresentaram sua deteccao apos o tratamento.

No diagndstico de RMA, 18 (42,8%) pacientes apresentaram apenas DSA
de classe I, 11 (26,2%) apenas DSA de classe |, e 13 (31,0%) DSA de classes | e Il.
A mediana de intensidade de fluorescéncia do DSA imunodominante variou de 945 a
24.883, com soma do DSA de classe | de 4.074 + 5.257 MFI e soma do DSA de classe
Il de 16.248 + 15.612 MFI [Tabela 2]. Seis meses apos o tratamento, 37 (88,1%)
pacientes apresentavam enxerto funcionante, com média de soma de DSA de classe
| de 2.453 + 3.524 MFI| e média de soma de DSA de classe Il de 19.780 + 15.260 MFI.
Houve redugado significativa da meédia de RCP de classe | seis meses apds o
tratamento, de 41,8 + 33,3% ao diagnostico para 21,1 £ 21,7% apds o tratamento
(p<0,01), enquanto a RCP de classe |l permaneceu inalterada. A redugéo da RCP de
classe | permaneceu ao longo do seguimento, atingindo 16,8 + 17,6% ao final do
primeiro ano (p<0,01). Houve reducgao significativa do numero de anticorpos anti-HLA
nao-DSA de classe | detectaveis apos seis meses (3,6 + 4,2, p=0,04) e doze meses
(1,8 £ 2,1, p<0,01) de tratamento. Dezoito pacientes (51,4%) apresentavam DSA
detectavel apds o tratamento, sendo a maioria (n=15, 83,3%) com DSA de classe II.
Estes pacientes foram tratados com PF (n=11, 61,1%) e IVIG (m=18, 100%), com
resposta parcial [Tabela 2].

A intensidade de fluorescéncia dos DSAs de classe | diminuiu
significativamente durante o seguimento, sendo para DSA-A de 7.198+ 4.982 MFI| ao
diagnostico para 2.988 + 4.118 MFI final (p=0,03) e, para DSA-B, de 5.254 + 2.761
MFI para 1.401 + 1.742 MFI (p=0,04). Apenas trés pacientes apresentaram DSA-DR
detectavel ao diagnostico, com intensidade de fluorescéncia inferior a 3.500 MFI, e
esses anticorpos tornaram-se indetectaveis 6 meses apds o tratamento. A intensidade
do DSA-DQ, que foi de 23.520 + 13.597 MFI ao diagndstico, permaneceu estavel,
atingindo 21.287 + 14.658 MFI ao final do primeiro ano (p=0,60).

O tratamento de RMA resultou em redugao significativa de intensidade de

fluorescéncia de DSA de classe | (-A e -B) durante o primeiro ano pds-tratamento
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[Figura 1]. Como a maioria (74,1%) desses pacientes foi tratada com IVIG e PF, nao
foi possivel comparar os efeitos isolados de cada um desses dois tratamentos na
dinamica do anticorpo. DSA-DR foi detectado em apenas trés pacientes com RMA,
tornando-se indetectavel apos seis meses de seguimento em dois, um deles tratado
com IVIG e PF, e o outro com ajuste de medicag&do imunossupressora de manutencgao.
O terceiro caso apresentou 6bito com enxerto funcionante, por causa cardiovascular,
aos trés meses apds o transplante renal, sem a realizagdo de pesquisa de DSA pés-
tratamento. Dos trinta pacientes que apresentaram DSA-DQ ao diagnodstico de RMA,
20 (66,7%) receberam IVIG e PF, nove (30%) apenas IVIG, e um (3,3%) nado recebeu
tratamento especifico. Em nenhum desses casos houve redug&o significativa na

intensidade de fluorescéncia do DSA ao longo do seguimento [Figura 5].



Tabela 2. Imunologia e fungao do enxerto ao diagndstico de rejeicdo mediada por anticorpos (RMA) e apds o tratamento.

RMA 6 meses pos-tratamento pf 12 meses pos-tratamento pt
Pacientes com enxerto funcionante, n (%) 42 (100,0) 37 (88,1) 35 (83,3)
RCP classe | (%) 41,8+ 33,3 21,1+£21,7 <0,01* 16,8 £+ 17,6 <0,01*
RCP classe Il (%) 54,7 + 34,7 58,7 + 28,3 0,63 51,8 +32,5 0,75
DSA, n (%) 42 (100,0) 21 (56,7) 18 (51,4)
Apenas DSA classe | 11 (26,2) 2(9,5) 0,28" 3(16,7) 0,24*
Apenas DSA classe Il 18 (42,8) 12 (57,1) 0,76" 9 (50,0) 0,35°
DSA classes l e Il 13 (31,0) 7 (33,4) 6 (33,3)
DSA soma 20.427 + 16.329 23.558 + 15.170 0,46" 21.217 £ 14.874 0,86"
DSA classe | soma 4.074 + 5.257 2.453 + 3.524 0,19 2.009 +2.249 0,13*
DSA A soma 7.198 + 4.982 4.537 + 3.621 0,12~ 2.988+4.118 0,03*
DSA B soma 5.254 + 2.761 1.401 +1.742 0,04~ 1.124 + 1.590 0,07*
DSA classe Il soma 16.248 + 15.612 19.780 + 15.260 0,39 18.975 + 15.455 0,54~
DSA DR soma 2.778 + 947 0+0 <0,01* 0,0+£0,0 <0,01*
DSA DQ soma 23.520 + 13.597 23.386 + 13.471 0,97* 21.2878 + 14.658 0,60*
DSA imunodominante vax 13.588 (945 — 24.883) 19.662 (1.400 — 24.647) 0,292 14.968 (1.400 — 22.859) 0,742
N&o-DSA classe | § 74+84 3,6+4.2 0,04~ 1,8 +2,1 <0,01*
N&o-DSA classe Il § 27+24 23+22 0,55~ 20+1)9 0,27
Creatinina sérica, mg/dL 3,1+1,9 28+1,3 0,90* 29+15 0,93
TFG estimada (CKD-EPI), mL/min 30,3+17,8 32,8 +18,3 0,59" 31,9+20,0 0,75
P/C, g/g 2,1+31 1,4+1,9 0,35~ 1,0+0,9 0,15
P/C <0.15 g/g (%) 6 (14,3) 7(18,9) 0,99° 7 (20,0) 0,99°
Sedimento urinario, n (%)
Hemacias 2(4,8) 0(0,0) 0(0,0)
Leucécitos 13 (30,9) 4 (9,5) 0,20" 4 (9,5) 0,20"
Proteinas 23 (54,8) 18 (42,8) 0,88" 14 (33,3) 0,42°
Nivel sanguineo do tacrolimo (ng/mL) 53+3,1 57+1,8 0,49" 56+1,9 0,62*

RMA, rejeicdo mediada por anticorpos; RCP, reatividade contra painel; DSA, anticorpo anti-HLA doador-especifico, do inglés donor specific antibody; TFG, taxa de filtracao
glomerular; CKD-EPI, equagéo de estimativa de filtragdo glomerular, do inglés Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration; P/C, relagao proteina urinaria e creatinina
urindria.

T Comparado ao apresentado na RMA.

* Comparado ao apresentado na RMA.

* Teste t ndo-pareado.

" Teste qui-quadrado.

2 Teste Mann Whitney.

§ Namero de Nao-DSA com mediana de intensidade de fluorescéncia maior do que 1.500.

1%
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4.3: Caracteristicas histolégicas

Ao diagnodstico de RMA, as bidpsias renais avaliadas apresentaram média
geral de inflamagéo microvascular (MVI) de 2,6 + 1,7, com escore de C4d de 2,2 +
1,0. Na avaliacdo geral dos casos, as biopsias pos-tratamento mostraram redugao
significativa do escore de inflamacgéo (i), de 1,0 + 0,8 para 0,5 + 0,6 (p<0,05), € no
escore de depodsito de C4d, de 2,2 + 1,0 para 1,4 + 1,2 (p<0,05), sem alteragao
significativa dos demais parametros, em comparagao as bidpsias realizadas no
diagnostico de RMA [Tabela 3]. N&o houve, durante o primeiro ano apds o tratamento,
diferenga significativa no grau de esclerose glomerular ou nos escores de atrofia
tubular (ct) ou fibrose intersticial (ci).

Os casos de RMA diagnosticados apdés 24 meses (n=23, 54,8%)
apresentaram MVI de 3,2 £ 1,4, significativamente maior do que a MVI observada nos
casos de RMA diagnosticados antes de 24 meses apods o transplante (1,9 + 1,8,
p=0,01). O escore de C4d dos casos de RMA diagnosticados mais tardiamente (2,5 £
0,8) também foi significativamente maior do que os casos de RMA mais precoces (1,8
+ 1,2, p=0,03), bem como o escore de tubulite (1,3 = 0,9 versus 0,7 + 0,9, tardio e
precoce respectivamente, p<0,01). Os achados de cronicidade, avaliados pela
porcentagem de esclerose glomerular e escores de atrofia tubular e fibrose intersticial,
foram também significativamente maiores nas bidpsias dos casos de RMA tardios
comparados aos de RMA precoce. Com o tratamento, os pacientes com RMA mais
tardia apresentaram reducao dos escores de inflamacéao, tubulite e C4d [Tabela 3].
Para os casos de RMA diagnosticados durante os dois primeiros anos apds o
transplante, entretanto, ndo observamos alteragdes significativas em nenhum dos
parametros avaliados apds o tratamento em relagdo aos achados histoldégicos no
momento do diagnodstico de RMA [Figura 6].

A prevaléncia geral de duplicagdo de membrana basal glomerular foi de
16,7%, verificada em cinco pacientes (21,7%) com RMA diagnosticada apds 24 meses
de transplante, enquanto que 10,5% (n=2) dos pacientes com RMA mais precoce
apresentaram tal achado. Essa alteragdo, entretanto, ndo foi significativamente
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diferente entre os dois grupos avaliados. Nao foram verificadas alteragdes
significativas em depdsitos de imunocomplexos, fusdo de pedicelos podocitarios ou
duplicacdo de membrana basal glomerular nas biopsias poés-tratamento, quando
comparadas aquelas realizadas no diagnostico de RMA.



Tabela 3. Achados histopatoldgicos ao diagndstico de rejeicdo mediada por anticorpos (RMA) e apds o tratamento.

Geral RMA < 24 meses pés-Tx RMA > 24 meses pés-Tx
(precoce) (tardia)
RMA Pds-tratamento p RMA Pds-tratamento p RMA Pds-tratamento p
Numero de biopsias, n (%) 42 (100,0) 30 (71,4) 19 (100,0) 10 (52,6) 23 (100,0) 20 (66,7)
Tempo pos-Tx (meses) 39,6+438" 24+ 3,0% 6,7+£7,2 29134 66,9 +42,7 22+29
Esclerose glomerular (%) 11,0 £ 20,7 16,4+ 21,9 0,29* 28148 1,8+£5,5 0,60* 17,8 £26,0 23,8 +23,5 0,44~
Escore Banff
i(0a3) 1,0£0,8 0,5+0,6 <0,01" 0,8+0,7 0,7+0,7 0,22* 1,3£0,9 0,6+0,6 <0,01"
t(0a3) 1,0£0,9 0,7+0,9 0,15* 0,7+0,9 1,0£1,3 0,45* 1,3£0,9 0,5+0,6 <0,01"
v(0a3) 0,1+0,4 0,0+£0,0 0,16* 0,2+0,6 0,0+£0,0 0,36" 0,1+0,3 0,0+£0,0 0,32*
g((0a3) 1,1£0,8 0,8+1,0 0,25* 0,8+0,8 04+0,5 0,16* 1,3£0,8 1,0£1,2 0,38*
ptc (0 ta 3) 1,6£1,0 1,3£0,9 0,15* 1,2+1,2 1,1+£11 0,81~ 1,9+£0,7 1,3£0,9 0,02*
MVI g + ptc (0 a 6) 26+£17 20+£1,8 0,18* 1,9+1,8 1,4+1,2 0,39* 32+1,4 24+19 0,13*
C4d (0 a 3) 22+1,0 1,4+1,2 <0,01" 1,8+£1,2 1,0£1,0 0,12* 25+0,8 1,5+1,3 <0,01"
ci(0a3) 1,0£0,9 1,4+1,0 0,17~ 0,6+0,7 1,2+£0,9 0,07* 1,4+0,8 1,4+1,0 0,94~
ct(0a3) 1,2+£0,9 1,5£0,9 0,10* 0,8+0,8 1,5+£0,7 0,03* 1,5+0,8 1,5£0,9 0,93*
Microscopia eletrénica, n (%)
Depositos de IC 7 (16,7) 2 (6,2) 0,76" 3 (15,8) 1(10,0) 0,99" 4 (17,4) 2 (10,0) 0,97"
Fusé&o podocitaria 10 (23,8) 3(9,4) 0,62" 4 (21,0) 2 (20,0) >0,99" 6 (26,1) 3 (15,0) 0,93"
Duplicagéo de MBG 7 (16,7) 3(9,4) 0,93" 2 (10,5) 1 (10,0) >0,99" 5(21,7) 5(25,0) 0,99°

Tx, transplante; RMA, rejeicdo mediada por anticorpos; i, inflamagéo; t, tubulite; v, arterite intimal; g, glomerulite; ptc, capilarite peritubular; MVI, inflamagao microvascular;

C4d, deposito do fragmento do componente C4 do complemento; ci, fibrose intersticial; ct, atrofia tubular; IC, imunocomplexo; MBG, membrana basal glomerular.

T Tempo poés-transplante.
*Tempo pés-tratamento de RMA.
* Teste t ndo-pareado.

" Teste qui-quadrado.

8§
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Figura 6. Evolugao dos parametros de biodpsia renal apos o tratamento de rejeicao mediada por anticorpos (RMA), de acordo com o tempo poés-
transplante para ocorréncia da rejei¢ao. g, glomerulite; ptc, capilarite peritubular; MVI, inflamagao microvascular; t, tubulite; i, inflamagéao; C4d,

depdsito do fragmento do componente C4 do complemento.
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4.4: Nefropatia membranosa (NM) associada a RMA

Quatro pacientes da coorte apresentaram alteragdes histoldgicas
compativeis com nefropatia membranosa, com idades variando de 25 a 44 anos,
sendo trés do sexo feminino [Tabela 4]. Nenhum dos casos apresentava NM como
etiologia da doenca renal crénica. Todos os pacientes tinham antecedente de
transfusdo sanguinea, e nenhum deles apresentavam transplante de 6rgaos prévios.
Todas as mulheres incluidas apresentavam gestagdo antes do transplante renal.
Apenas um dos casos apresentava RCP superior a 30% antes do transplante renal, e
nenhum dos pacientes apresentava DSA pré-formado. Todos os transplantes foram
de doador falecido, com idade do doador variando de 17 a 35 anos, um deles com
lesdo renal aguda no momento do transplante renal. Apenas um dos casos apresentou
tempo de isquemia fria superior a 24 horas, e metade dos pacientes evoluiu com
atraso de fungao do enxerto.

O tempo pos-transplante para o diagnéstico de RMA variou de 10 a 92
meses. Ao diagndstico, todos os pacientes recebiam imunossupressao com inibidor
de calcineurina, droga antiproliferativa e corticoide, apresentavam TFG estimada
superior a 30 mL/min, sendo que apenas um deles apresentava TFG maior do que 60
mL/min e proteinuria, ao diagnodstico, entre 2,3 g/g e 12,1 g/g. Dois pacientes
apresentaram DSA-DQ, enquanto os demais apresentaram DSA de classe I. As
biépsias de pacientes com maior tempo pos-transplante apresentaram inflamacgao
microvascular mais intensa e maior grau de cronicidade tecidual.

Em todos os casos, foram verificadas alteragdes histoldgicas tipicas de NM,
com glomérulos apresentando espessamento de membrana basal glomerular a
microscopia optica; imunofluorescéncia com depdsitos de IgG e C3 padréao granular
em capilar glomerular, e depodsitos subepiteliais com projegdes em espiculas na
microscopia eletrénica [Figura 7]. Em dois casos, apesar da auséncia de inflamagéo
microvascular, houve deteccdo de depdsitos de C4d nos capilares peritubulares,
compativel com o diagnéstico de RMA. Os outros casos apresentavam glomerulite e
capilarite peritubular @ microscopia 6ptica, com presenca de duplicacdo de membrana
basal glomerular a microscopia eletrénica. Pesquisa de depésitos de IgG4, por imuno-
histoquimica, foi realizada nos quatro casos, com resultado positivo leve em um e

negativos nos demais. Imuno-histoquimica para PLAZR foi realizada em trés casos,
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com a detecgdo do antigeno em todos. Um paciente ndo apresentava material de
biépsia adequado para a realizagdo de imuno-histoquimica de PLA2R.

Um dos pacientes desta coorte ndo recebeu tratamento especifico para
RMA por apresentar quadro infeccioso em atividade. Todos os demais receberam
tratamento com IVIG 2g/kg, e um dos paciente foi tratado com 5 sessdes de PF. Entre
as pacientes que apresentaram DSA de classe |, uma apresentou anticorpos
indetectaveis seis meses apds o tratamento, mas foi a ébito por causa infecciosa apés
12 meses. Outra paciente que apresentava DSA-A permaneceu com anticorpos
detectaveis com intensidade superior a 5.000 MFI, com faléncia de enxerto em seis
meses do tratamento. Os demais pacientes permaneceram durante todo o seguimento
com enxerto funcionante, em uso de medicagdes antiproteinuricas. Os dois pacientes
que apresentavam DSA-DQ permaneceram com anticorpos detectaveis ao final do
seguimento, com valores superiores a 20.000 MFI.
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Figura 7. Fotomicrografia das bidpsias renais dos pacientes com nefropatia membranosa
associada a rejeicdo mediada por anticorpos. (A) Espessamento da membrana basal
glomerular (microscopia 6ptica: hematoxilina e eosina, x400), (B) Espessamento difuso da
membrana basal glomerular, depdsitos elétron-densos subepiteliais e formagéo de espiculas
(microscopia eletronica), (C) Depdsitos de IgG ao longo da parede do capilar glomerular
(imunofluorescéncia 1gG, x400), (D) Depodsitos de C3 ao longo da parede do capilar
glomerular (imunofluorescéncia IgG, x400), (E) Marcagéao para receptor de fosfolipase A2 do
tipo M (PLA2R) (imuno-histoquimica, x400), (F) Marcagéo para C4d (imuno-histoquimica,
400x).
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Tabela 4. Caracteristicas clinicas e histologicas dos casos de nefropatia membranosa (NM)
associados a rejeicdo mediada por anticorpos (RMA).

Caso 1 2 3 4
Receptores
Idade (anos) 25 44 44 28
Sexo masculino feminino feminino femino
Etiologia da DRC indeterminada GESF SHU GESF
Transfusao pré-transplante nao sim sim sim
Transplante prévio nao nao nao nao
Gestagéo pré-transplante - sim sim sim
Incompatibilidades HLA ABDR 3 4 6 1
RCP classe | pré-transplante (%) 0 (0] 27 78
RCP classe Il pré-transplante (%) 0 (0] 0 0
DSA pré-formado nao nao nao nao
Doadores
Tipo de doador falecido falecido falecido falecido
Idade (anos) 19 35 27 17
Sexo masculino masculino masculino masculino
Doadores de critério expandido nao nao sim T nao
Creatinina sérica (mg/dL) 0,78 0,70 4,6 1,1
KDPI (%) 2 20 89 5
Transplante
Imunossupresséo inicial IL2RAb/TAC/MYF ATG/CYA/IMYF ATG/TAC/MYF ATG/CYA/IMYF
Tempo de isquemia fria (horas) 14,3 31,0 17,4 22,7
DGF nao sim sim nao
Rejeicao mediada por anticorpos
Tempo pds-transplante (meses) 24 92 10 36
Classe de DSA Il Il | |
DSA MFI soma 44.115 23.794 945 13.356
DSA imunodominante MFI max 22.745 23.794 945 13.356
Imunossupresséo atual TAC/MYF CYA/MYF CYA/MYF CYA/MYF
Creatinina sérica, mg/dL 1,2 1,9 1,9 1,8
TFG (CKD-EPI), mL/min 83,5 30,9 30,8 37,6
P/C, g/g 6,19 11,8 2,3 12,1
Morfologia do enxerto
Microscopia éptica - Banff
i(0a3) 0 1 0 1
t(0a3) 1 1 0 1
v(0a3) 0 0 0 0
g(0ad) 0 2 0 2
ptc (0 a 3) 0 2 0 2
MVI g + ptc (0 a 6) 0 4 0 4
C4d (0 a 3) 3 2 1 3
ci(0a3) 0 2 1 0
ct(0a3) 0 2 2 1
Microscopia eletrénica
Depositos de IC subepitelial subepitelial subepitelial subepitelial
Fuséo podocitaria nao difuso nao difuso
Duplicagado de MBG nao sim nao sim
Deposito de 1gG4 nao leve nao nao
Positividade de IgG/C3 C3/xr IgG/C3 IgG /IgM / IgA
imunofluorescéncia k/A/C1q K/A C3/x/x
Detecgédo de PLA2R nao disponivel sim sim sim

RMA, rejeicdo mediada por anticorpos; ATG, globulina anti-timécitos; DRC, doenga renal crénica; CYA, ciclosporina; DGF,
atraso de fungdo do enxerto, do inglés delayed graft function; DSA, anticorpo anti-HLA doador-especifico, do inglés donor
specific anti-HLA antibody; TFG, taxa de filtragdo glomerular; GESF, glomeruloesclerose segmentar e focal; HLA, antigeno
leucocitario humano, do inglés human leukocyte antigen; SHU, sindrome hemolitico-urémica; IL-2R, IL2RAb, anticorpo anti-
receptor de interleucina 2; KDPI, indice de perfil de doador renal, do inglés kidney donor profile index; MYF, micofenolato sédico;
RCP, reatividade contra painel; TAC, tacrolimus; P/C, relagao proteina urinaria e creatinina urinaria; i, inflamagao; t, tubulite; v,
arterite intimal; g, glomerulite; ptc, capilarite peritubular; MVI, inflamagao microvascular; ci, fibrose intersticial; ct, atrofia tubular;
IC, imunocomplexos; MBG, membrana basal glomerular, PLA2R, receptor de fosfolipase A2.

T Doador com les&o renal aguda.
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A busca nas bases de dados bibliograficos resultou em 23 estudos. Estudos
sem casos de NM associados a RMA foram excluidos. Um estudo foi excluido devido
a auséncia de confirmacao da presenca de DSA. Apenas 3 estudos preencheram os
critérios e foram incluidos. As informacdes obtidas de cada estudo, tais como ano de
publicacdo, desenho do estudo, numero de casos de NM associados a RMA,
tratamento utilizado e resposta ao tratamento, estao listadas na Tabela 5. Os
tratamentos especificos, bem como a terapia imunossupressora de manutencao
utilizada apos o diagnostico, foram considerados como abordagem terapéutica de
cada caso. Foram considerados critérios de efetividade do tratamento a reducgao
mantida da proteinuria em mais de 50% do valor apresentado ao diagndstico de RMA,
a melhora de funcéo renal em mais de 50% para os casos com disfung¢ao renal ao
diagnostico ou a redugdo de intensidade de anticorpos detectaveis ao longo do

seguimento.

Tabela 5. Casos relatados de nefropatia membranosa (NM) de novo pés-transplante
associada a rejeicao mediada por anticorpos (RMA).

Casos Infeccdo  Classe Tratamento e efetividade
deNM  por VHC de DSA
Sousa MV e cols. 4 Nao lell ICN, MYF, corticoide, IVIG, e IECA - efetivo

ICN, MYF, corticoide, IVIG, e IECA - efetivo
ICN, MYF, corticoide, e IECA T
ICN, MYF, corticoide, IVIG, PF e IECA - ndo

efetivo
Patel K e cols. 2013 (53) 1 Nao lell IVIG e rituximab - efetivo
Honda e cols. 2011 (31) 5 n/d lell PF, ICN, MP, MMF e BRA — efetivo

ICN e MP — néo efetivo

ICN, MMF e MP — n3o efetivo

ICN, MP e DSG - nao efetivo

ICN, MP, DSG, PF, Pulso — ndo efetivo
El Kossi e cols. 2008 (54) 1 Nao 1 Mudanga de azatioprina para micofenolato -

efetivo
NM, nefropatia membranosa; VHC, virus da hepatite C; DSA, anticorpo anti-HLA doador-especifico, do inglés donor specific
anti-HLA antibody; IVIG, imunoglobulina endovenosa; IECA, inibidor da enzima conversora de angiotensina; PF,
plasmaférese; ICN, inibidor de calcineurina; MYF, micofenolato sédico; MP, metilprednisolona; MMF, micofenolato mofetil;
BRA, bloqueador do receptor de angiotensina; DSG, deoxysperguarin; Pulso, pulsoterapia endovenosa com corticéide; n/d,
nao disponivel.
t Obito com enxerto funcionante de causa infecciosa.
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4.5: Fatores associados a faléncia do enxerto apés o tratamento de RMA

Do grupo de quarenta e dois pacientes submetidos a tratamento de RMA,
sete (16,7%) evoluiram com faléncia do enxerto no primeiro ano de seguimento pds-
tratamento de RMA. As caracteristicas gerais desse grupo foram semelhantes as dos
pacientes que permaneceram com o enxerto funcionante no primeiro ano apos o
tratamento de RMA [Tabela 6]. Trés pacientes (42,8%) que evoluiram com faléncia de
enxerto apresentaram RMA nos primeiros dois anos apos o transplante (precoce). A
mediana de ocorréncia de faléncia do enxerto foi de 4,9 (1,4 - 10,0) meses apds o
tratamento, sendo quatro (57,1%) desses nos primeiros 6 meses.

Ndo houve diferenga significativa na terapia de indugdo de
imunossupresséo entre os dois grupos. Em ambos, a maioria dos pacientes fazia uso
de ICN ao diagnédstico de RMA. Entre os pacientes que evoluiram para perda de
enxerto, 85,7% recebeu tratamento com IVIG e todos foram submetidos a PF. Nao
houve diferenca significativa no numero de pacientes tratados com globulina anti-
timécitos entre os grupos. O numero de pacientes tratados com pulsoterapia de
corticoide foi significativamente maior no grupo que evoluiu com perda de enxerto
(n=6, 85,7%, p=0,01). Todos os pacientes que apresentaram faléncia do enxerto nos
grupos de RMA precoce e tardia foram tratados com PF e IVIG [Tabela 7].
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Tabela 6. Caracteristicas gerais dos casos de enxerto funcionante e dos casos de faléncia

de enxerto durante o primeiro ano apés o tratamento de RMA.

Enxerto funcionante Faléncia de enxerto p
Receptores de transplante renal
Total, n (%) 35 (83,3) 7(16,7)
Idade (anos) 36,1+12,4 37,8+ 14,3 0,41*
Masculino, n (%) 17 (48,6) 5(71,4) 0,74¢
Etiologia da DRC (%)

Glomerulonefrite cronica 7 (20,0) 1(14,3) 0,09"

Indeterminada 12 (34,3) 0 (0,0)

Hipertensao arterial sistémica 3(8,6) 1(14,3) 0,417

Diabetes mellitus 0 (0,0) 1(14,3)

Outras 13 (37,1) 4 (57,1) 0,23"
Transfusao pré-transplante, n (%) 17 (48,6) 5(71,4) 0,41
Transplante prévio, n (%) 5(14,3) 0(0,0)

Mulheres - gestacao pré-transplante, n (%) 8 (44,4) 1 (50,0) 1,00"
Incompatibilidades HLA ABDR 3,8+1,1 42+1,2 0,37
RCP classe | pré-transplante (%) 14,0+ 24,0 17+ 31,8 0.77*
RCP classe Il pré-transplante (%) 13,7+27,4 0,0£0,0 0,19
DSA pré-formado, n (%) 8 (22,8) 1(14,3) 1,007
Nao-DSA pré-formados, n (%) 14 (40,0) 2 (28,6) 0,69°
Doadores

Doadores falecidos, n (%) 31 (88,6) 6 (85,7) 1,00®
Idade (anos) 33,6 £ 15,1 40,1+ 13,8 0,27
Masculino, n (%) 16 (45,7) 5(71,4) 0,41"
Doadores de critério expandido (%) 7 (20,0) 4 (57,1) 0,06%
Creatinina sérica (mg/dl) 1,3+1,1 1,2+0,8 0,81
KDPI (%) 42,0 + 26,6 47,0 + 394 0,66*
Transplante

Terapia imunossupressora inicial

Globulina anti-timécito (%) 13 (37,1) 3(42,8) 1,007

Dose de globulina anti-timécito (mg/kg) 58+1,2 57+1,5 0,86*

Anticorpo anti-receptor de IL-2 (%) 18 (51,4) 4 (57,1) 1,00"
Tempo de isquemia fria (horas) 21,6 £6,7 19,0+ 5,0 0,34~
DGF, n (%) 19 (54,3) 5(71,4) 0,68"
Rejeicdo mediada por anticorpos
Tempo pos-transplante (meses) 1,007

RMA < 24 meses, n (%) 16 (45,7) 3(42,9)

RMA > 24 meses, n (%) 19 (54,3) 4 (57,1)

ICN ao diagnéstico de RMA, n (%) 26 (74,3) 6 (85,7) 1,007
IVIG, n (%) 31 (88,6) 6 (85,7) 1,007
PF, n (%) 18 (51,4) 7 (100,0)

Globulina anti-timécito, n (%) 9 (25,7) 4 (57,1) 0,18%
Pulsoterapia com corticéide, n (%) 11 (31,4) 6 (85,7) 0,01

n, numero; DRC, doenga renal cronica; HLA, antigeno leucocitario humano, do inglés human leukocyte antigen; RCP, reatividade
contra painel; DSA, anticorpos anti-HLA doador-especificos, do inglés donor specific anti-HLA antibody; KDPI, indice de perfil
de doadores renais, do inglés kidney donor profile index; DGF, atraso de fungédo do enxerto, do inglés delayed graft function;
RMA, rejeicao mediada por anticorpos; ICN, inibidor de calcineurina; IVIG, imunoglobulina endovenosa, do inglés intravenous

immunoglobulin; PF, plasmaférese.
* Teste t ndo-pareado.
" Teste qui-quadrado.



Tabela 7. Tratamento de rejeicdo mediada por anticorpos (RMA), de acordo com tempo de ocorréncia de rejeigéo e funcionamento do enxerto
ao final do seguimento.

RMA precoce RMA tardia
(n=19) (n=23)
Enxerto funcionante Faléncia de enxerto Enxerto funcionante Faléncia de enxerto

Total, n (%) 16 (84,2) 3(15,8) 19 (82,6) 4(17,4)
PF isolada, n (%) 0 (0,0) 1(33,3) 0 (0,0) 0 (0,0)
IVIG isolada, n (%) 5(31,2) 0 (0,0) 8 (42,1) 0 (0,0)
PF + IVIG, n (%) 9 (56,3) 3 (100,0) 10 (52,6) 4 (100,0)
Sem PF e sem IVIG, n (%) 2 (12,5) 0 (0,0) 1(5,3) 0 (0,0)
Tratamento adicional

Timoglobulina 3(18,7) 0 (0,0) 5(26,3) 0 (0,0)

Metilprednisolona 5(31,3) 1(33,3) 4 (21,0) 0 (0,0)

Timoglobulina + metilprednisolona 1(6,3) 2 (66,7) 1(5,3) 2 (50,0)

Sem tratamento adicional 7 (43,7) 0 (0,0) 9 (47,4) 2 (50,0)

RMA, rejeicdo mediada por anticorpos; n, niumero; PF, plasmaférese; IVIG, imunoglobulina endovenosa.

L9
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O grupo de pacientes que evoluiu para faléncia do enxerto no primeiro ano
apos o tratamento de rejeicdo apresentava, ao diagnostico, taxa de filtragdo
glomerular estimada significativamente menor em comparagdo aos pacientes que
permaneceram com o enxerto funcionante no mesmo periodo (p=0,01) [Tabela 8].
Todos os pacientes que evoluiram para faléncia do enxerto apresentavam proteinuria
ao diagnostico de RMA, embora n&o tenha ocorrido diferenga significativa no valor de
proteinuria ao diagndstico entre os dois grupos.

Os valores de RCP de classes | e |l ao diagnéstico de RMA era semelhante
entre os dois grupos [Tabela 8]. Entre os sete pacientes que evoluiram com faléncia
de enxerto apds o tratamento, dois apresentaram apenas DSA de classe | ao
diagnostico de RMA (DSA-A 4.024 - 13.356 MFI), dois apresentaram apenas DSA de
classe Il (DSA-DQ 3.400 - 22.327 MFI), dois com ambos DSA-A (3.084 - 5.000 MFI) e
DSA-DQ (7.500 - 21.246 MFI) e um com ambos DSA-B (1.582 MFI) e DSA-DQ (12.575
MFI). O valor da soma de MFI dos DSA-DQ foi significativamente maior no grupo que
permaneceu com o enxerto funcionante ao final do seguimento (p=0,01), sem

diferencga significativa para os DSAs de classe | e DSA-DQ.
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Tabela 8. Imunologia e fungao do enxerto ao diagndstico de rejeicdo mediada por anticorpos
(RMA) dos casos de enxerto funcionante e dos casos de faléncia de enxerto durante o
primeiro ano apés o tratamento de RMA.

Enxerto funcionante Faléncia de enxerto p
Numero de pacientes (%) 35 (83,3) 7 (16,7)
RCP classe | na RMA(%) 42,8+ 31,9 37,2+ 40,6 0,67
RCP classe Il na RMA (%) 55,1+ 34,8 52,7 + 36,4 0,86*
DSA, n (%)
Apenas DSA classe | 10 (28,6) 2 (28,6) 1,00"
Apenas DSA classe Il 15 (42,8) 2 (28,6) 1,00"
DSA classes l e Il 10 (28,6) 3(42,8) 1,007
DSA SOMA
DSA classe | soma 4.366,7 £ 5.473,0 3.243,3+4.127,7 0,59
DSA A soma 7.453,9 +5.216,9 6.355,0 +4.725,2 0,58"
DSA B soma 5.712,6 + 2.558,1 1.582
DSA classe Il soma 17.920,0 + 16.467,8 9.139,1 £ 8.819,0 0,15~
DSA DR soma 2.778,3+947,2 -
DSA DQ soma 23.998,0 + 12.284,7 12.185,5 + 8.021,1 0,01~
DSA imunodominante wax 15.952,0 9.320,0 0,16°
(945,0 — 24.883,0) (4.000,0 — 21.246,0)
N3o-DSA classe | § 6,7 +6,3 10,6 £ 15,3 0,25*
N&o-DSA classe Il § 24+22 4,1+3,0 0,07
Creatinina sérica, mg/dL 27+16 46+1.9 <0,01"
TFG estimada (CKD-EPI), mL/min 34,1+17,9 16,6 £ 8,7 0,01~
P/C, g/g 1,9+27 3,0+44 0,36"
P/C <0.15 g/g (%) 3(8,6) 0(0,0)
Sedimento urinario, n (%)
Hemacias 1(2,8) 1(14,3) 0,31*
Leucécitos 8 (22,8) 5(71,4) 0,02°
Proteinas 16 (45,7) 7 (100,0)
Nivel sanguineo do tacrolimo (ng/mL) 55+3,2 3,6+0,9 0,10*

RCP, reatividade contra painel; DSA, anticorpo anti-HLA doador-especifico, do inglés donor specific antibody; TFG, taxa de
filtragcdo glomerular; CKD-EPI, equagao de estimativa de filtragdo glomerular, do inglés Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration; P/C, relagao proteina urinaria e creatinina urinaria.

* Teste t ndo-pareado.
" Teste qui-quadrado.
2 Teste Mann Whitney.

§ Namero de Nao-DSA com mediana de intensidade de fluorescéncia maior do que 1.500.

Na avaliagcdo morfoldgica, ndo houve diferenga significativa na ocorréncia
de esclerose glomerular entre os pacientes que evoluiram para faléncia de enxerto e
0s pacientes que permaneceram com rim funcionante [Tabela 9]. O grupo que
apresentou faléncia de enxerto, entretanto, apresentou escores de tubulite (1,8 + 1,0
versus 0,8 £ 0,9, perda de enxerto versus enxerto funcionante, p<0,01)) e arterite
intimal (0,5 £ 0,8 versus 0,0 + 0,2, perda de enxerto versus enxerto funcionante,
p<0,01) significativamente maiores ao diagndstico de RMA. Nao houve diferenga entre
0s grupos nos escores de inflamag&o microvascular ou C4d. A microscopia eletrénica,
nenhum dos pacientes que evoluiu para faléncia do enxerto no primeiro ano

apresentou depdsitos de imunocomplexos ou duplicagdo de membrana basal
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glomerular no diagnostico de RMA. Entretanto, fus&o podocitaria foi verificada em
14,3% das bidpsias desse grupo.
Houve apenas um caso de Obito com enxerto funcionante durante o

primeiro ano pés-tratamento, de causa cardiovascular.

Tabela 9. Achados histopatolégicos ao diagnéstico de rejeigdo mediada por anticorpos (RMA)
dos casos de enxerto funcionante e dos casos de faléncia de enxerto durante o primeiro ano
apos o tratamento de RMA.

Enxerto funcionante Faléncia de enxerto p

Tempo pos-transplante (meses) 40,7 + 46,8 35,2+ 31,3 0,75*
Esclerose glomerular (%) 9,8+16,2 16,1+ 34,6 0,44%
Escore Banff

i(0a3) 1,0+£0,9 1,3£0,5 0,37*

t(0a3) 0,8+0,9 1,8+1,0 <0,01*

v(0a3) 0,0+0,2 0,5+0,8 <0,01*

g(0a3) 1,1+0,9 1,3+£0,7 0,56*

ptc (0 ta 3) 1,5+1,1 2,1+0,6 0,14"

MVI g + ptc (0 a 6) 24+1,8 34+1,1 0,14*

C4d (0 a 3) 24+0,9 16+£15 0,05*

ci(0a3) 1,0+£0,9 1,4+0,9 0,26"

ct(0a3) 1,1+0,9 1,4+0,9 0,40*
Microscopia eletrénica, n (%)

Depositos de IC 7 (20,0) 0 (0,0)

Fusao podocitaria 8 (22,8) 1(14,3) 0,667

Duplicagdo de MBG 7 (20,0) 0 (0,0)

RMA, rejeicdo mediada por anticorpos; i, inflamagao; t, tubulite; v, arterite intimal; g, glomerulite; ptc, capilarite
peritubular; MVI, inflamagéo microvascular; ci, fibsose intersticial; ct, atrofia tubular; IC, imunocomplexo; MBG,
membrana basal glomerular.

* Teste t ndo-pareado.

" Teste qui-quadrado.

4.6: Divulgacao dos resultados em perioédicos

O artigo com os resultados da coorte retrospectiva intitulado Treatment of
Antibody-Mediated Rejection After Kidney Transplantation: Immunological Effects,
Clinical Response, and Histological Findings, foram aceitos para publicacdo em 13 de
julho de 2020 no periodico Annals of Transplantation, elSSN 2329-0358, fator de
impacto (2018) 1,369, DOI 10.12659/A0T.925488.

O relato de caso de RMA apés infecgao por febre amarela intitulado Yellow
Fever Disease in a Renal Transplant Recipient: Case Report and Literature Review foi
aceito para publicagdo em 21 de julho de 2019, no peridédico Transplant Infectious
Disease, elSSN 1399-3062, fator de impacto (2019) 2,071, DOI 10.1111/tid.13151.
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A analise secundaria dos casos de NM associada a RMA encontra-se em

fase de submissao.

5. DISCUSSAO

A RMA é uma condicdo de potencial impacto negativo na fungdo e
sobrevida do enxerto renal. O reconhecimento da importédncia dos DSAs no
desencadeamento de lesdes endoteliais no enxerto renal e da detecgcdo desses
anticorpos por métodos em fase solida sensiveis, aliados a padronizagdo das
possiveis lesdes histologicas provocadas pela agado desses anticorpos, possibilitou a
identificagcdo de um amplo espectro de manifestagdes clinicas e histolégicas da RMA.
No entanto, dados sobre a alternativa terapéutica mais efetiva dessa condi¢do sao
escassos. O desenvolvimento de um protocolo de tratamento eficaz para RMA é
necessario para aumento da sobrevida do enxerto e do receptor de transplante renal.

As formas classicas de estimulo para produgdo de anticorpos anti-HLA
ocorrem por exposi¢cdo aos antigenos HLA estranhos ao organismo, por meio de
hemotransfuséo, transplante prévio ou gestagdo. Transfusdo e gestacao prévios ao
transplante foram eventos frequentes na populacédo estudada. Entretanto, a maioria
dos pacientes que desenvolveu RMA apds o transplante, neste estudo, apresentava
RCP média pré-transplante inferior a 30% para HLAs de classes | e Il, e menos de um
terco deste grupo apresentava DSA pré-transplante detectavel. Nesta série, a maioria
dos pacientes incluidos (52,4%) recebeu terapia de indugdo de imunossupressdo com
anticorpo anti-receptores de interleucina 2, enquanto 38,1% receberam globulina anti-
timécitos. Estudo de Brennan e cols. (55) mostrou menor incidéncia de rejeicao aguda
durante o primeiro ano apds o transplante renal em receptores de alto risco
imunoldgico que receberam globulina anti-timocitos quando comparados aos tratados
com basiliximab. Uma revisdao Cochrane (56) de oito estudos, incluindo 1.106
receptores de transplante renal de doadores falecidos, revelou maior incidéncia de
rejeicdo aguda em um ano apds o transplante no grupo que recebeu indugédo de
imunossupressdo com anti-receptores de interleucina-2 em comparagdo ao grupo
tratado com globulina anti-timécitos (RR 1,3%, IC 95% 1,01-1,67). Dessa forma, uma
das possiveis explicacbes para o desenvolvimento de DSA nas fases iniciais do

transplante, no presente estudo, € que a maioria dos pacientes incluidos recebeu
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terapia de indugdo de imunossupressao menos potente, favorecendo o surgimento
dos anticorpos e das lesdes histologicas compativeis com rejeigéo.

Em um dos casos incluidos neste estudo, detectou-se DSA de novo apds
recuperagdo clinica de um quadro de febre amarela na forma selvagem,
posteriormente a vacinagao inadvertida contra essa doenca. O uso de vacina contra
febre amarela em pacientes em tratamento imunossupressor ndo é recomendado,
uma vez que a imunogenicidade nesses pacientes ndo € bem conhecida e ha risco
potencial de desenvolvimento da doenga pela cepa viral da vacina (57). A cepa vacinal
provoca uma modulacio de citocinas do sistema imune inato, mas a importancia dos
linfécitos T nesse processo permanece desconhecida (58). A vacinagao levaria a
geracéao de respostas de linfécitos B e T aos antigenos vacinais, com possivel reagéo
cruzada com aloantigenos, podendo desencadear a producéo de anticorpos anti-HLA
em receptores de 6rgaos solidos, levando a rejeicao do enxerto (59). Os linfocitos Th1
desenvolvem respostas de linfocitos T CD8+, enquanto as citocinas Th2
desencadeiam respostas de linfocitos B e anticorpos. Os linfocitos T CD8+ atingem o
pico entre 14 e 30 dias apos a vacinagédo, gerando células de memoria aptas a
responder rapidamente a reexposigao a antigeno do virus da febre amarela in vitro,
embora essa resposta em humanos néo seja completamente conhecida (58). Outros
possiveis efeitos da vacina em hospedeiros imunossuprimidos seriam a estimulagao
de quiescéncia, respostas de memoria alorreativa, ou ainda efeitos
imunoestimuladores inespecificos desencadeados pelos adjuvantes da vacina (59).
Ha poucos estudos controlados de qualidade conclusivos sobre o risco de formacéao
de anticorpos anti-HLA apds a vacinagao (59). Mulley e cols (59), em um estudo por
meta-analise que incluiu aqueles que avaliaram receptores de transplante que
receberam vacinacao, nao verificaram maior risco de desenvolvimento de anticorpos
anti-HLA ou de RMA apds a vacinagao. Diante disso, € possivel que, no caso incluido
nesse estudo, o estimulo para a producado de anticorpos anti-HLA possa ter sido a
retirada dos imunossupressores durante a fase aguda da doencga.

Os resultados da coorte revelaram que a rejei¢édo foi mais intensa nos casos
de RMA diagnosticados apos dois anos de transplante. Isso poderia ser resultado do
efeito protetor da terapia de indugcdo de imunossupressao sobre a inflamacado do
enxerto nos casos de RMA mais precoces, embora ndo possa excluida a ma adesao
ao tratamento imunossupressor como provavel causa do desenvolvimento dos

anticorpos anti-HLA e consequente RMA, sobretudo nos casos diagnosticados apos
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dois anos de transplante. O grupo com RMA tardia apresentou, ao diagnéstico, escore
de inflamagado microvascular (MVI) significativamente superior ao grupo que teve
diagndstico mais precoce. Os casos de RMA tardia também apresentavam escores
de fibrose intersticial (ci) e atrofia tubular (ct) significativamente superiores
comparados aos pacientes com diagnostico de RMA mais precoces. Os casos de
RMA mais tardios, nessa série, também apresentaram escore de tubulite (t)
significativamente maior do que os casos de RMA mais precoce, sugerindo um
componente de rejeicdo mediada por células associado a estes casos de RMA de
diagndstico mais tardio. A melhor resposta ao tratamento verificada nesse grupo pode
ser consequéncia da reducdo da inflamagao e do componente celular da rejei¢ao.

O principal alvo dos anticorpos é o endotélio, que é capaz de expressar
moléculas de HLA, permitindo sua detecc¢ao pelo sistema imunologico do receptor
(60). A expressao de antigenos HLA de classe | pode ser prontamente detectada no
endotélio da microvasculatura renal, enquanto o HLA de classe Il tem sua expressao
aumentada em estados pro-inflamatérios, como a rejei¢ao, principalmente os isotipos
DR, seguidos de DP e DQ (60). A lesdo glomerular, embora possa estar relacionada
a presencga de células polimorfonucleares nos casos de rejeigdo hiperaguda ou RMA
precoces, esta caracteristicamente associada as células mononucleares (61). A
inflamagédo causa suprarregulagdo de moléculas HLA e de adesao no endotélio,
resultando em ativacao e proliferacdo de linfécitos T CD4+, alteragao da polarizagao
de linfécitos T e estimulo a acado de linfocitos T CD8+ ativados contra as células do
enxerto (60). As células endoteliais ativadas tém ainda maior capacidade de
recrutamento de mondcitos, além de estimular sua diferenciagcéo para um estado pro-
inflamatério (60).

A lesao cronica dos anticorpos ao endotélio glomerular, sobretudo DSA de
classe Il, podem resultar em glomerulopatia do transplante, caracterizada pela
presenga de duplo contorno em mais de 10% das algas capilares glomerulares
avaliadas a microscopia Optica (61). Em nossa série, verificamos evidéncias
histolégicas de rejeicdo mediada por células associada aos casos de RMA
diagnosticados apds 24 meses de transplante, o que poderia contribuir para o
desenvolvimento de glomerulopatia do transplante, uma vez que esse tipo de rejeigéo
também tem sido apontada como potencial causa dessa glomerulopatia (61). No

nosso estudo, a maioria dos casos ndo apresentou duplicacdo da membrana basal
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glomerular na avaliagdo por microscopia eletrénica, o que poderia estar relacionado
ao curto periodo de seguimento para o desenvolvimento e detecg&do dessas lesdes.

Além da agresséo endotelial glomerular verificada nos casos de RMA, as
células podocitarias também podem ser diretamente atingidas pela agresséo
imunolégica, sobretudo nas formas crbnicas de rejeigao (62). A agressao, direta ou
indireta, ao podécito poderia explicar o surgimento de algumas glomerulopatias apos
o transplante renal. Os casos de NM de novo pés-transplante tem sido interpretados
como uma forma peculiar de resposta imunoldgica dirigida contra a exposicao de
antigenos previamente ocultos, uma vez que em muitos desses casos ndo s&o
identificados anticorpos especificos contra o PLA2R (32,63). Nesse caso, a agressao
imunologica causaria lesdo ao poddcito, desencadeando a exposigao de proteinas
que poderiam ser reconhecidas como antigenos pelo sistema imune, levando a
producdo de anticorpos e formacdo de complexos imunes depositados em areas
subepiteliais (63). Em nossa série, entretanto, a maioria dos casos apresentou
expressdo do antigeno PLA2R na avaliagdo imuno-histoquimica, diferente do que foi
relatado em outros estudos (54,64,65). Uma possivel explicagdo para esse resultado
€ que, além da reatividade dos anticorpos contra os antigenos HLA de classe I
expressos nos podocitos, os DSAs poderiam apresentar reagdo cruzada com
antigenos nao-HLA na superficie dos poddcitos, tais como o PLA2R. Outra
possibilidade é de que a RMA poderia estimular a produgao de anticorpos anti-PLA2R,
desencadeando lesao tecidual mesmo na auséncia de DSA de classe II.

O tratamento considerado padrao para RMA consiste em PF associada a
IVIG e a corticoterapia (38,39). Este tratamento tem sido indicado para casos de leséo
mediada por anticorpos ativa, embora a evidéncia que suporte essa recomendacgao
nao seja forte, com poucos efeitos em longo prazo (21). Os dados sobre as mudangas
imunofenotipicas causadas pelos tratamentos atualmente disponiveis s&o escassos.
Plasmaférese e imunoadsorgdo removem diretamente as imunoglobulinas do soro,
porém ocorre subsequente equilibrio entre o sangue e o intersticio em cerca de 48h
apos o procedimento, quando entdo outra sessdo pode ser efetiva (66).
Aproximadamente 75% de IgM esta no espaco intravascular, de forma que um ou dois
procedimentos sdo suficientes para reduzir rapidamente seus niveis, enquanto que
apenas 45% da IgG esta nesse espaco, e a cada 48 horas o nivel de IgG plasmatico
retorna a cerca de 60% dos valores verificados antes da plasmaférese (67,68). Esse
fato pode justificar a auséncia de resposta ao tratamento em alguns estudos. Os
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protocolos de tratamento de RMA com PF variam de cinco a seis sessdes diarias ou
em dias alternados (69). Em nossa coorte, as sessdes de PF foram realizadas com
intervalo de 48h a fim de aumentar a eficacia do método.

O potencial efeito benéfico da IVIG no tratamento de RMA esta associado
a sua agao imunomodulatoria em linfocitos B e componentes do complemento, com
capacidade de neutralizar DSAs e inibir sua ligagéo as células-alvo (16,23). Alguns
estudos retrospectivos tém relatado o uso de IVIG como tratamento de RMA em
receptores de transplante renal, com doses diarias variando de 100-500 mg/kg até
obtencao de resposta, com dose maxima de 2g/kg, administrado em dose uUnica ou
fracionada (70-72). Nesta série, inicialmente realizamos a dose total de IVIG p6s-PF.
A partir de 2017, passamos a realizar infusdo de IVIG na dose de 100 mg/kg
intercalada as sessdes de PF, com o restante da dose administrada apds o término
da PF até atingir a dose de 2g/kg. Nao houve diferenga na resposta entre os grupos
com IVIG em doses intercaladas e ndo-intercaladas, mas o pequeno numero de
pacientes avaliados n&o permitiu analise efetiva. Sdo descritos alguns possiveis
efeitos colaterais ao tratamento com IVIG, como trombose, anemia hemolitica, piora
de funcdo renal e meningite séptica (70). No presente estudo, dois pacientes
apresentaram cefaleia autolimitada com a infusdo da medicacdo, sem eventos
adversos graves durante o seguimento.

Nesta série, a sobrevida do enxerto foi superior a 80% durante o primeiro
ano pos-tratamento de RMA, semelhante a observada em outro estudo de Ribeiro e
cols. (73). Nao houve episddios de infeccdo com necessidade de internagéao
hospitalar, e verificamos um Obito com o enxerto funcionante por causa
cardiovascular. Houve significativa redu¢do da intensidade média de fluorescéncia
dos DSAs de classe |, sem alterac&o significativa para os DSAs-DQ. Esse resultado
evidencia a necessidade de desenvolvimento de terapias mais efetivas para casos
com predominio de DSA de classe Il. No caso relatado de RMA apds febre amarela,
também observamos reducao persistente de intensidade de fluorescéncia de DSA de
classe | e manutengdo da intensidade de fluorescéncia dos DSAs de classe I,
semelhante ao verificado na avaliagao geral da coorte.

A analise dos resultados da coorte também revelou redugéo significativa
dos escores de inflamagédo e C4d apds o tratamento, sem alterag&o significativa na
inflamagao microvascular. A auséncia de efeito na glomerulite e capilarite peritubular

poderia estar relacionada ao pequeno tamanho da amostra e ao curto periodo de
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seguimento, mas também a maior intensidade de ligagao de anticorpos ao endotélio,
com menor capacidade regenerativa do que as células tubulares e as células
circulantes. O tratamento utilizado foi mais efetivo na reducdo dos escores de
inflamacgéo, tubulite e C4d nos casos de RMA mais graves e diagnosticados apos 24
meses de transplante. Apesar da auséncia da descrigdo do escore cg na microscopia
Optica, apenas 16,7% dos pacientes avaliados apresentaram duplicacdo de
membrana basal na microscopia eletrénica, de modo que a maioria dos caso nao
apresentava lesdes caracteristicas de RMA crénica, classicamente descritas como
menos responsivas ao tratamento padrédo que as formas agudas.

A avaliagdo dos fatores associados ao pior prognostico em nossa série
revelou que os pacientes que evoluiram para perda de enxerto no primeiro ano apés
o tratamento apresentaram, ao diagnostico de RMA, TFG significativamente menor e
valores de proteinuria maiores do que os pacientes que permaneceram com o enxerto
funcionante ao final do mesmo periodo. Neste estudo, ndo houve associagao de
classe ou MFI de DSA com faléncia do enxerto ao final do primeiro ano. Os pacientes
que evoluiram para faléncia de enxerto apresentaram médias de escores de tubulite
e arterite intimal maiores do que o grupo que permaneceu com enxerto funcionante,
sem diferenga significativa para inflamagdo microvascular ou C4d. Dessa forma, é
possivel que a presencga de rejeicdo mediada por células no momento do diagnostico
de RMA possa ter exercido impacto negativo no prognostico. Comparado aos
pacientes que permaneceram com o enxerto funcionante, o grupo que evoluiu para
faléncia do enxerto apresentou um numero maior de doadores de critério expandido e
menor média de nivel sanguineo de inibidor de calcineurina ao diagnéstico de RMA,
0 que também pode ter contribuido para os desfechos observados. O nuamero de
pacientes que recebeu tratamento com terapia em pulso de corticoide foi
significativamente maior no grupo que evoluiu para faléncia de enxerto, sem diferenca
nas outras formas de tratamento avaliadas. Isso pode estar relacionado a maior
associagao de rejeicdo mediada por células nesse grupo.

O estudo apresentou algumas limitagbes, como a auséncia de bidpsias
protocolares, uteis na identificacdo de casos de RMA subclinica, e a auséncia de
realizacdo de bidpsia de controle na totalidade dos pacientes com RMA tratados.
Entretanto, o estudo forneceu informacgdes importantes sobre o impacto do tratamento
padrao de RMA sobre as manifestagdes clinicas, laboratoriais e histologicas, bem
como sobre os efeitos do tratamento sobre a cinética dos DSAs. A persisténcia dos
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DSAs dirigidos contra antigenos DQ no sangue periférico dos pacientes com

diagnostico de RMA, nesta série, evidenciou o efeito insatisfatério do tratamento na

reducdo desses anticorpos. Esses antigenos tem expressdo aumentada apos o

transplante tanto em condi¢cdes de estabilidade como em quadros de disfungao do

enxerto, com expressao estimulada por quadros inflamatérios (60). Dessa forma,

embora o desenvolvimento de anticorpos contra esses antigenos tenha sido

associado com a glomerulopatia do transplante, a importancia desses anticorpos no

prognostico do transplante renal permanece incerta.

6. CONCLUSOES

A RMA pode se manifestar como disfungdo renal e proteinuria, que podem
comprometer a sobrevida do enxerto a longo prazo.

Alguns pacientes com diagnostico de RMA tiveram achados compativeis com
diagnostico de NM de novo, o que pode corresponder a uma manifestagcao
histologica da rejeicdo desencadeada por mecanismos ainda ndo esclarecidos.
Os casos de RMA diagnosticados apds 24 meses de transplante, nesta série,
apresentaram lesbes histolégicas mais graves, com maior prevaléncia de
lesGes compativeis com rejeicdo mediada por células associada.

Houve predominio de DSAs de classe Il entre os casos incluidos, embora nao
observamos, nesta série, influéncia de classe ou intensidade meédia de
fluorescéncia dos DSAs na intensidade das manifestagdes clinicas ou
histologicas verificadas.

Neste estudo, a resposta ao tratamento instituido foi mais satisfatéria nos casos
de RMA tardia do que no grupo que apresentou RMA mais precoce.

A menor gravidade das lesdes histologicas, nos casos de RMA diagnosticados
mais precocemente, poderia estar associada ao efeito protetor da terapia de
inducdo de imunossupressao.

O tratamento de RMA, nessa série, resultou em reducgao de inflamagao tecidual
e intensidade de depdsito de C4d nos capilares peritubulares, sem efeitos na
glomerulite e na capilarite peritubular. O tratamento promoveu, ainda, redugao

dos DSAs de classe | e DR, sem efeito sobre os anticorpos anti-DQ.
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Os casos que evoluiram para perda do enxerto renal em um ano apds o
tratamento de RMA apresentaram menores taxas de filtragdo glomerular e
maiores valores de proteinuria ao diagndstico de rejeicdo, além de meédias de
escores de tubulite e arterite intimal maiores do que o grupo que permaneceu
com o enxerto funcionante.

N&o observamos influéncia de classe ou intensidade média de fluorescéncia
dos DSAs no funcionamento do enxerto no primeiro ano apos o tratamento de
RMA.

7. CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo permitiu o entendimento do efeito do tratamento padrao de
RMA sobre a cinética dos DSAs, dado nao disponivel na literatura.

A auséncia de efeito do tratamento de RMA sobre os anticorpos anti-HLA-DQ
sugere necessidade de desenvolvimento de terapias adicionais nesses casos.
A descricao dos casos de nefropatia membranosa associada a RMA ¢ escassa,
e 0s mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos sdo pouco conhecidos.

Nao observamos associagao, em nossa série, entre classe e intensidade meédia
dos DSAs com a gravidade das lesbes teciduais na RMA, sugerindo a
necessidade de estudos adicionais a respeito dos mecanismos fisiopatoldgicos
envolvidos no desenvolvimento e progressédo das lesdes teciduais mediadas
por esses anticorpos.

A persisténcia de DSA-DQ detectavel com intensidade média de fluorescéncia
elevada apods o tratamento de RMA em pacientes com enxerto funcionante no
primeiro ano sugere que tais anticorpos ndo sejam determinantes para os
desfechos precoces no transplante renal, embora sua agdo sobre o
desenvolvimento de glomerulopatia do transplante ainda permanega pouco
esclarecida.

As evidéncias sobre o beneficio do tratamento com PF e IVIG sao consideradas
fracas, mas o tratamento instituido, nesse estudo, foi efetivo em reduzir
inflamacdo e C4d, o que determinou o estabelecimento do protocolo de

tratamento atualmente utilizado no servico [Anexo 9.8] e a proposta de um
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fluxograma de tratamento para os casos de RMA isoladas ou associadas a
rejeicao celular aguda [Anexo 9.9].
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9. ANEXOS

9.1: Parecer do Comité de Etica em Pesquisa - CEP/UNICAMP

COMITE DE ETICA EM
PESQUISA DA UNICAMP - gmﬂm
CAMPUS CAMPINAS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo retrospectivo, unicéntrico, sobre o impacto da presenca de anticorpos pré-
formados ou desenvolvidos apés o transplante renal, na evolugdo clinica e fungdo do

enxerto.
Pesquisador: MARCOS VINICIUS DE SOUSA
Area Tematica:
Versdo: 2

CAAE: 51485415.6.0000.5404
Instituigéo Proponente: Hospital de Clinicas da UNICAMP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Ntmero do Parecer: 1.398.959

Apresentag@o do Projeto:

“Os antigenos leucocitarios humanos (HLA, do inglés Human Leucocyte Antigen) séo genes que codificam
moléculas constitutivamente expressas na superficie de células nucleadas, que determinam a
histocompatibilidade entre tecidos transplantados, com importancia na ocorréncia de rejeicdo e na gravidade
da mesma. Na espécie humana, esses genes localizam-se no brago curto do cromossomo 6, sdo herdados
em bloco dos cromossomos de origem paterna e materna, com expressdo codominante. A identificagdo do
sistema HLA, realizada por método de citotoxicidade celular mediada por anticorpo e dependente de
complemento ou por métodos moleculares por meio da extracdo de acido desoxirribonucleico de células
nucleadas, é importante para a distribuicdo de 6rgdos, realizada de acordo com a compatibilidade entre
doador e receptor, e para a identificagdo de anticorpos dirigidos contra antigenos presentes no enxerto. A
presenca de tais anticorpos na circulagdo sanguinea de receptores de transplante renal consiste de um dos
critérios diagnésticos de rejeicdo mediada por anticorpos, juntamente com alteragdo de fungéo renal e
achados compativeis de rejeicdo a bidpsia do enxerto e presenca de C4d no tecido renal. A identificacdo de
anticorpos dirigidos contra o sistema HLA, especificos do doador ou inespecificos, poderia representar um
fator de risco a ocorréncia de rejeicdo, aguda ou cronica, com impacto no funcionamento e sobrevida do
enxerto a longo prazo, e implicagdo na escolha do tratamento
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imunossupressor de manutengdo ou resgate em casos de rejeicdo diagnosticada. O presente estudo tem
como objetivo avaliar as caracteristicas, evolugdo clinica e laboratorial e sobrevida de paciente e enxerto, de
receptores de transplante renal com anticorpos anti-HLA, inespecificos ou especificos, pré formados ou de
novo, por meio da andlise retrospectiva de dados clinicos e laboratoriais de pacientes transplantados renais
do Programa de Transplante Renal do Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas. Os
dados coletados em formulério especifico serdo transcritos para planilha Excell. Os resultados numéricos
serdo expressos como média + desvio padrdo. A analise estatistica ser4 realizada através do programa
Prisma Graph Pad versdo 6.0, e ser4 considerada como significancia estatistica se p<0.05".

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar as caracteristicas, evolugdo clinica e laboratorial e sobrevida de paciente e enxerto, de receptores de
transplante renal com anticorpos anti-HLA, inespecificos ou especificos, pré formados ou de novo.

Avaliagéo dos Riscos e Beneficios:

Nesta pesquisa serdo analisadas informagdes obtidas a partir do prontuario médico e dos registros dos
participantes no banco de dados do programa de transplante renal do HC-Unicamp, assim, os riscos da
pesquisa estdo relacionados ao sigilo e preservacdo da identidade dos participantes. Os pesquisadores
informam que os dados dos participantes serdo analisados de forma andnima e os resultados apresentados
de forma agregada, ndo permitindo a identificacdo dos participantes.

N&o h4 beneficios diretos aos participantes

Comentérios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma pesquisa apresentada como trabalho de Marcos Vinicius de Sousa para o Programa de
Transplante Renal do Hospital de Clinicas da Unicamp, o qual ser4 realizado sob a orientagéo da Profa. Dra.
Marilda Mazzali. Nesta pesquisa, pretende-se avaliar as caracteristicas, evolugo clinica e laboratorial e
sobrevida de paciente e enxerto, de receptores de transplante renal com anticorpos anti-HLA, inespecificos
ou especificos, pré-formados ou de novo. As informagdes necessarias para a realizagdo do estudo
(descritas no projeto e formulério da plataforma Brasil) serdo obtidas a partir do prontuério médico e dos
registros dos participantes no banco de dados do programa de transplante renal do HC-Unicamp. A ficha de
coleta de dados ndo inclui nome ou HC dos participantes, fato que contribuird para a preservagdo da
identidade dos participantes. Pretende-se incluir no estudo 60 pares de doadores-receptores submetidos ao
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transplante renal. Os participantes serdo distribuidos por 4 grupos experimentais com o n (correto) igual a 30
participantes por grupo (15 doadores e 15 receptores do transplante: (1) Inpré: receptores com anticorpos
anti HLA formados antes do transplante, mas inespecificos para o doador; (2) DSApré: receptores com
anticorpos anti HLA formados antes do transplante, specificos para o doador; (3) Inpés: receptores que
desenvolveram anticorpos anti HLA de novo pés transplante, porém inespecificos para o doador; (4)
DSApobs: receptores que desenvolveram anticorpos anti HLA de novo pos transplante, especificos contra o
doador. Os pesquisadores propdem dispensa do TCLE justificando: “Trata-se de um estudo observacional,
em que as informagdes utilizadas estdo disponiveis em banco de dados da institui¢do e prontuérios
médicos. Os dados serdo analisados de forma andnima e os resultados apresentados de forma agregada,
n&o permitindo a identificacdo dos participantes de pesquisa’.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagéo obrigatdria:

Foram apresentados:

1. Folha de rosto assinada pela pesquisadora responsavel, Marcos Vinicius Souza e por Anténio Gongalves
de Oliveira Filho, Coordenador de Assisténcia do Hospital de Clinicas da Unicamp, institui¢&o indicada como
proponente;

3. Novo formulério da Plataforma Brasil com as informagdes basicas sobre o projeto, corrigido quanto ao
nimero de participantes e cronograma.

4. Projeto completo.

5. Arquivo pdf denominado Ficha de Coleta de Dados.

6. Carta resposta ao CEP

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

A pendéncias e inadequacdes foram corrigidas conforme indicado no parecer consubstanciado 1.383.756 de
5 de janeiro de 2016. Recomenda-se a dispensa do TCLE para o estudo. Ndo h& mais pendéncias ou
inadequacdes.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

- O suijeito de pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra,
por ele assinado.

- O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado.
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- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuagéo do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apés analise das
razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto & descontinuagdo, exceto quando perceber risco ou dano néo previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de uma estratégia diagnéstica ou terapéutica oferecida a um dos grupos
da pesquisa, isto é, somente em caso de necessidade de agdo imediata com intuito de proteger os
participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e & Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo | ou Il apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também
a mesma, junto com o parecer aprovatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apés a data deste
parecer de aprovagdo e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolucdo 466/2012 , item XI.2 letra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento’.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 07/01/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 625511 pdf 09:00:54
Qutros cartaresposta.pdf 07/01/2016 |MARCOS VINICIUS | Aceito

09:00:10 |DE SOUSA
Folha de Rosto folhaderosto.pdf 27/11/2015 |[MARCOS VINICIUS | Aceito
21:47:.00 |DE SOUSA
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Plataforma

Qe

Projeto Detalhado / | projetocompleto.pdf 16/11/2015 |MARCOS VINICIUS | Aceito

Brochura 15:32.16 | DE SOUSA

Investigador

Outros fichacoletadedados.pdf 121112015 |MARCOS VINICIUS | Aceito
15:55:58 | DE SOUSA

Cronograma cronograma.pdf 12/11/2015 |MARCOS VINICIUS | Aceito
15:55:17 | DE SOUSA

Situagédo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Endereco: Rua Tessal
Bairro: Bardo Geraldo

CAMPINAS, 01 de Fevereiro de 2016

ia Vieira de Camargo, 126

UF: SP Municipio: CAMPINAS

Telefone:  (19)3521-8936

Assinado por:
Renata Maria dos Santos Celeghini
(Coordenador)

CEP:

Fax: (19)3521-7187

13.083-887

E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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9.2: Anticorpos Anti-HLA detectaveis pelo método LABScreen® Single
Antigen HLA Class | LS1A04

Especificidade Especificidade Especificidade Especificidade Especificidade Especificidade
Alélica Antigénica Alélica Antigénica Alélica Antigénica
A*01:01 Al B*13:01 B13 B*51:02 B51
A*02:01 A2 B*13:02 B13 B*52:01 B52
A*02:03 A2 B*14:01 B64 B*53:01 B53
A*02:06 A2 B*14:02 B65 B*54:01 B54
A*03:01 A3 B*15:01 B62 B*55:01 B55
A*11:01 All B*15:02 B75 B*56:01 B56
A*11:02 All B*15:03 B72 B*57:01 B57
A*23:01 A23 B*15:10 B71 B*57:03 B57
A*24:02 A24 B*15:11 B75 B*58:01 B58
A*24:03 A24 B*15:12 B76 B*59:01 B59
A*25:01 A25 B*15:13 B77 B*67:01 B67
A*26:01 A26 B*15:16 B63 B*73:01 B73
A*29:01 A29 B*18:01 B18 B*78:01 B78
A*29:02 A29 B*27:05 B27 B*81:01 B81
A*30:01 A30 B*27:08 B27 B*82:01 B82
A*30:02 A30 B*35:01 B35 C*01:02 Cwl
A*31:01 A31 B*37:01 B37 C*02:02 Cw2
A*32:01 A32 B*38:01 B38 C*03:02 Cwl0
A*33:01 A33 B*39:01 B39 C*03:03 Cw9
A*33:03 A33 B*40:01 B60 C*03:04 Cwl10
A*34:01 A34 B*40:02 B61 C*04:01 Cw4
A*34:02 A34 B*40:06 B61 C*05:01 Cw5
A*36:01 A36 B*41:01 B41 C*06:02 Cwb
A*43:01 A43 B*42:01 B42 C*07:02 Cw7
A*66:01 A66 B*44:02 B44 C*08:01 Cw8
A*66:02 A66 B*44:03 B44 C*12:03 Cwl2
A*68:01 A68 B*45:01 B45 C*14:02 Cwl4
A*68:02 A68 B*46:01 B46 C*15:02 Cw15
A*69:01 A69 B*47:01 B47 C*16:01 Cwlé
A*74:01 A74 B*48:01 B48 C*17:01 Cwl7
A*80:01 A80 B*49:01 B49 C*18:02 Cwl8
B*07:02 B7 B*50:01 B50
B*08:01 B8 B*51:01 B51
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9.3: Anticorpos anti-HLA detectaveis pelo método LABScreen® Single
Antigen HLA Class Il LS2A01

Especificidade Especificidade Especificidade Especificidade Especificidade Especificidade

Alélica Antigénica Alélica Antigénica Alélica Antigénica

DRB1*01:01 DR1 DRB3*03:01 DR52 DQA1*04:01, -, DQA4 DQ4
DQB1*04:02

DRB1*01:02 DR1 DRB4*01:01 DR53 DQA1*05:01, -, DQAS DQ2
DQB1*02:01

DRB1*01:03 DR103 DRB3*03:01 DR52 DQA1*05:03, -, DQAS DQ7
DQB1*03:01

DRB1*03:01 DR17 DRB4*01:01 DR53 DQA1*05:05, -, DQAS DQ7
DQB1*03:01

DRB1*03:02 DR18 DRB4*01:03 DR53 DQA1*06:01, -, DQA6 DQ7
DQB1*03:01

DRB1*04:01 DR4 DRB5*01:01 DR51 DPA1*01:03, -, DPA1 DP1
DPB1*01:01

DRB1*04:02 DR4 DRB5*02:02 DR51 DPA1*01:03, -, DPA1 DP2
DPB1*02:01

DRB1*04:03 DR4 DQA1*01:01, -, DQA1 DQ8 DPA1*01:03, -, DPA1 DP3
DQB1*03:02 DPB1*03:01

DRB1*04:04 DR4 DQA1*01:01, -, DQA1 DQ5 DPA1*01:03, -, DPA1 DP4
DQB1*05:01 DPB1*04:01

DRB1*04:05 DR4 DQA1*01:01, -, DQA1 DQ6 DPA1*01:03, -, DPA1 DP4
DQB1*06:02 DPB1*04:02

DRB1*07:01 DR7 DQA1*01:02, -, DQA1 DQ5 DPA1*01:03, -, DPA1 DP11
DQB1*05:02 DPB1*11:01

DRB1*08:01 DR8 DQA1*01:02, -, DQA1 DQ6 DPA1*01:03, -, DPA1 DP19
DQB1*06:02 DPB1*19:01

DRB1*09:01 DR9 DQA1*01:02, -, DQA1 DQ6 DPA1*01:04, -, DPA1 DP18
DQB1*06:04 DPB1*18:01

DRB1*09:02 DR9 DQA1*01:02, -, DQA1 DQ6 DPA1*01:05, -, DPA1 DP3
DQB1*06:09 DPB1*03:01

DRB1%*10:01 DR10 DQA1*01:03, -, DQA1 DQ6 DPA1*01:05, -, DPA1 DP11
DQB1*06:01 DPB1*11:01

DRB1*11:01 DR11 DQA1*01:03, -, DQA1 DQ6 DPA1*01:05, -, DPA1 DP13
DQB1*06:03 DPB1*13:01

DRB1*11:04 DR11 DQA1*02:01, -, DQA2 DQ2 DPA1*01:05, -, DPA1 DP18
DQB1*02:01 DPB1*18:01

DRB1*12:01 DR12 DQA1*02:01, -, DQA2 DQ2 DPA1*01:05, -, DPA1 DP28
DQB1*02:02 DPB1*28:01

DRB1%*12:02 DR12 DQA1*02:01, -, DQA2 DQ7 DPA1*02:01, -, DPA2 DP1
DQB1*03:01 DPB1*01:01

DRB1*13:01 DR13 DQA1*02:01, -, DQA2 DQ8 DPA1*02:01, -, DPA2 DP3
DQB1*03:02 DPB1*03:01

DRB1%*13:03 DR13 DQA1*02:01, -, DQA2 DQ9 DPA1*02:01, -, DPA2 DP5
DQB1*03:03 DPB1*05:01

DRB1*14:01 DR14 DQA1*02:01, -, DQA2 DQ4 DPA1*02:01, -, DPA2 DP6
DQB1*04:01 DPB1*06:01

DRB1%*14:02 DR14 DQA1*02:01, -, DQA2 DQ4 DPA1*02:01, -, DPA2 DP9
DQB1*04:02 DPB1*09:01

DRB1*14:54 DR14 DQA1*03:01, -, DQA3 DQ2 DPA1*02:01, -, DPA2 DP10
DQB1*02:01 DPB1*10:01

DRB1*15:01 DR15 DQA1*03:01, -, DQA3 DQ7 DPA1*02:01, -, DPA2 DP13
DQB1*03:01 DPB1*13:01

DRB1%*15:02 DR15 DQA1*03:01, -, DQA3 DQ8 DPA1*02:01, -, DPA2 DP14
DQB1*03:02 DPB1*14:01

DRB1%*15:03 DR15 DQA1*03:01, -, DQA3 DQ9 DPA1*02:01, -, DPA2 DP15
DQB1*03:03 DPB1*15:01

DRB1*16:01 DR16 DQA1*03:02, -, DQA3 DQ8 DPA1*02:01, -, DPA2 DP17
DQB1*03:02 DPB1*17:01

DRB1%*16:02 DR16 DQA1*03:02, -, DQA3 DQ9 DPA1*02:01, -, DPA2 DP18
DQB1*03:03 DPB1*18:01

DRB3*01:01 DR52 DQA1*03:03, -, DQA3 DQ4 DPA1*02:01, -, DPA2 DP23
DQB1*04:01 DPB1*23:01

DRB3*02:02 DR52 DQA1*04:01, -, DQA4 DQ2 DPA1*02:01, -, DPA2 DP28

DQB1*02:01 DPB1*28:01
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Background: Antibody-mediated rejection (AMR) presents with diverse clinical manifestations and can have a potential neg-
ative impact on graft function and survival. If not treated successfully, AMR can lead to 20-30% graft loss af-
ter 1 year. Little is known about the efficacy of AMR treatment, and the most appropriate therapeutic strate-
gy has not yet been determined. This study evaluated the effects of AMR treatment with plasmapheresis (PP)
and intravenous immunoglobulin (IVIG) on renal function, intensity of anti-HLA antibodies, and graft biopsy
morphology.
Material/Methods: This single-center retrospective cohort study included renal transplant recipients with biopsy-proven AMR who
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were treated with PP and/or IVIG. Clinical findings, mean fluorescence intensity of donor-specific anti-HLA an-
tibodies (DSA), and graft histology findings, classified according to Banff scare at the time of AMR and 6 and
12 months later, were evaluated.

Results: Of the 42 patients who met the inclusion criteria, 38 (90.5%) received IVIG and 26 (61.9%) underwent PP. At
AMR diagnosis, 36 (85.7%) patients had proteinuria, with their estimated glomerular filtration rate remain-
ing stable during follow-up. During the first year, 8 (19.0%) patients experienced graft failure, but none died
with a functioning graft. Reductions in the class | panel of reactive antibodies were observed 6 and 12 months
after AMR treatment, with significant reductions in DSA-A and -B fluorescence intensity, but no changes in
DSA-DQ. Graft biopsy showed reductions in infllmmation and C4d scores, without improvements in microvas-
cular inflammation.

Conclusions: AMR treatment reduced biopsy-associated and serological markers of AMR, but did not affect DSA-DQ.

MeSH Keywords: Biopsy « Graft Rejection * Graft Survival « HLA Antigens « Inmunoglobulins, Intravenous «

Plasmapheresis

Full-text PDF: https://www.annalsoftransplantation.com/abstract/index/idArt/925488
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Background

About 6.7% of kidney transplant recipients experience anti-
body-mediated rejection (AMR) [1]. If not successfully treated,
an estimated 20-30% of patients with AMR experience allograft
loss within 1 year [2] The main antigenic targets of AMR are
the human leukocyte antigens (HLAs), molecules expressed at
the surface of nucleated cells with allorecognition function [2].
Previous exposure to foreign HLAs, such as during pregnancy,
blood transfusion, or transplantation, can elicit the production
of anti-HLA antibodies, increasing the risk of AMR following
kidney transplantation [1,2]. In addition to preformed donor-
specific anti-HLA antibodies (DSA), de novo DSA can emerge at
any time after transplantation, often as a result of insufficient
immunosuppression or non-adherence to immunosuppressive
therapy [3]. Besides the HLA, autoantigens expressed by en-
dothelial cells, such as major histocompatibility complex class
| polypeptide-related chain A (MICA), and agonistic angioten-
sin Il type 1 receptor antibodies, can also elicit antibody pro-
duction, which can result in later rejection and graft loss [1,3]

The presence of DSA is a crucial component for the diagnosis
of AMR in kidney transplant recipients [3]. DSA can be detect-
ed by 2 methods: cell-based tests, including complement-de-
pendent lymphocytotoxicity and flow cytometric crossmatch
assays; and solid-phase tests, including enzyme-linked immu-
nosorbent assays and multianalyte single-bead tests by flow
cytometry or Luminex assays [2]. Furthermore, the diagnosis
of AMR requires biopsy evidence of current or recent antibody-
vascular endothelium interaction, with identification of tissue
deposits of C4d, a digestion product of the complement com-
ponent C4, and evidence of microvascular inflammation (MVI)
and/or macrovascular lesions [3]. C4d deposits can be detect-
ed by immunoperoxidase and immunofluorescence assays [3],
whereas graft MVI can be detected histologically by capillary
dilatation, endothelial cell cytoplasmic swelling or enlarge-
ment, and vacuolization. Macrovascular lesions present with
severe intimal arteritis and monocytic and lymphocytic inflam-
mation of the intima, with or without transmural necrosis [3].

AMR is a disease process with a continuum of severity, vary-
ing from subclinical indolent microvascular abnormalities to
chronic damage, dysfunction, and graft loss [3] The aims of
AMR treatment are the removal of harmful alloantibodies from
the circulation, with plasmapheresis (PP) or immunoadsorp-
tion; and the modulation of components of acquired and in-
nate immunity, by treatment with intravenous immunoglobu-
lin (IVIG), the anti-CD20 antibody rituximab, the proteasome
inhibitor bortezomib, the anti-C5 antibody eculizumab, or sple-
nectomy [1,4]. PP promptly removes formed antibodies and is
associated with an 80-90% reversal of AMR and 80% graft sur-
vival at 18 months [2], whereas IVIG is potentially useful due to
its immunomodulatory effects [1]. The monoclonal anti-CD20
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antibody rituximab binds to the surface of precursor and ma-
ture B cells, resulting in transient B cell depletion [1]. PP and
IVIG, with or without rituximab, are considered standard treat-
ments of acute AMR [5,6], with The Transplantation Society
(TTS) recommending that AMR be treated with PP, IVIG, and
steroids, followed, if necessary, by adjuvant therapy with ritux-
imab [6,7]. The addition of rituximab to PP plus IVIG has been
associated with a more significant reduction in DSA and im-
proved graft survival [5,7,8]. In contrast, a systematic review
[9] and another multicenter prospective trial [10] showed that
the addition of rituximab had no benefit in patients with AMR.
Therefore, despite its widespread use, rituximab-associated B
cell depletion has not shown proven benefit in the treatment
of AMR [6]. Moreover, targeting of antibody-producing plas-
ma cells with the proteasome inhibitor bortezomib did not
improve histology, molecular signatures, or DSA levels in pa-
tients with AMR, but had significant toxicity [6]. In contrast,
the addition of an alternative irreversible proteasome inhibi-
tor, carfilzomib, to IVIG and PP was found to reduce DSA lev-
els with a favorable toxicity profile [11]. Small studies showed
that complement inhibitors had limited efficacy in AMR treat-
ment, with no or only minor clinical effects [11]. Other emerg-
ing therapeutic strategies are currently under investigation,
such as the anti-interleukin 6 monoclonal antibody tocilizum-
ab, but little progress has been made in the development of
effective AMR therapies [6].

High quality data on interventions and drugs for the treatment
of AMR are lacking [6,12], and the most appropriate therapeu-
tic strategy remains undetermined. This retrospective study
analyzed the effects of treatment with PP and/or IVIG on clin-
ical outcomes, the intensity of anti-HLA antibodies, and the
morphological characteristics of biopsy specimens in patients
with AMR during the first year after treatment.

Material and Methods

This single-center retrospective study included renal transplant
recipients aged >18 years at the time of transplantation who
were treated for biopsy-proven AMR. AMR was diagnosed by
the presence of microvascular injury in the graft biopsy and
the presence of DSA in peripheral blood. Patients were exclud-
ed if they were aged <18 years, lacked DSA, or lacked histo-
logical confirmation of AMR. The endpoints of the study were
renal function, the mean fluorescence intensity of DSA, and
graft biopsy morphology at AMR and after treatment. The study
protocol was approved by the University of Campinas Ethics
Committee (CAAE: 51485415.6.0000.5404), which waived the
requirement for informed consent due to the retrospective
design of this study and the non-identification of the partici-
pants. The choice of AMR treatment was based on clinical in-
dication and available therapy.
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All transplant recipients were HLA-typed and screened for an-
ti-HLA antibodies with solid-phase tests, as previously de-
scribed [13,14]. HLA was typed by polymerase chain reaction
(PCR) amplification of genomic deoxyribonucleic acid (DNA)
samples, and anti-HLA antibodies were screened with solid-
phase tests (LABScreen™ Single Antigen HLA Class | LS1A04
and LABScreen™ Single Antigen HLA Class Il LS2A01). All in-
cluded kidney transplant recipients were negative for both T-
and B cell complement-dependent cytotoxicity crossmatch at
the time of transplant. The study included recipients who re-
ceived grafts from standard and expanded criteria donors, ac-
cording to the criteria of the United Network for Organ Sharing
(UNOS) [15]

Immunosuppression was induced in recipients from standard
kidney donors and those with low immunological risk, defined
as <30% panel-reactive antibodies (PRA) and the absence of
DSA, by administration of the monoclonal anti-IL-2 receptor
antibody basiliximab (20 mg IV) on the day of transplantation
and on the fourth-day post-transplantation, or anti-thymocyte
globulin (3 mg/kg) on the day of transplantation. Induction
therapy in recipients of kidneys from expanded criteria do-
nors, non-identical HLA living donors, and donors with high
immunological risk (PRA »50% or presence of DSA) consisted
of anti-thymocyte globulin (4.5 to 7 mg/kg IV), dose-adjusted
by total lymphocyte count. Some recipients of organs from liv-
ing donors did not receive immunosuppressive induction ther-
apy due to national and regional laws. All recipients received
pulse corticosteroid therapy with methylprednisolone 500 mg
IV at the time of transplantation and were maintained on pred-
nisone <10 mg/day during follow-up. Maintenance immuno-
suppression consisted of tacrolimus 0.1 mg/kg bid, dose-ad-
justed according to blood levels, and sodium mycophenolate
720 mg bid, adjusted according to body surface area, gastro-
intestinal tolerance, and peripheral blood white and red cell
counts. None of the included patients received a desensitiza-
tion protocol before transplantation.

Rejection was suspected in patients who showed a >20% in-
crease in serum creatinine concentration from baseline or
new-onset proteinuria, and was confirmed by allograft biop-
sy, according to the Banff 2013 classification [16]. Grafts were
biopsied through percutaneous access under real-time ultra-
sound guidance. All samples were analyzed by light microsco-
py, immunofluorescence, and electron microscopy. Two expe-
rienced renal pathologists routinely screened C4d deposits in
peritubular capillaries by peroxidase staining [17]. The diag-
nosis of AMR required the detection of compatible histological
findings and the presence of DSA. The descriptions of graft bi-
opsies, according to Banff 2013 classifications, were available
in patients’ medical records; the tissue samples were not re-
viewed for this study. The protocol for AMR treatment consist-
ed of 5-7 sessions of PP, with a 48-h interval between sessions
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when patients received IVIG 100 mg/kg/day. After the last PP
session, the patients received IVIG over 3 to 4 days to a final
total dose of 2 g/kg, with a tacrolimus trough blood level of
6-8 ng/dL and a full dose of an antiproliferative drug during
treatment and follow-up, according to each patient’s clinical
conditions and tolerability. If allograft biopsy showed a mixed
pattern, with associated cellular acute rejection, patients cat-
egorized as Banff 1A received an additional pulse of methyl-
prednisclone 500 mg IV for 3 days, whereas those categorized
as Banff 1B or higher received 6 mg/kg anti-thymocyte globu-
lin. Treatment response in most patients was assessed by clin-
ical evaluation, histological findings on post-treatment control
graft biopsies, and DSA screening 1 month after treatment
and every 3 months subsequently. Patients with persistently
elevated DSA MFI or worsening of histological findings were
preferentially treated with IVIG 2 g/kg. The study included a
period during which this standard of care had not been fully
established; thus, some patients included in the analysis did
not receive the described treatment. Of these, some received
only IVIG 2 g/kg, and others were treated with thymoglobulin
or by adjustment of maintenance immunosuppressive therapy.

Clinical and laboratory data were retrospectively collected from
patients’ medical records and the Renal Transplant Program
databases at the time of AMR and 6 and 12 months after
treatment, using a Microsoft Excel worksheet. The prima-
ry outcomes were (a) allograft function, estimated using the
study equation of the Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration (CKD-EPI) [18], and proteinuria, as determined by
protein/creatinine ratio in urine samples; (b) the presence and
mean fluorescence intensity of DSA, according to solid-phase
assay detection and measurement; and (c) graft biopsy score
according to the revised 2015 Banff criteria [19].

Statistical analysis

Numerical data were expressed as the meanstandard devia-
tion, median and range, or number and percentage. Continuous
variables were compared by unpaired t-tests and Mann-Whitney
U-tests, whereas categorical variables were compared by
Pearson x? tests. All statistical analyses were performed using
GraphPad Prism 7.0c™ for Mac (La Jolla CA, USA), with p<0.05
considered statistically significant.

Results

Forty-two patients, 22 (52.4%) men and 20 (47.6%) women,
of mean age 36.4+12.6 years, fulfilled the inclusion criteria,
with 19 (45.2%) having chronic glomerulonephritis of unknown
etiology. Analysis of the pre-transplant sensitizing risk fac-
tors showed that 22 (52.4%) patients had received a previous
blood transfusion and 9 (45%) of the women had previously
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Table 1. General characteristics of the kidney transplant recipients who underwent treatment for biopsy-proven antibody-mediated

rejection (AMR).

Transplantation

Total, n 42 Initial immunosuppressive therapy
Age (years) 36.4+12.6 Antithymocyte (%) 16 (38.1)
Male, n (%) 22 (523) Antithymocyte dose (mg/kg) 5.8+1.2
Etiology of CKD (%) IL-2 receptor (%) 22 (52.4)
Chronic glomerulonephritis 19 (45.2) Cold ischemia (hours) 21.246.5
Unknown 12 (28.6) DGF, n (%) 10 (23.8)
Systemic arterial hypertension 4 (9.5 Aty omeditad rejeciion
iab: i i 2.4)
Riabetss el @4 Time post-transplant (months) 27.2 (0.3-213.0)
Others 6 (14.3)
AMR <24 months, n (%) 19 (45.2)
Transfusions pre transplant, n (%) 22 (52.4)
AMR >24 months, n (%) 23 (54.8)
Previous transplantation, n (%) 5 (11.9)
CNI at diagnosis, n (%) 32 (76.2)
Women with pre transplant o (45.0
S (45.0) IVIG, n (%) 38 (90.5)
HLA ABDR Mismatches 3.9:1.1 PP, n (%) 26 (61.9)
Pre transplant Class | PRA (%) 14.6+25.2 Antithymocyte, n (%) 8 (19.0)
Pre transplant Class 1l PRA (%) 11.1£25.2 Steroid pulse therapy, n (%) 17 (40.5)
Preformed DSA, n (%) 8 (19.0 n — number; CKD - chronic kidney disease; HLA — human
Preformed non-DSA, n (%) 16 (38.1) leukocyte antigen; PRA — panel reactive antibody; DSA — donor
specific anti-HLA antibody; KDPI - kidney donor profile index;
m DGF - delayed graft function; AMR — antibody-mediated
Deceased donors, n (%) 37 (88.1) rejection; CNI - calcineurin inhibitor; IVIG - intravenous
Age (years) 34.9+14.9 immunoglobulin; PP — plasmapheresis.
Male, n (%) 21 (50.0)
Expanded criteria donors (%) 6 (14.3) significantly during follow-up. Eight (19.0%) patients exhibit-
Serum creatinine (mg/dl) 13411 ed graft failure, occurring a mean 4.6+3.2 months after AMR
' treatment, including 5 (62.5%) within the first 6 months. All of
KDPI index (%) 43.1428.8

been pregnant. Eight (19%) patients had preformed DSA, and
16 (38.1%) had preformed non-DSA. Thirty-seven (88.1%)
kidneys were from deceased donors, with a mean KDPI in-
dex of 43.1+28.8 and a mean 3.9+1.1 mismatches in HLA-A,
-B, and -DR. Immunosuppressive induction therapy consist-
ed of monoclonal anti-IL-2 receptor antibodies in 22 (52.4%)
patients and anti-thymocyte globulin (mean dose, 5.8+1.2
mg/kg) in 16 (38.1%). AMR treatment consisted of IVIG in 38
(90.5%) patients and PP in 26 (61.9%) (Table 1). Thirteen pa-
tients (31.0%) received only IVIG 2 g/kg, and 3 (7.1%) were
treated with thymoglobulin or adjustment of maintenance im-
munosuppressive therapy.

AMR was diagnosed a median 27.2 months (range 0.3 to 213
months) after transplantation. Proteinuria was observed in 36
(85.7%) patients at AMR diagnosis, with mean concentrations
of 2.1+3.1 g/g at diagnosis and 1.0+0.9 g/g at the end of follow-
up (Table 2). Estimated glomerular filtration rate did not change
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these patients had been treated with IVIG and PP. Two present-
ed only with class | DSA (DSA-A 4024 to 13 356 MFI), 3 with only
class Il DSA (DSA-DQ 3400 to 22 327 MFI), 2 with both DSA-A
(3084 to 5000 MFI) and DSA-DQ (7500 to 21 246 MFI) and 1
with both DSA-B (1582 MFI) and DSA-DQ (12 575 MFI). There
were no deaths with functioning grafts during the first year.

At AMR diagnosis, 18 (42.8%) patients presented with only class
Il DSA, 11 (26.2%) with only class I, and 13 (31.0%) with both
classes | and Il. The immunodominant DSA mean fluorescence
intensity (MFI) ranged from 945 to 24 883, with a class | DSA
sum of 4074+5257 MFI and a class Il DSA sum of 16 248+15
612 MFI (Table 2). Six months after treatment, 37 (88.1%) pa-
tients had functioning grafts, with a mean class | DSA sum of
245343524 MFI and a mean class || DSA sum of 19 780+15
260 MFI. Mean class | PRA decreased from 41.8+33.3% at di-
agnosis to 21.1+21.7% after 6 months of treatment (p=0.01),
whereas class Il PRA did not change significantly. The reduc-
tion of class | PRA continued throughout follow-up, reaching
16.8+17.6% at the end of the first year (p<0.05). DSA remained
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Table 2. Immunopathology and kidney function at diagnosis of antibody-mediated rejection (AMR) and after treatment.

6 months after

12 months after

ALAME treatment g treatment b
Patients with functioning graft, 42 (1000) 37 (88.1) 35 (833)
n (%)
Class | PRA (%) 41.8+33.3 21.1+£21.7 <0.01% 16.8+17.6 <0.01*
Class Il PRA (%) 54.7+34.7 58.7+28.3 0.63* 51.8+32.5 0.75%
DSA, n (%) 42 (100.0) 21 (56.7) 18 (51.4)
Only class | DSA 11 (26.2) 2 (95 0.28% 3 (16.7) 0.24%
Only class Il DSA 18 (42.8) 12 (57.1) 0.76** 9  (50.0) 0:35™
Class | and Il DSA 13 (31.0) 7 (334 6 (33.3)
BDSA 20,427+16,329 23,558+15,170 0.46* 21,217+14,874 0.86*
Class I DSA 4,074+5,257 2,453+3,524 0.19¢ 2,009+2,249 0.13*
BDISAAL 7,198+4,982 4,537+3,621 0.12* 2,988+4,118 0.03%
DSAB 5,254+2,761 1,401+1,742 0.04* 1,124+1,590 0.07*
Class Il DSA 16,248+15,612 19,780+ 15,260 0.39¢ 18,975+15,455 0.54*
DSADR 2,778+947 00 <0.01% 0.0+0.0 <0.01*
DSADQ ., 23,520£13,597 23,386+13,471 0.97¢ 21,2878+14,658 0.60*
Immunodominant DSA 13,588 (945.0-24,883) 19,662 (1,400-24,647) 0.292 14,968 (1,400-22,859) 0.74®
Class | Non-DSA®® 7.418.4 3.614.2 0.04% 1:8+2.1 <0.01%
Class Il Non-DSA®® 2.7+2.4 2:3£2.2 0555 2.0£19 0.27
SCr, mg/dL 3.1x1.9 2.8+1.3 0.90* 29+15 0.93*
eGFR (CKD-EPI), mL/min 30.3£17.8 32.8+18.3 0.59¢ 31.9+20.0 0.75*
UPC, g/g 2.1+3.1 1.4+1.9 0.35% 1.0+0.9 0.15*
UPC < 0.15 g/g 6 (143) 7 (18.9) 0.99% 7 (20.0) 0.99%
Urinalysis, n (%)
Red cells 2 (4.8) 0 0.0) 0 (0.0)
Leukocytes 13 (30.9) 4 (9.5) 0.20% 4 (95) 0.20%
Protein 23 (54.8) 18 (42.8) 0.88%% 14 (33.3) 0.42%
Tacrolimus blood level (ng/mL) 5.3#3.1 5.7+1.8 0.49¢ 5.6+1.9 0.62*

AMR - acute mediated rejection; PRA — panel reactive antibody; DSA — donor specific antibody; SCr — serum creatinine;
eGFR - estimated glomerular filtration rate; CKD-EPI, UPC — urine protein-to-creatinine ratio. * Compared to that presented at AMR;

** compared to that presented at AMR; # unpaired t-test; * Chi-square test; ® Mann-Whitney test; ®® number of Non-DSA with mean
fluorescence intensity higher than 1,500.

detectable in 18 (51.4%) patients with functioning grafts at
the end of follow-up; all were treated with IVIG and 11 (61.1%)
with PP, and 15 (83.3%) presented with class Il DSA (Table 2).
DSA-A intensity decreased significantly, from 719814982 MF|
at AMR diagnosis to 2988+4118 MFI at the end of follow-
up (p=0.03), as did DSA-B intensity, from 5254+2761 MFI to

This work is licensed under Creative Common Attribution-
NonCommercial-NoDerivatives 4.0 International (CC BY-NC-ND 4.0}

1401+1742 MFl (p=0.04). Only 3 patients were positive for de-
tectable DSA-DR at the diagnosis of AMR, with intensities low-
er than 3500 MFI, but DSA-DR became undetectable 6 months
after treatment. DSA-DQ intensity, which was 23 520413 597
MFI at AMR diagnosis, was similar, at 21 2878+14 658 MFI,
after 12 months (p=0.60).
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Figure 1. Dynamics of mean fluorescence intensity (MFI) of donor-specific anti-HLA antibodies (DSA) after the treatment of antibody-
mediated rejection (AMR) with intravenous immunoglobulin (IVIG) and/or plasmapheresis (PP).

AMR treatment resulted in a significant reduction in class | DSA
(-A and -B) MFI during the first year after therapy (Figure 1).
Because most (74.1%) of these patients were treated with both
IVIG and PP, it was not possible to compare the effects of these
2 treatments on DSA dynamics. DSA-DR was detectable in only
3 patients with AMR, becoming undetectable after 6 months of
follow-up in 2, 1 treated with IVIG and PP and 1 with an adjust-
ment of maintenance immunosuppression. Of the 30 patients
who presented with DSA-DQ at AMR diagnosis, 20 (66.7%) re-
ceived IVIG and PF, 9 (30%) received IVIG alone, and 1 (3.3%)
had no specific treatment. None of these patients showed sig-
nificant changes in DSA MFI throughout follow-up (Figure 1).

Post-treatment graft biopsies showed significant reductions
in inflammation score, from 1.0+0.8 to 0.5+0.6 (p<0.05), and
in C4d deposit score, from 2.241.0 to 1.4+1.2 (p<0.05), with-
out significant changes in other parameters (Table 3). Electron
microscopy showed no changes in immune complex deposits,
podocyte effacement, or glomerular basement membrane du-
plication when post-treatment biopsies were compared with
biopsies at AMR diagnosis (Table 3). The 23 (54.8%) patients
with biopsy-proven AMR more than 2 years after transplanta-
tion showed significantly higher scores for glomerular sclerosis,

This work is licensed under Creatlve Common Attribution-
NonCommercial-NoDerivatives 4.0 Intemational (CC BY-NC-ND 4.0}

tubulitis t), peritubular capillaritis (ptc), microvascular inflam-
mation (MVI), and C4d and interstitial fibrosis (ci) when com-
pared with patients with AMR <2 years after transplantation
(p<0.05); there were no significant differences in other param-
eters tested. Following treatment, these patients showed re-
ductions in inflammation, tubulitis, and C4d scores (Table 3).

Discussion

The development of an effective treatment protocol for AMR
is necessary to improve graft and patient survival, but limited
information is available about the immunophenotypic changes
that occur after current AMR treatments. PP and immunoad-
sorption directly remove IgG from serum, but subsequent re-
equilibration occurs between the blood and interstitium with-
in 48 h, after which other antibody removal processes may
be effective [20]. This may explain the inefficiency of some
treatment protocols in the removal of DSA. According to cur-
rent recommendations for AMR treatment, PP was performed
in our patients with a 48-h interval between sessions to in-
crease the efficacy of the methed, as the effect of additional
therapy remains unclear [6,7].
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Table 3. Histopathological findings at diagnosis of antibody-mediated rejection (AMR) and after treatment.

AMR <24 months post-Tx

AMR >24 months post-Tx

AMR treatment AMR treatment AMR treatment

Number of graft biopsies, n (%) 42 (100.0) 30 (71.4) 19 (100.0) 10 (52.6) 23 (100.0) 20 (66.7)

Time (months) 39.6+43.8% 2.4+3.0% 6.7£7.2 2.913.4 66.9142.7  2.2+2.9
Glomerular sclerosis (%) 11.0+20.7 16.4+21.9 0.29° 2.8+4.8 1.845.5 0.60% 17.8+26.0 23.8423.5 0.44*
Banff score
i(0to3) 1.010.8 0.5+0.6  <0.01% 0.8+0.7 0.7+0.7 0.22%  1.3+0.9 0.6+0.6  <0.01%
t(0to3) 1.010.9 0,710.9 0.15%  0.7+0.9 1.0+1.3 0.45%  1.3+0.9 0.5+0.6  <0.01%
L
v (0to3) 0.1£0.4 0.0£0.0 0.16° 0.2+0.6 0.0+0.0 0.36" 0.1+0.3 0.0£0.0 0182# O
g (0to3) 1.1+0.8 0.8+1.0 0.25% 0.8+0.8 0.410.5 0.16* 1.3+0.8 1.0+1.2 0.38*
ptc (0 to 3) 1.6+1.0 1.3+0.9 0.15%  1.2+1.2 dadE 1. 0.81* 1.9+0.7 1.3+0.9 0.02* 8
MVI g + ptc (0 to 6) 26117 2.0+1.8 0.18* 1.9+1.8 1.4+1.2 0.39* 3.2¢14 2.4+1.9 0.13* 0-
C4d (0 to 3) 2.2+1.0 1.4£1.2 <0.01% 18+1.2 1.0+1.0 0.12* 2.5+0.8 1.5£1.3 <0.01%
ci (0to 3) 1.0+0.9 1.4£1.0 0.17*  0.6+£0.7 1.240.9 0.07* 1.4+0.8 1.4+1.0 0.94* E
ct (0to 3) 1.210.9 1.5£0.9 0.10° 0.8+0.8 1.5£0.7 0.03* 1.5+0.8 1.5£0.9 0.93% —l
Electron microscopy, n (%) =
IC deposits 7(167) 262  0.76%3(15.8) 1(10.0) 0.99% 4(17.4) 2 (10.0) 0.97% <
Podocyte effacement 10 23.8) 3 (94)  0.62%44(21.0) 2 (20.0) »0.99%% 6(26.1) 3 (15.0) 0.93% D
GBM duplication 7(167) 304  093%%2(10.5) 1(10.0) >0.99% 5(217) 5(25.0) 0.99% D
AMR - antibody-mediated rejection; i — inflammation; t — tubulitis; v — intimal arteritis; g — glomerulitis; ptc — peritubular capillaritis; L
MVI — microvascular inflammation; ci — interstitial fibrosis; ct — tubular atrophy; 1C — immune complex; GBM — glomerular basement >
membrane. * Time post-transplant; ** time post-AMR treatment; * unpaired t-test; ** Chi-square test. O
Another option for AMR treatment is IVIG, possibly due to its Although agents directly inhibiting B cell immunity, including m
ability to neutralize DSAs and inhibit the binding of DSA to rituximab and IVIG, are frequently used to treat AMR, there Q.
target cells in about 80% of patients [1] The IVIG molecules is limited information on their effectiveness in reversing al- a
prevent complement binding or activation, leading to suppres- lograft injury, in reducing DSA generation, and in predicting
sion of DSA production [21]. IVIG also inhibits mixed lympho- graft survival [22]. <

cyte reactions and induces apoptosis, mainly in B cells, reduc-
ing the numbers of B cells and monocytes, as well as reducing
CD19, CD20, and CD49 expression by B cells, thereby modu-
lating B cell signaling [1]. Multiple retrospective studies have
reported the use of IVIG in kidney transplant recipients with
AMR, with daily doses ranging from 100-500 mg/kg until re-
sponse, to a maximum of 2 g/kg, whether administered as a
single dose or over several days [2]. Reactions to IVIG can oc-
cur within 30 min after the beginning of infusion, and mild
reactions are often well managed by reducing the infusion
rate [2]. Thrombosis, hemolytic anemia, renal failure, and septic
meningitis are possible adverse events of IVIG [2]. In the pres-
ent study, 2 patients experienced self-limiting headaches dur-
ing IVIG infusion, with no severe adverse events at follow-up.

This work is licensed under Creative Common Attribution-
NonCommercial-NoDerivatives 4.0 International {CC BY-NC-ND 4.0}

In this series, graft survival was >80% during the first year af-
ter AMR diagnosis. No patient with a functioning graft died
during this period, and none had severe infection episodes
requiring hospitalization after treatment. AMR treatment sig-
nificantly reduced the MFIs of class | DSAs, without changing
DSA-DQ MFI. This finding showed that treatment was ineffec-
tive in reducing the MFI of antibodies in patients with AMR
related to DSA-DQ, highlighting the need to develop more ef-
fective adjunctive therapies for these patients. Treatment also
significantly reduced tissue inflammation and C4d scores. The
clearance of C4d from the tissue often occurred after the end
of antibody response. Moreover, C4d is frequently lost as ear-
ly as 8 days after treatment [1], similar to our findings. There
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was no significant change in MVI, measured as the sum of
glomerulitis and peritubular capillaritis scores, possibly due
to the small sample size and the short follow-up. MVI scores
in most of our patients indicated mild to moderate involve-
ment, which may have influenced the response of these pa-
rameters to treatment.

AMR was generally more severe 2 years than 1 year after kid-
ney transplantation. The greater severity at 2 years may have
been due to the protective effect of immunosuppression on
graft inflammation at early diagnosis of AMR. Also, although
we did not identify patients with poor adherence to treat-
ment, this possibility cannot be totally excluded, especially in
patients later diagnosed with AMR. Treatment was effective
in reducing inflammation, tubulitis, and C4d scores in patients
with more severe AMR. Despite the absence of cg scores on
light microscopy, only 16.7% of our patients with AMR pre-
sented with glomerular basement membrane (GBM) duplica-
tion on electron microscopy.

Limitations of this study included the lack of protocol biopsy
to identify patients with subclinical AMR and the absence of a
control biopsy in all treated patients. This study, however, pro-
vides important clinical, laboratory, and histological informa-
tion about the impact of AMR treatment. Another limitation
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of this study was the absence of additional treatment with
rituximab, as this agent has been associated with better out-
comes in previous studies.

Conclusions

AMR treatment with IVIG and PP resulted in a significant re-
duction of class | DSA MFI, without significantly changing DSA-
DQ MFI, during the first year of follow-up. The graft biopsies
performed after AMR treatment showed significant reductions
in inflammation and C4d scores, without improving microvas-
cular inflammation. Treatment did not significantly impair es-
timated glomerular filtration rate or proteinuria.
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1 | BACKGROUND

Yellow fever (YF) is a mosquito-borne RNA virus that causes an
acute infection, with clinical manifestations ranging from mild non-
specific illness to severe hemorrhagic disease.! The wild transmis-

sion occurs between non-human primates and sylvan mosquitoes,

Abstract

Yellow fever (YF} is a viral disease, with clinical presentation among immunosup-
pressed patients not fully understood. YF vaccination (YFV}, a live vaccine, is con-
traindicated in patients receiving immunosuppressive treatment due to the risk of
developing the disease after vaccination. We report a case of a 50-year-old male
recipient who presented wild-type YF five years after a deceased donor kidney trans-
plant. He lived in a YF endemic area and inadvertently received YFV. One day after
YFV, the patient presented nausea, vomiting, fever, diarrhea, polyarthralgia, throm-
bocytopenia, and increased levels of liver function enzymes. The serological test
was compatible with YF disease, and quantitative viral load confirmed the diagnosis
of wild-type YF. The patient received supportive care for twelve days, with hospi-
tal discharge in good clinical condition and stable renal function. One month after
discharge, the patient developed de novo donor-specific anti-HLA antibodies (DSA}
and histological evidence of endothelial lesion, with a diagnosis of acute antibody-
mediated rejection (AMRY}, treated with plasmapheresis and human IVIg therapy. Six
months after therapy, he presented normal renal function with a reduction of DSA
MFI. In the reported case, we observed a clinical wild-type YF diagnosed even after
YF vaccine administration, with good clinical outcome. De novo DSA and AMR oc-
curred after the recovering of disease, with an adequate response to therapy and
preserved allograft function. We reviewed the published literature on YF and YFV in

solid organ transplantation.

KEYWORDS
antibody-producing cells, arbovirus infections, graft rejection, HLA antigens,

immunosuppression, plasmapheresis

while the urban cycle involves the transmission of the virus from
urban mosquitoes, predominantly Aedes aegypti, and humans.! The
last report of the urban cycle of YF in Brazil was in 1942, and all
confirmed cases since that period resulted from wild cycle trans-
mission. Between December 2016 and February 2017 occurred an
outhreak of YF in Brazil, with 1345 suspected cases, in which 295
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confirmed cases and 215 deaths.! According to Epidemiological
Update—Yellow Fever (Pan American Health Organization/World
Health Organization), there was an increase in YF confirmed cases
in Brazil during the first four weeks of 2018, and in the states of Sao
Paulo and Rio de Janeiro, YF reports significantly exceed numbers
from preceding season (2016/2017).

Yellow fever vaccine (YFV) produces a high level of protection,
with seroconversion rates exceeding 95% within 30 days and pro-
tection lasting over 10 years.2 Incidence of severe side effects in
the general population ranges from 0.2 to 0.4 cases in 100 000
doses of vaccine, including neurotropic and acute viscerotropic re-
actions.® Live vaccines such as YF are contraindicated in patients
receiving immunosuppressive treatment and should be adminis-
tered during the pre-transplant period.* Recipients of solid organ
transplants suffer more severe or rapid progression of infectious
diseases, and their reaction to immunization is not as effective as
in healthy controls,* since it is reported that they have less YF-
neutralizing antibodies in the long term.® There are limited pub-
lished data on long term outcomes of YF disease in solid organ

transplant recipients.

2 | CASE PRESENTATION

2.1 | Past medical history

A 50-year-cld man, resident of a rural zene in Atibaia, Sac Paulo—
Brazil, area of YF outhreak in 2018, with chronic renal disease of
unknown eticlogy, treated with hemodialysis for two years, re-
ceived a deceased kidney transplant 5 years ago. The pre-trans-
plant panel reactive antibody (PRA) was 6% class |, zero class Il,
and negative for donor-specific anti-HLA antibodies (DSA). The
patient denied previous blood transfusion. His donor was a de-
ceased 24-year-cld male, encephalic death due to head trauma,
with acute kidney injury (serum creatinine 194.5 umol/L at do-
nation) without histological abnormalities in the preimplantation
kidney graft biopsy. HLA compatibility showed enly ene match
in HLA-B. Induction immunosuppressive therapy included basi-
liximah, tacrolimus, sodium mycophenclate and steroids, and im-
munocsuppressive maintenance regimen contained tacrolimus,
sodium mycophenclate, and stercids. Delayed graft function was
chserved, with the need for four hemedialysis sessicns. Hespital
discharge was on the 15th day after transplant, with a serum
creatinine of 282.9 umel/L and urine output of 3.4 ml/kg/h. The
through level of tacrolimus was 5-8 ng/mL during the first 5 years
after transplant. Anti-HLA antibody screening and graft bicpsy
were not performed during follow-up, because of a stable allograft
renal function (serum creatinine of 79.6 umol/L). Despite the rec-
ommendationto not receive YFV after transplantation, the patient
received a YFV fractional dose (0.1 mL, one-fifth of the standard
dose containing the minimum of 1000 Ul of attenuated viruses
substrain 17 DD or the equivalent dose in plaque-forming unit—
PFU, growth in chicken embryo) in a vaccination campaign during

an outbreak of YF in his residence area.

2.2 | Diagnosis and clinical course of the
present disease

The patient presented to the emergency unit with nausea, vomiting,
fever of 100.4°F, diarrhea without mucus or blood, and non-migra-
tory polyarthralgia of large joints one day after receiving YF vaccina-
tion. He denied jaundice, rash, petechiae, bleeding, or even urinary,
respiratory, digestive, or circulatory symptoms. On physical exami-
nation, he presented normal blood pressure and respiratory rate,
anicteric, afebrile, absence of lymphadenopathy, normal oroscopy,
absence of respiratory or cardiovascular alterations, and a painless
palpable liver at 4 cm from the right costal border.

On admission, the patient presented normal renal function
(serum creatinine 101.7 pmol/L), tacrolimus blood level of 6.7 ng/
mL, high aspartate aminotransferase and alanine aminotransferase
levels (8941 U/L and 3893 U/L, respectively), creatinine phosphoki-
nase level of 359 U/L, total bilirubin of 26.5 umol/L, thrombocytope-
nia (54 000/mm),® and normal blood coagulation test (prothrombin
time of 17.2 seconds, international normalized ratio of 1.48, partial
thromboplastin time of 36.6 seconds, and ratio of 1.27). The patient
received intensive care, with hydration, antibiotic therapy (ampicillin
with sulbactam and fluconazole), and interruption of the immuno-
suppressive drugs {tacrolimus and sodium mycophenolate). Serology
for viral hepatitis, dengue, leptospirosis, and NS1 dengue antigen
was negative. Serological test was compatible with YF disease,
and the quantitative real-time polymerase chain reaction (RT-PCR)
confirmed the diagnosis of wild-type yellow fever, but the vaccine
strain virus was not identified in these samples. No serial RT-PCR
was performed during the follow-up. Ultrasound elastography re-
vealed portal fibrosis without septa (F1 on the METAVIR score sys-
tem). The patient remained under supportive care for twelve days,
without bleod transfusicn during hospitalization, and with hospital
discharge in good clinical condition and stable renal function (serum
creatinine 85.7 umol/L). Immunosuppressive therapy was restarted
at discharge, with re-introduction of sodium mycophenolate at a
progressive dose and subsequent re-intreduction of tacrelimus.

During routine follow-up, 1 menth after hospital discharge, pres-
ence of de nove DSA was detected, with higher mean intensity of
fluorescence (MFI) value of 24 883 and sum of all DSA MFI values
of 56 686 (anti-HLA-A 36:7627 MFI; anti-HLA-DQB1 2:24 176 MFI;
and anti-HLA-DQB1 03(7): 24 883 MFI). Renal allograft biopsy re-
vealed mild glomerulitis, peritubular capillaritis, and tubulitis (Banff
score g1, ptcl, t1), without other histopathological changes at light
microscepy. Deposits of C4d occurred in more than 50% of the per-
itubular capillaries, and electron microscopy showed a focal thick-
ening of the glomerular basement membrane, compatible with the
diagnosis of subclinical antibody-mediated rejection (AMR). The
treatment for the AMR was five sessions of plasmapheresis followed
by venous infusion of human immunoglobulin {IVIg), in the total dose
of 2 g/kg of body weight. Renal function remained stable through-
out the follow-up (serum creatinine 93.7 umol/L), with normal uri-
nalysis. Post-treatment graft biopsy showed absence of glomerulitis

or peritubular capillaritis, with maintenance of mild tubulitis (Banff
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score g0, ptcO, t1), and serological reduction of class | and Il an-
tibodies MFI one month after the treatment (DSA sum of 50,926
MFI [anti-HLA-A36: 4,135 MFI; anti-HLA-DQB1 2:24,485 MFI; and
anti-HLA-DQB1 03(7): 22,306 MFI]). Six months after the end of
AMR treatment, renal function remained stable (serum creatinine
79.6 umol/L), without proteinuria, immunosuppression with tacroli-
mus and sodium mycophenolate with a persistent reduction of class
| antibodies MFI (anti-HLA-A 36:1998 MFI) and maintenance of class
Il antibodies MFI (anti-DQ 2:24 647 MFI and anti-DQ 7:22 432 MFI).

3 | DISCUSSION
We presented a case of a benign course yellow fever disease in a
renaltransplant recipient with a quite low risk of rejection, character-
ized by the absence of anti-HLA antibodies, appropriate adherence
te immunosuppressive treatment, normal graft function and free
of infectious diseases within the first 5 years of transplant. There
is a lack of reports on the clinical course of YF in immunocompro-
mised patients, although reports on other most studied arboviruses
such as dengue and Chikungunya suggest that the immunological
status of transplant recipients may interfere in the clinical course
of the disease.® In our transplant center, YFV is contraindicated for
transplant recipients, according to recommendations of Centers
for Disease Control and Prevention (CDC)7 and Brazil's Ministry of
Health 8; however, due to YF outhreak in the area, the patient was
inadvertently vaccinated against yellow fever, without presenting
vaccination-related side effects, but developing wild-type yellow
fever disease 1 day after vaccination. After the recovery of yellow
fever disease, a subclinical acute antibedy-mediated rejection was
identified, possibly due te immunosuppressive therapy withdrawal
during disease. Likewise, the YF vaccine and YF disease might have
affected the immune system.”1°

In order te identify association between yellow fever and
transplant, we perfoermed a literature review through a PubMed

search using the terms “yellow fever,” “yellow fever vaccination,”
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“transplantation,” “transplant,” “solid organ transplantation,” “solid
organ transplant,” “kidney transplantation,” and “renal transplant.”
The search terms were used in combination to search databases. We
selected studies with cases of yellow fever disease and yellow fever
vaccination after solid organ transplantation. The literature search
returned twenty-four studies that met our criteria. Information
from each record was extracted on year of publication, study de-
sign, number of solid organ transplant recipients, number of cases of
post-transplant yellow fever vaccination, number of post-transplant
yellow fever, number of cases of infection through vaccine strain,
presence of local or systemic adverse severe events, and number
of deaths due to yellow fever. Table 1 summarizes the reported
cases 1114

As part of the response to the YF outbreak in Brazil during
January 2018, federal and state authorities conducted mass
vaccination campaigns to immunize residents of infected areas,
when our patient received the YFV. The YFV immunogenicity is
unknown, but there is potential risk for the development of the
disease by the vaccine viral strain.'® Despite this, some solid organ
transplant recipients received YFV inadvertently without occur-
rence of severe side effects.1¥1%15 |n cases of patients using only
one immunocsuppressive agent and with inevitably travel to an en-
demic YF area at least twice a year, there is a weak evidence rec-
ommendation to consider YFV after careful evaluation, informed
consent of the patient, and reduction or discontinuation of immu-
nosuppressive therapy.'®

Wild-type YF virus is primarily viscerotropic, with a broad
spectrum of clinical severity.” The liver is the most affected
organ, with apoptosis prebably induced by transforming growth
beta (TGF-beta) in severe YF.Y The clinical outcome of YF appears
to correlate with the degree of liver damage, and renal failure is
also considered a hallmark of severe and fatal YF.” Clinical sever-
ity of YF seems to be related to the virus strain virulence and to
host factors such as prior immunity.’” Previous studies in the gen-
eral populations have shown association between high concentra-

tion of transaminases, bilirubin, blood urea nitrogen, serum level

TABLE 1 Cases of yellow fever vaccination (YFV) after transplantation and cases of wild-type yellow fever and vaccine strain yellow

fever
Study design YFV YE
Present report Case 1! i §
report
Azevedo LS etal'®  Retrospective survey 19 no
Slitka MK et al*? Case 1 no
report
Wieten RW et al’®  Retrospective cohort 1 no
Croce E eta™ Systematic review 20 no
Pierroti LC et al®  Case 1 1

report

Wild-type YF Vaccine YF SAEs Death® Rejection
1 no no no AMR

no no no no n/a

no no no no n/a

no no no no n/a

no no no no no

it no no 1 n/a

Abbreviations: AMR, antibody-mediated rejection; n/a, not available; SAEs, serious adverse events; YF, yellow fever; YFV, vellow fever vaccination.

2General cases of YF (wild-type or vaccine-associated disease).
"Death due to yellow fever disease.
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of lipase, and factor V as risk factors for death.'®?° The behavior
of YF and other arbovirus infections in solid organ transplant re-
cipients remains not fully understood.®

Previous reports showed a lower frequency of classic symp-
toms and a higher incidence of severe disease and mortality
among dengue-infected solid organ transplant recipients,?! with-
out infection-related graft rejection.® Little is known about the
natural history of Zika virus infection in organ recipients, with
some fatal cases reported.>???% Chikungunya infection other-
wise was associated with a benign course in solid organ trans-
plant recipients, without chronic recurrent arthritis, possibly due
to the effect of immunosuppressive drugs.?* YF has been consid-
ered the most severe disease, with a high mortality rate. Pierroti
et al®® reported a fatal case of wild-type YF in a kidney transplant
recipient during the YF outbreak in southeastern Brazil. Qur pa-
tient developed wild-type YF disease, presented with jaundice
and acute renal failure, without hemorrhagic phenomena and
with a total recovery after twelve days of hospitalization. Our
patient received YFV in the day before hospitalization. Yellow
fever 17D vaccine provokes a rapid and robust innate immune
response, preceding the adaptive response, including NK-cells,
interferen and multiple interferon-stimulated genes, and the

17 and its effect could not be excluded in

complement system,
the present case. Immunity toward wild-type infections is based
on cases of severe disease. However, the immune response in
less severe disease with clinical recovery, as in cur case, remains
uncertain. Experimental and epidemiclogical data support the
hypothesis that antibodies to heterotypic flaviviruses, particu-
larly dengue, may protect against YF by reducing the virus titers
in the bloed, under the thresheld for infection of mosquite vec-
tors.) Therefore, there were no studies on the possible influence
of those infections in the clinical course of YF. Furthermore, it is
not possible to rule out the effect of immunosuppressive therapy
and immunosuppression withdrawn during YF disease in our case, as
interruption of tacrelimus and mycephenclate could restere cellular
response against viral infection.

It is possible that the cytokine profile stimulated by viral infec-
tion promoted the recovery of the YF disease, but alse contributed
to the development of rejection afterward. In the reported case,
the tempoerary reduction in immunosuppressive therapy during YF
disease remains as the leading risk factor for the development of
anti-HLA antibodies, resulting in the subclinical AMR.

4 | CONCLUSION

The clinical course of YF disease in immunosuppressed patients is
not fully understoed. In the present case, we observed wild-type
yellow fever disease, with benign clinical outcome. De novo DSA
and AMR were cohserved after the recovering of disease, which can
be attributed both to temporary immunosuppressive therapy with-
draw or to viral disease, with an adequate response to therapy, and

preserved allograft function.
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Abstract

Membranous nephropathy (MN) is a rare autoimmune disease, that can develop a
persistent nephrotic syndrome and end-stage kidney disease, with a recurrence rate of
30 to 40% after renal transplant. We report four cases of membranous nephropathy
observed in a retrospective cohort of kidney transplant recipients with donor-specific anti-
HLA antibodies and biopsy-proven antibody-mediated rejection (AMR). MN was
diagnosed 10 to 92 months post-transplant, associated with de novo donor-specific
antibodies (DSA), specific to class | in two cases, and class Il in another two. All cases
presented typical morphology of membranous nephropathy, with subepithelial deposits
with spikes at electron microscopy. Immunostaining for IgG4 was negative in all cases,
and podocyte-expressed M-type phospholipase A2 receptor (PLA2R) was detected in
glomerular basement membrane of three cases. Biopsies from patients with longer
follow-up showed more intense microvascular inflammation and chronic injury markers,
possibly due to subclinical immunological injury. AMR therapy included immunoglobulin
2g/kg in three patients, isolated or associated with plasmapheresis in one patient. One
patient was not treated because of active disseminated infection. Two patients remain
with functioning grafts and under antiproteinuric therapy. Two grafts were lost, one due
to chronic failure and one death secondary to infection. Despite treatment, DSA remains

detectable in a six month follow up.

Abstract: 206 words

Keywords: glomerulonephritis, membranous nephropathy, renal graft rejection, HLA

antigens, antibody-producing cells, plasmapheresis, PLA-2R.
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1. Introduction

Membranous nephropathy (MN) is the most common cause of idiopathic
nephrotic syndrome in nondiabetic white adults. It is a rare autoimmune disease, with
1.3 cases per 100,000, predominantly older than 50 years old [1]. About 80% of patients
are primary (PMN), and 20% are secondary, associated with other systemic diseases,
such as systemic infections, malignancy, autoimmune diseases, and drugs [2]. The
histological MN diagnosis consists of immune complex deposits of immunoglobulins
(IgG, mainly IgG4) and complement factors (C3 and C4) along the glomerular basement
membrane [1], and electron dense subepithelial deposits with spikes at electron
microscopy. Most cases of PMN present circulating IgG4 autoantibody to the podocyte-
expressed M-type phospholipase A2 receptor (anti-PLA2R), thrombospondin type 1
domains containing 7A (THSD7A) (3-5%), or by other unidentified mechanisms (10%)[2].
One-third of patients present spontaneous remission with blockade of the renin-
angiotensin system, while others develop a persistent nephrotic syndrome and end-

stage chronic renal disease, with a 30 to 40% recurrence rate after renal transplant [1].

MN recurrence rate in renal transplant range from 10% to over 50%, depending
on the indication of graft biopsies and their frequency, the sample size, and the
immunosuppressive therapy [3]. Unlike PMN, the recurrent post-transplant MN usually
is a progressive disease that requires treatment at the earliest stage [3]. MN is the most
common form of de novo allograft glomerulonephritis, with a frequency between 0.7%
and 9.3% [4]. De novo post-transplant MN might be related to immunological phenomena
induced by transplantation, such as T cell-mediated rejection or antibody-mediated
rejection (AMR) [4]. We reported a series of cases of biopsy-proven antibody-mediated
rejection (AMR) that presented histological findings compatible with MN. We also

reviewed the literature about de novo MN associated with AMR.

2. Material and methods

2.1. Patients and clinical data
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Secondary analysis of a single-center retrospective cohort of kidney transplant
recipients with donor-specific anti-HLA antibodies and biopsy-proven antibody-mediated
rejection (AMR). In a previous study [5], we aimed to analyze the clinical and histological
effects of the AMR treatment with intravenous immunoglobulins (IVIG) and
plasmapheresis (PP). Inclusion criteria were recipients >18 years old at transplantation
who received therapy for biopsy-proven AMR. Diagnosis of AMR included the presence
of microvascular injury in the graft biopsy and detection of DSA in peripheral blood.
Exclusion criteria were pediatric renal transplant recipients and incomplete data for AMR

diagnosis.

For this secondary analysis, we included four patients with the diagnosis of MN
associated with AMR, characterized by the presence of subepithelial deposits with

spikes in the glomerular basement membrane at electron microscopy.

Data collection included demographic data: age at kidney transplantation,
gender, etiology of the chronic kidney disease (CKD), pre-transplant blood transfusion,
previous transplantation, pre-transplant pregnancies, HLA -A, -B and -DR mismatches,
pre-transplant panel reactive antibodies, presence of preformed DSA, donor source, age
and gender of donors, expanded criteria donors, renal function at donation, kidney profile
donor index (KDPI). The transplantation's collected data included initial
immunosuppressive therapy, length of cold ischemia, the occurrence of delayed graft
function (DGF). AMR related data: time post-transplant, DSA class, mean of
fluorescence intensity (MFI) in anti-HLA antibody screening by solid-phase assay, graft

function, and proteinuria AMR.

The study protocol was approved by the University of Campinas Ethics
Committee (CAAE: 51485415.6.0000.5404), which waived the requirement for informed
consent due to the study's retrospective design and the non-identification of the

participants.

2.2. Histological, immunohistochemistry, and electron microscopy analysis

The graft morphology was analyzed according to the Banff 2013 classification,
revised in 2015 [6]. The paraffin-embedded biopsy sections were stained with

monoclonal anti-C4d antibody, as previously described [7]. Transmission electron
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microscopy analyzed the presence of immunocomplex deposits, podocyte effacement,

and glomerular basement membrane duplication.

The renal biopsies were screened for the expression of PLA2R by
immunohistochemistry on the paraffin-embedded graft section. Four micra biopsies were
deparaffinized using three immersions in xylol (Labsynth, SP, Brazil) for five minutes
each, and the tissues were rehydrated in sequential ethanol gradient (100/95/80%).
Antigen was retrieved by incubation with Tris-EDTA buffer (pH 9.0) for 40 minutes at
95°C. After two washes cycles of five minutes with Tris-buffered saline containing 0.05%
Tween 20 (Labsynth) (pH 7.4 — TBS-T), endogenous peroxidase was blocked by
incubation with 3% H>O- solution for 15 minutes. Protein blockade used protein blocking
solution from Immunohistoprobe two-step polymer kit (Advanced Biosystems LLC, CA,
USA), following the manufacture’s recommendations. Primary antibody (mouse
monoclonal anti-PLA2R, Sigma Aldrich St. Louis, MO, USA) was diluted at 1: 250 in 1%
BSA-TBS and incubated for 18 hours at 4°C. After this period, three washes cycles with
TBS-T were performed. Samples were incubated with the secondary anti-mouse
antibody followed by HPR polymer, both from Immunohistoprobe two step polymer kit
(Advanced Biosystems LLC, CA, USA), according to manufacturer’s instructions. DAB
staining kit (Dako North America, Inc., CA, USA) was used to reveal de immunostaining
following the kit instructions and slides were counterstained with Hematoxylin solution
(Dinamica Quimica, SP, Brazil). Biopsies stained just with secondary HPR-polymer
conjugated antibody was used to check the background of non-specific staining. Slides
were analyzed by light microscopy (400 x magnification) using Nikon Eclipse 80i®
microscope (Japan), and images captured and processed in real-time, using the NIS-

Elements AR® program (Nikon, Japan).

2.3. Literature review

We performed a systematic literature review to answer the question: has
membranous nephropathy been identified as an AMR histological feature in kidney
transplantation? Two researchers searched in the databases Pubmed, Scopus and Web

of Science, using the terms “membranous nephropathy”, “antibody-mediated rejection”,
“‘DSA”, “anti-HLA antibodies, between March 2019 and December 2020. We selected
case reports, systematic reviews, clinical trials, multicenter studies, and meta-analyses

with MN cases associated with AMR. After reading the selected articles, the data were
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categorized into study design, number of reported cases of MN, DSA class, hepatitis C

virus infection, MN therapy and its effectiveness.

3. Results

Four kidney transplant recipients who presented MN associated with acute AMR
were included in this study. The clinical and histological characteristics are shown in
Table 1.

Patient 1: Male, 25-years-old, chronic kidney disease (CKD) of unknown etiology and
negative serology to HIV, B and C hepatitis, syphilis, and Chagas disease. Recipient of
a kidney from a standard deceased donor, KDPI of 2%, serum creatinine 88.4 ymol/L at
donation, preimplantation kidney donor biopsy without abnormalities. HLA compatibility
showed one mismatch in each HLA-A, -B, -DR, and DQ loci. Induction therapy included
basiliximab and steroids, and the maintenance regimen was of tacrolimus, with
adjustment aiming at a thought level of 5-8 ng/mL, sodium mycophenolate, and steroids.
Hospital discharge occurred at 6"-day post-transplant, with a serum creatinine of 219.3
pumol/L, with progressive renal function improvement reaching a serum creatinine of
109.6 pmol/L, without proteinuria, and normal urinalysis. Twenty-four months post-
transplant, patient presented moderate peripheral edema, serum creatinine of 107.8
pumol/L, urine protein-to-creatinine ratio (UPC) of 6.19, dyslipidemia, serum albumin of
2.3 g/dL, and negative HIV, B, and C hepatitis serologies. Chest radiography and
abdominal ultrasound were normal. He reported discontinuation of tacrolimus
inadvertently for one week. Anti-HLA antibody screening by solid-phase assay showed
de novo DSA anti-DQA3 (21,373 MFI) and anti-DQ8 (MFI 22,742 MFI). The graft biopsy,
analyzed according to the Banff score, showed a cortical sample with eight glomeruli,
thickened glomerular basement membrane, mild mesangial expansion, and mild tubulitis
(t1). There was no glomerulitis (g0), peritubular capillaritis (ptcO), or glomerular basal
membrane double contours (cg0). Immunofluorescence was positive for IgG, C3, kappa,
and lambda in a granular capillary pattern, and C1q mesangial granular and negative for
IgM, and IgA. There was no 1gG4 expression in the glomerular capillary in the
immunohistochemistry. C4d immunostaining was positive and diffuse along peritubular
capillaries. PLA2R was not analyzed due to insufficient renal tissue for staining. Electron
microscopy analysis revealed subepithelial deposits with spikes, without double
contouring or multi-layering of the glomerular basement membrane. Histopathological

findings were compatible with the diagnosis of MN associated with AMR. Rejection



therapy included tacrolimus reintroduction, a three-day pulse therapy of 500 mg
methylprednisolone IV ad human intravenous immunoglobulin 2g/kg. Likewise, adjuvant
therapy included loop diuretic, angiotensin-converting-enzyme (ACE) blockade, and
statins. Renal function remained stable during the first three months of treatment, with a
reduction of UPC to 3.4 g/g, recovery of serum albumin to 3.5 g/dL, and complete
remission of peripheral edema. One year post-treatment, the class || DSAs remained
detected (anti-DQA3 24,429 MFI, and anti-DQ8 22,247 MFI), with persistent proteinuria
(UPC 3.1 g/g), and a stable renal function (serum creatinine of 123.8 umol/L).

Patient 2: Female, 44 years-old, CKD secondary to focal segmental glomerulosclerosis
(FSGS), negative serology to HIV, B and C hepatitis, syphilis, and Chagas disease,
without preformed anti-HLA antibodies. She received a kidney from a standard deceased
donor, KDPI of 20%, and a normal preimplantation biopsy. There were two mismatches
in each HLA-A and -B loci. The induction of immunosuppression consisted of
thymoglobulin 7 mg/kg and steroids, and maintenance therapy included cyclosporine,
sodium mycophenolate, and steroids. She presented delayed graft function (DGF) and
chronic graft dysfunction during the follow-up (serum creatinine 159.1 ymol/L), without
proteinuria. Eight years post-transplant, patient developed proteinuria (UPC of 11.8 g/g)
and de novo DSA anti-DQ7 (23,794 MFI). Graft biopsy showed a cortical sample with 18
glomeruli, with moderate glomerulitis (g2), thickened glomerular basement membrane,
mild inflammation (i2), mild tubulitis (t1), moderate peritubular capillaritis (ptc2), mild
interstitial fibrosis (ci1), and mild tubular atrophy (ct1). Immunofluorescence showed C3
and lambda granular deposits in glomerular capillaries and negative for 1gG, IgM, IgA,
C1q, and kappa. IHC showed mild IgG4 expression in the glomerular capillary, focal C4d
staining of peritubular capillaries, and PLA2R expression in the glomeruli. Electron
microscopy revealed subepithelial deposits with spikes, compatible with the diagnosis of
MN associated with AMR, with double contouring of the glomerular basement membrane
and diffuse podocyte effacement. Therapy included a three-day pulse therapy of 500 mg
methylprednisolone 1V, IVIG 2g/kg, and ACE blockade. Nine months after treatment,
graft biopsy showed the persistence of glomerulitis and peritubular capillaritis, and
reduction of tubulitis. Twenty months after AMR treatment, the DSA remained detectable
(anti-DQ7 24,419 MFI), with chronic graft dysfunction (serum creatinine of 194.5 ymol/L),
and proteinuria (UPC 4.8 g/g).

Patient 3: Female, 44 years old, CKD secondary to hemolytic uremic syndrome (HUS),
who underwent hemodialysis for six years. Past medical history of eclampsia in her
second pregnancy, hypothyroidism, negative serology to HIV, B, and C hepatitis,

syphilis, and Chagas disease. She reported two blood transfusions, with pre-transplant
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PRA 26% class | and zero class Il pre-transplant, without DSA. She received a kidney
from a 27 years-old standard deceased donor, KDPI of 23%, with acute kidney injury at
donation (serum creatinine 406.6 pmol/L), and normal preimplantation biopsy. The HLA
compatibility showed two mismatches in each HLA-A, -B, -DR, and DQ loci. Induction
immunosuppressive was thymoglobulin 6 mg/kg, and steroids and maintenance regimen
included sodium mycophenolate and steroids. There was no need for hemodialysis, with
hospital discharge at 14"-day post-transplant, with a serum creatinine of 116.7 umol/L.
Calcineurin inhibitor was introduced at the 21%-day post-transplant, with tacrolimus
adjustment aiming at a thought level of 5-8 ng/mL. Due to the donor’s tuberculosis
diagnosis, confirmed after transplantation, the recipient received isoniazid for six months.
Three months after transplantation, the patient presented graft dysfunction (serum
creatinine raised from 132.6 ymol/L to 212.2 ymol/L), proteinuria (UPC of 0.81 g/g), and
presence of decoy cells in routine urine cytology screening. Tacrolimus dose was
progressively reduced, and switched to sirolimus. Ten months after the transplantation,
proteinuria increased to 2.3 g/g and de novo DSA anti-A2 (945 MFI) was detected. Graft
biopsy showed a cortical sample with 12 glomeruli, thickened glomerular basement
membrane without glomerulitis (g0), peritubular capillaritis (ptc0), tubulitis (t0), tubular
cells viral inclusions, vascular or interstitial abnormalities. Immunofluorescence was
positive for IgG, C3, kappa and lambda in a granular capillary pattern. There was no
IgG4 expression in the glomerular capillary in the IHC, C4d staining in peritubular
capillaries was minimal, and PLA2R expression was present. Electron microscopy
revealed subepithelial deposits with spikes, without double contouring or multi-layering
of the glomerular basement membrane, compatible with the diagnosis of MN associated
with  AMR. Therapy included calcineurin inhibitor reintroduction, and DSA was
undetectable after three months. The patient persisted with graft dysfunction (serum
creatinine of 196.2 ymol/L) and proteinuria (UPC of 1.0 g/g). Thirty months after

transplant, patient returned to dialysis due to infectious complications.

Patient 4: Female, 28-years-old, CKD secondary to FSGS, who underwent hemodialysis
five years, pre-transplant PRA 78% class | and zero class Il, and negative serology to
HIV, B and C hepatitis, syphilis, and Chagas disease. She received a kidney from a 17
years-old standard donor, KDPI of 5%, serum creatinine 97.2 ymol/L at donation and
normal preimplantation biopsy. The HLA compatibility showed one mismatch in each
HLA-A and -DR loci, without DSA. Induction therapy included thymoglobulin 4.5 mg/kg
and steroids, and the maintenance regimen consisted of cyclosporine, sodium
mycophenolate, and steroids. She presented post-transplant DGF, and chronic graft

dysfunction (serum creatinine 159.1 ymol/L) during follow-up, without proteinuria. Three
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years after transplant, the patient developed proteinuria (UPC 12,1 g/g) and de novo
DSA anti-A1 (13,356 MFI). The graft biopsy showed a cortical sample with 18 glomeruli,
with moderate glomerulitis (ptc2), thickened glomerular basement, moderate peritubular
capillaritis (ptc2), mild tubulitis (t1), and tubular atrophy (ct1). Immunofluorescence
revealed capillary granular deposits of IgG, IgA, IgM, C3, kappa and lambda, without
C1q. There was no glomerular IgG4 expression in the IHC, diffuse C4d staining was
present in peritubular capillaries, and PLA2R expression was noticed in glomeruli.
Electron microscopy showed subepithelial deposits with spikes, double contouring of the
glomerular basement membrane, and diffuse podocyte effacement. Histopathological
findings were compatible with the diagnosis of MN associated with AMR. Therapy
included a switch from cyclosporine by tacrolimus, three plasmapheresis sessions and
IVIG 2g/kg. After treatment, the DSA persisted detectable (anti-A1 7,760 MFI), with the

progression of graft dysfunction, and graft failure after 7.3 months.

4. Discussion

After renal transplantation, membranous nephropathy can occur either as a
recurrence of the disease or de novo glomerular disease [8]. In the present series, none
of the patients had MN as the etiology of CKD. In case 1, the etiology of CKD was
unknown and, although it is not possible to rule out MN, clinical data, such as young age
at diagnosis and absence of nephrotic syndrome, differs from the natural history of MN,
most often affecting elderly patients, with nephrotic syndrome and a slower progression
to end-stage CKD [9]. Favoring de novo MN, the onset of post-transplant symptoms
coincided with the interruption of calcineurin inhibitor and de novo DSA detection in the
peripheral blood. The C4d deposits on graft verified by immunostaining consist of
additional AMR criteria, despite the absence of glomerulitis or peritubular capillaritis in

the biopsy.

Patients 2 and 4, which primary renal disease was FSGS, developed
proteinuria and AMR later after transplant. The morphology of MN was associated with
more intense microvascular inflammation and markers of chronic graft lesion, suggesting
the occurrence of continuous subclinical immunological injury. The patient 2 de novo
DSA could be a consequence of poor adherence to immunosuppressive treatment.
Patient 4 presented an increased risk of developing AMR, due to a previous HLA

sensitization, with a pre-transplant class | PRA of 78%, without DSA. The patient 3 post-
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transplant Polyomavirus infection was associated with the need to reduction in

immunosuppressive therapy, which could trigger the development of de novo DSA.

Several studies in renal transplant recipients reported de novo MN associated
with HCV infection, but few studies showed de novo MN associated with AMR (Table 2).
Patel et al. [8] reported one case of de novo MN associated AMR, with detection of class
I and Il DSA and treated with intravenous immunoglobulin and rituximab, with reduction
of proteinuria and intensity of DSA fluorescence after nine months. Honda et al. [4], in a
series of 17 patients with de novo MN, detected four who presented de novo DSA at the
time of MN diagnosis, been the majority class Il DSA. El Kossi et al. [10] reported a case
of de novo MN associated with DSA directed against HLA DQ7 at 50th-month post-
transplant, treated with angiotensin receptor blocker and switched from azathioprine to
mycophenolate mofetil, with resolution of proteinuria and improvement of renal function.

However, the DSA remained detectable, with a reduction of MFI.

MN is an antibody-mediated glomerular disease that binds antibodies to podocyte
antigens and favors deposition of immune complexes [11]. The anti-PLA2R antibodies
are present in most primary MN in native kidneys, and positive anti-PLA2R MN has also
been reported in patients with sarcoidosis, autoimmune liver disease, hepatitis B virus

infection, and class V lupus nephritis [11].

In normal renal tissue, PLA2R is found in the cytoplasm of podocytes. In patients
with primary MN, PLA2R is concentrated in subepithelial deposits, while cytoplasmic
expression decreases [12]. In general, the glomerular search for the antigen is more
sensitive than the serum measurement of the antibody [13,14] . The PLA2R antigen can

still be detected in glomerular deposits, even in the absence of circulating antibody [13].

The post-transplantation MN can result from two types of mechanisms:
recurrence of primary MN or de novo MN [11]. Unlike the cases of primary MN
recurrence, where anti-PLA2R and IgG4 are usually detected, de novo MN might
represent a form of immune response triggered by exposure of hidden antigens,
probably different from those antigens observed in idiopathic MN, and IgG1 staining
seems to be dominant [15]. The donor’s graft endothelium expresses histocompatibility
complex molecules that target antibody production and complement activation,
resembling C4d positivity in peritubular capillaries [16]. Endothelial cell activation is
associated with circulating DSAs, mainly class Il, and accompanies vascular injury in
AMR [17]. In the reported cases, we observed de novo circulating anti-DQ antibodies
and C4d deposits in the graft. Probably, these antigens elicited immune response, which

can lead to damage of podocytes and release of cytoplasmic- or membrane-associated
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podocytes proteins [15], with a production of antibodies and immunocomplex and its
deposition in the subepithelial area. In our series, none of the cases presented IgG4 as
the dominant or codominant IgG subclass in the glomerular deposits, in agreement with
other studies [18,19]. However, most of our patients showed PLA2R expression, different
from the other authors’ reports [10,13,20]. We hypothesized that besides the antibody
reactivity to HLA class Il antigens expressed on podocytes, the anti-HLA antibodies
might have cross-linked with non-HLA antigens on the podocyte surface, such as
PLA2R. Another possible explanation is that the AMR could stimulate anti-PLA2R
production and cause tissue damage, even in the absence of anti-HLA class I

antibodies.

AMR treatment aims to remove circulating antibodies, block their effects, and
reduce their production [21]. Despite the lack of strong evidence from reliable
randomized clinical trials in AMR therapy, plasmapheresis is widely used, combined with
IVIG and anti-rejection drugs [22,23]. The goal of plasmapheresis is the removal of
alloantibodies from the circulation, mainly DSA. Additional therapies include intravenous
immunoglobulin (IVIG, 2g/kg), anti-CD20 antibody, and lymphocyte-depleting antibody,
with or without steroids [23,24]. IVIG has strong immunomodulatory effects, regulating
the Fc antibody receptors’ expression and function, interfering with the activation of
complement and the cytokine network, providing anti-idiotypic antibodies, and exerting
effector functions on T and B cells [25]. Anti-CD20 antibodies can suppress antibody
production, including DSAs [23]. The treatment with high-dose steroids and lymphocyte-
depleting antibodies can increase sepsis and cancer [26]. Its use must be carefully
indicated, considering the severity of rejection severity and chronic graft dysfunction

intensity.

In our center, once diagnosed AMR, we add a calcineurin-inhibitor (CNI) to the
maintenance immunosuppressive therapy in cases that it had not already in use,
associated with the antiproliferative drug, preferably mycophenolate, and steroids. The
treatment usually includes 2g/kg IVIG and five alternate-day plasma exchanges using
5% human serum albumin. In the reported cases, the treatment consisted of CNI
reintroduction in cases where it had been withdrawn, or switch from cyclosporine to
tacrolimus due to its higher immunosuppressive potential. A three-day intravenous
steroid pulse was administered in case of associated acute cellular rejection, with
interstitial inflammation. Three subjects received IVIG 2g/kg, except the third case, due
to its infectious events. Because of the low clearance of anti-DQ antibodies in other AMR
cases treated with plasma exchange in our center, we decided not to perform

plasmapheresis in patients 1 and 2. Additional therapies were antiproteinuric and statins.
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We observed one death due to infectious events and one graft failure in our series. The
other two patients remain with functioning grafts and receiving antiproteinuric drugs. DSA
remains detectable in these cases, with routine solid-phase DSA test control every six

months.

5. Conclusion

De novo MN is a rare manifestation of AMR in kidney transplant recipients,
which could be suspected in in the presence of proteinuria and de novo DSA. Treatment
of AMR associated with antiproteinuric drugs can reduce proteinuria and prolongs graft
survival. The occurrence of PLA2R in de novo MN suggests antibody-mediated

activation, despite the use of maintenance immunosuppression.
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Table 1. Clinical and histological characteristics of the cases of membranous

nephropathy associated with antibody-mediated rejection.

Case 1 2 3 4
Transplant recipientes
Age (years) 25 44 44 28
Sex male female female female
Etiology of CKD unknown FSGS HUS FSGS
Transfusions pre transplant no yes yes yes
Previous transplantation no no no no
Pre-transplant pregnancies - yes yes yes
HLA ABDR Mismatches 3 4 6 1
Pre-transplant Class | PRA (%) 0 0 27 78
Pre-transplant Class Il PRA (%) 0 0 0 0
Preformed DSA no no no no
Donors
Type of donors deceased deceased deceased deceased
Age (years) 19 35 27 17
Sex male male male male
Expanded criteria donors no no yes T no
Serum creatinine (umol/L) 68.9 61.9 406.6 97.2
KDPI index (%) 2 20 89 5
Transplantation
Initial immunosuppression IL2RAb/TAC/MS ATG/CYA/MS ATG/TAC/MS ATG/CYA/MS
Cold ischemia (hours) 14.3 31.0 17.4 22.7
DGF no yes yes no
Antibody-mediated rejection
Time post-transplant (months) 24 92 10 36
DSA class 1] 1] | |
DSA MFI sum 44,115 23,794 945 13,356
Immunodominant DSA MFI max 22,745 23,794 945 13,356
Current immunosuppression TAC/MS CYA/MS CYA/MS CYA/MS
SCr, umol/L 106.1 170.6 167.9 159.1
eGFR (CKD-EPI), mL/min 83.5 30.9 30.8 37.6
UPC, g/g 6.19 11.8 2.3 12.1
Graft morphology
Light microscopy - Banff score
i (0to3) 0 1 0 1
t (0 to 3) 1 1 0 1
v (0 to 3) 0 0 0 0
g (0 to 3) 0 2 0 2
ptc (0 to 3) 0 2 0 2
MVI g + ptc (0 to 6) 0 4 0 4
C4d (0 to 3) 3 2 1 3
ci (0to 3) 0 2 1 0
ct (0 to 3) 0 2 2 1
Electron microscopy
IC deposits subepithelial subepithelial subepithelial subepithelial
Podocyte effacement no diffuse no diffuse
GBM duplication no yes no yes
lgG4 deposition no mild no no
PLA2R n/a yes yes yes
Immunofluorescence positivity IgG/C3 IgG/C3 /1 IgG/C3 IgG / IgM / IgA
k/A/C1q K/ A C3/x/\

AMR, antibody-mediated rejection; ATG, anti-thymocyte globulin; CKD, chronic kidney disease; CYA, cyclosporine; DGF,
delayed graft function; DSA, donor-specific anti-HLA antibody; eGFR, estimated glomerular filtration rate; FSGS, focal segmental
glomerulosclerosis; HLA, human leukocyte antigen; HUS, hemolytic uremic syndrome; IL-2R, IL2RADb, interleukin-2 receptor
antibody; KDPI, kidney donor profile index; MS, mycophenolate sodium; n/a, not available; PRA, panel reactive antibody; SCr,
serum creatinine; TAC, tacrolimus; UPC, urine protein-to-creatinine ratio; i, inflammation; t, tubulitis; v, intimal arteritis; g,
glomerulitis; ptc, peritubular capillaritis; MVI, microvascular inflmmation; ci, interstitial fibrosis; ct, tubular atrophy; IF,
immunofluorescence; IC, immune complex; GBM, glomerular basement membrane, PLA2R-, M-type phospholipase A2 receptor.

T Donor with acute kidney injury.
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Table 2. Reported cases of post-transplant de novo membranous nephropathy
associated with antibody-mediated rejection.

MN cases HCV

DSA
class

Treatment and effectiveness

Sousa et al 4 No

Patel K et al. 2013 1 No
Honda et al. 2011 5 n/a

El Kossi et al. 1 No
2008

| and Il

land Il
| and Il

CNI, MYF, steroids, IVIG, and ACEi- effective
CNI, MYF, steroids, IVIG, and ACEi- effective
CNI, MYF, steroids, and ACEi T

CNI, MYF, steroids, IVIG, PP, and ACEi- not
effective

IVIG and rituximab - effective

PP, CNI, MP, MMF, and ARB — effective

CNI and MP - not effective

CNI, MMF, and MP — not effective

CNI, MP, and DSG — not effective

CNI, MP, DSG, PP, Pulse — not effective
Swtich Azathioprine to mycophenolate -
effective

MN, membranous nephropathy; HCV, hepatitis C virus; DSA, donor-specific anti-HLA antibodies; IVIG,
intravenous immunoglobulin; ACEi, angiotensin-converting-enzyme inhibitor; PP, plasmapheresis; CNI,
calcineurin inhibitor; MYF, sodium mycophenolate; MP, methylprednisolone; MMF, mycophenolate mofetil;
ARB, angiotensin receptor blockade; DSG, deoxysperguarin; Pulse, intravenous steroid pulse therapy; n/a, not

available.

T Death with functioning graft due to infectious disease.
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Figure 1. Photomicrograph of renal biopsies of patients with membranous nephropathy
associated with antibody mediated rejection. (A) Glomerular basement membrane
thickening, (light microscopy: hematoxylin and eosin, x400), (B) Diffuse thickening of the
glomerular basement membrane, subepithelial electron-dense deposits, and spike
formation (electron microscopy), (C) IgG deposition along the capillary wall
(immunofluorescence assay, x400), (D) C3 deposition along the capillary wall
(immunofluorescence assay, x400), (E) M-type phospholipase A2 receptor (PLA2R)
glomerular staining (immunostaining assay, x400), (F) C4d staining (immunostaining,
x400).



9.8: Protocolo de tratamento de rejeicao mediada por anticorpos (RMA)
aguda (RAMA) e crénica (RCMA) do HC-UNICAMP

TRANPLANTE RENAL HC-UNICAMP - PROTOCOLOS
TRATAMENTO DE REJEICAO MEDIADA POR ANTICORPOS AGUDA E
CRONICA

1. Populagdo envolvida: médicos assistentes do Programa de Transplante Renal do HC-
UNICAMP, médicos residentes em Nefrologia da FCM-UNICAMP, médicos residentes em
Nefrologia — ano adicional em Transplante Renal da FCM-UNICAMP, enfermagem, pacientes
acompanhados no ambulatério de Transplante Renal do HC-UNICAMP.

2. Definigdo: padronizagdo do tratamento de rejeicdo mediada por anticorpos (RMA), formas
aguda (RAMA) ou cronica (RCMA), diagnosticada por exames laboratoriais e alteracbes
anatomopatoldgicas em transplantados renais.

3. Populagao considerada em maior risco de desenvolver RMA:

a. Receptores previamente sensibilizados para o sistema HLA - anticorpos anti-HLA especificos
contra o doador ou inespecificos;

b. Desenvolvimento de anticorpos anti-HLA de novo e/ou aumento da intensidade de
fluorescéncia dos anticorpos pré-formados;

c. Ma adesao ao tratamento;

d. Nivel sanguineo de medicacGes imunossupressoras persistentemente insatisfatorios, a
despeito dos ajustes em doses;

e. Disfungdo renal, cronica ou aguda, sem outra causa identificada;

f. Desenvolvimento e/ou piora da proteinuria, sem outra causa identificada.

4. Conduta nos casos suspeitos de RMA:

a. Solicitar pesquisa de anticorpos anti-HLA em sangue periférico para os casos ndo realizados
nos ultimos trés meses;

b. Avaliacdo de proteinuria por meio da relacdo de proteina e creatinina em amostra isolada de
urina;

c. Realizacgdo de citologia urindria para poliomavirus;

d. Solicitacdo de hemograma, coagulograma e dosagem de nivel sanguineo de imunossupressor;
e. Ajuste, se necessario, de anti-hipertensivos;

f. Em casos de seguimento ambulatorial, o paciente deverd retornar em, no maximo, 3 semanas
para reavaliacao clinica e dos exames realizados;

g. Avaliacdo dos exames - considerar realizagdo de bidpsia renal:

e Checar resultado de pesquisa de anticorpos anti-HLA, citologia urinaria,
proteinuria, hemoglobina, hematécrito, plaquetas e coagulograma - considerar
os critérios de elegibilidade para realizacdo de biopsia renal ambulatorial,
disponiveis no protocolo Bidpsia Renal Ambulatorial;

e Agendar, para os casos indicados, bidpsia renal - fornecer lista de
recomendagbes, preencher ficha de controle e termo de consentimento - os
pacientes agendados para bidpsia ambulatorial deverdo retornar na semana
anterior para consulta médica.
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h. Os retornos pds-bidpsia devem ocorrer em, no maximo, uma semana apds o procedimento -
avaliagdo clinica e de possiveis complicagoes.

5. Critérios de elei¢do e procedimentos para tratamento de RMA ambulatorial:

i. Preencher critério para RMA;

ii. N3o ter evidéncia clinica e/ou laboratorial de processo infeccioso - realizar exame fisico
completo e solicitar: hemograma, radiografia de tdérax, urina 1, urocultura e demais
exames conforme necessidade;

iii. Em casos de infeccdo diagnosticada, a mesma devera ser tratada antes do tratamento da
RMA. Realizar exame de controle apds o tratamento da infeccdo e somente iniciar o
tratamento da RMA com comprovacao de cura do processo infeccioso;

iv. Administrar profilaxia com ivermectina antes de iniciar o tratamento - certificar-se da
realizacdo completa da profilaxia antes de liberar o tratamento da RMA;

V. Preenchimento do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE;

vi. Condig¢des cognitivas e socioecondmicas para o tratamento ambulatorial;

vii.  CHECAR RESULTADOS DE DSA E CITOLOGIA URINARIA PARA POLIOMAVIRUS ANTES DE
INICIAR O TRATAMENTO - ANOTAR RESULTADOS NA FOLHA DE ADMINISTRACAO DE
MEDICACAO E ACOMPANHAMENTO DO TRATAMENTO.

viii. Solicitar medicacdo na Farmacia de Alto Custo - preencher Laudo de Solicitacdo, Avaliacdo
e Autorizacdo de Medicamentos, laudo médico completo (devem constar dados do
transplante, diagndstico de rejeicdo cronica mediada por anticorpos e CID - T86.1) e
receituario com dose total da medicacdo, via de administracdo e duracdo do tratamento.
O paciente deve comparecer a Farmacia de Alto Custo munido da documentacdo citada e
recipiente de isopor para acondicionamento e transporte da medicacao.

ix. A medicacao deve ser entregue para a enfermagem do Programa de Transplante Renal,
juntamente com prescricdo médica em formuldrio de rotina, em duas vias.

6. Critérios de exclusao para tratamento de RMA ambulatorial:
i Disturbio de coagulagao;
ii. Déficit cognitivo ou condicGes socioecondmicas impeditivas;
iii. Descontrole pressdrico;
iv. Evidéncia clinica ou laboratorial de processo infeccioso;
V. Recusa do paciente e/ou ndo preenchimento do TCLE.

7. Critérios diagndsticos para RAMA (BANFF 2015) - os 3 critérios devem estar presentes:
i Evidéncia histoldgica de lesdo tecidual aguda (1 ou mais dos seguintes):
» Inflamacdo microvascular (g>0, na auséncia de glomerulite de novo
recorrente e/ou ptc>0);
»  Arterite intimal ou transmural (v>0);
> Lesdo tubular aguda, na auséncia de outra causa aparente.
ii. Evidéncia de interagdo ativa ou recente dos anticorpos com o endotélio (ao menos 1
dos seguintes):
» C4d linear em capilar peritubular (C4d2 ouC4d3 na imunofluorescéncia ou
C4d>0 na imuno-histoquimica);
» Inflamagdo microvascular moderada ou intensa: g+ptc>2 (com g>1).



Evidéncia de anticorpos anti-HLA especificos contra o doador (DSA) no sangue
periférico.

8. Critérios diagndsticos para RCMA (BANFF 2015) - os 3 critérios devem estar presentes:

iv.

vi.

Evidéncia histoldgica de lesdo tecidual cronica (1 ou mais dos seguintes):
» Glomerulopatia do transplante (cg>0) na ME, sem evidéncia de
microangiopatia trombdtica cronica;
> Capilar peritubular com membrana basal multilaminada na ME;
»  Artérias com fibrose intimal sem outra causa.
Evidéncia de interagdo ativa ou recente dos anticorpos com o endotélio (ao menos 1
dos seguintes):
» C4d linear em capilar peritubular (C4d2 ouC4d3 na imunofluorescéncia ou
C4d>0 na imuno-histoquimica);
» Inflamagdo microvascular: g+ptc>2 (com g>1).
Evidéncia de anticorpos anti-HLA especificos contra o doador (DSA) no sangue
periférico.

*Realizar bidpsia do enxerto com 3 técnicas (microscopia 6tica, imunofluorescéncia e
microscopia eletronica), com pesquisa de C4d (deixar expresso na solicitacao para a Anatomia
Patoldgica) e coletar fragmento para posterior analise, que sera entregue a técnica do
Laboratério de Investigagdo em Transplante - LINT = entregar o fragmento em frasco de urina
nao-estéril, identificado com nome completo, data de realizagdo da bidpsia, HC e indica¢do
(rejeicdo cronica mediada por anticorpos).

9. MedicagOes - conservacao, preparo e administragao:

9.1. Imunoglobulina humana endovenosa (IVIG):

A imunoglobulina humana é fornecida na dose de 5g/100 mL, em frasco-ampola com
solucgdo injetavel.

A medicacdo é pasteurizada, fabricada a partir de sangue humano. O medicamento
contém maltose, pacientes diabéticos devem ter sua glicemia controlada
cuidadosamente.

N3o administrar a medicacdo em suspeita ou casos confirmados de gestacao.

A medicacdo deve ser armazenada em geladeira, entre 2°C e 8°C. Nao colocar em
freezer ou congelador, evitar exposicdo direta a luz solar.

Instrugcbes para administragao:

o Deixar o medicamento fora da geladeira por 15 minutos antes de utiliza-lo;

o Retirar o lacre de plastico do frasco-ampola;

o Limpar a superficie da tampa com algoddo umedecido com &lcool;

o Com o auxilio do equipo para administragdo, realizar a inje¢do intravenosa.
Dose a ser utilizada: 2g por kg de peso (sem edema), fracionada em 4 a 5 dias.
Velocidade de infusdo: 0,01 ml/kg de peso corporal/min, aumentando gradualmente
para 0,02 - 0,05 ml/kg de peso corporal/min apds 15 a 30 min (para paciente de 70 kg,
a velocidade de infusdo é equivalente a 2 a 4 ml/min).

Se ocorrerem reagdes adversas (dor moderada no peito, quadril ou nas costas, nauseas,
vomitos, calafrios, febre, mal-estar, fadiga, sensacdo de fraqueza ou leve tontura, dor
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de cabeca, vermelhiddo, pressdo no peito, dispneia), a velocidade de infusdo deve ser
diminuida. Podem-se utilizar antialérgicos.

Em casos de reacdo adversa, registrar conduta e medicacdes administradas. Em caso de
persisténcia dos sintomas, suspender administra¢do da medicacdo.

9.2. Globulina anti-timocitica (timoglobulina):

A globulina anti-timdcitos deve ser sempre utilizada sob estrita supervisdo médica, em
ambiente hospitalar, e os pacientes devem ser cuidadosamente monitorados durante
sua infusdo.

Algumas reacOes adversas graves, tais como taquicardia, hipotensdo e rash cutdneo,
podem estar relacionadas com a velocidade de infusdo. No caso de um evento adverso
grave, a velocidade de infusdo deve ser reduzida, ou a infusdo interrompida, até que os
sintomas desaparecam. A administracdo deve ser imediatamente interrompida ou
permanentemente descontinuada no caso de ocorréncia de reacdo alérgica
generalizada. Monitoramento cuidadoso deve ser realizado pelo médico durante o uso
da medicacao.

A administracdo de vacinas vivas atenuadas ndo é recomendada durante o uso da
medicacao.

Ndo foram feitos estudos de reproducdo animal com imunoglobulina anti-timdcitos.
Portanto, essa medicacdao somente pode ser prescrita durante a gravidez em caso de
necessidade absoluta. Nao se deve amamentar durante o uso da medica¢do, pois
medicamento pode passar para o leite materno.

Ndo é provavel que a imunoglobulina anti-timdcitos cause problemas ou efeitos
colaterais em criancas diferentes dos que ocorrem com adultos. A dose de
imunoglobulina anti-timdcitos (por kg de peso) é idéntica para criangas e adultos.

A imunoglobulina anti-timdcitos deverad ser mantida sob refrigeracdo (temperatura
entre 2°C e 8°C).

O pé lidfilo contido no frasco é de coloragdo creme e deve ser reconstituido com 5 mL
de agua estéril para injecdo. A solugdo resultante é transparente ou levemente
opalescente.

Diluir a solugdo reconstituida a ser administrada nas prdximas 24 horas em soro
fisiolégico 0,9% 500 ml, conforme prescrigdo médica, utilizando-se técnica asséptica
(livre de contaminacdo microbiana).

Depois de preparado, o medicamento deve ser utilizado imediatamente. No entanto,
a solugdo reconstituida é estavel durante 24 horas a uma temperatura de 25°C.

A imunoglobulina anti-timdcitos devera ser administrada em acesso venoso central.
Em caso da impossibilidade de realizacdo do mesmo, o caso devera ser discutido com a
equipe médica da Nefrologia, com orientagdo escrita de forma clara em prontuario e
em prescricdo médica.

A solugdo contendo imunoglobulina anti-timdcitos reconstituida e diluida em soro
fisiolégico deverd ser administrada em bomba de infusdo continua, na velocidade de 16
ml/h durante a primeira hora de infusdo e, apds, 32 ml/h até o término da infusio da
medicacao.

Em casos de reagdes adversas tais como hipotensdo, taquicardia ou rash cutaneo,
reduzir a velocidade de infusdo pela metade. Na persisténcia dos sintomas, a
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administracdo da medicacdo devera ser interrompida. Em caso de melhora dos
sintomas, avaliar possibilidade de aumento gradual da velocidade de infusao.

A dose total de timoglobulina usada para tratamento de RMA sera de 6 mg/kg, com
administracdo de 3 mg/kg no primeiro dia de tratamento, e 1,5 mg/kg/dia nos préoximos
dois dias.

9.3. Metilprednisolona

A metilprednisolona deve ser mantida em sua embalagem original, protegida da luz e
umidade, conservada em temperatura ambiente (entre 15°C e 30°C).

Apds preparo (solugdo reconstituida ou solugdo reconstituida diluida), manter em
temperatura ambiente (entre 15°C e 30°C) por até 48 horas.

Para reconstituicao, usar apenas o diluente que acompanha a embalagem.

Se desejado, o medicamento pode ser administrado em solugdes diluidas pela mistura
do produto reconstituido com solugdo de dextrose a 5% em agua, solugdo de cloreto de
sédio 0,9% ou solucdo de dextrose 5% em cloreto de sddio a 0,45% ou 0,9%.

A metilprednisolona é um pé liéfilo branco a quase branco. O diluente é um liquido
incolor com leve odor de alcool benzilico.

A dose diaria devera ser administrada por infusdo endovenosa, como pulsoterapia, por
pelo menos 30 minutos.

A dose total a ser administrada sera de 1,5 g, fracionada em 3 dias sequenciais. Em
alguns casos, em que sejam verificados atividade inflamatéria intensa, sinais de
microangiopatia associada, poderao ser consideradas doses adicionais da medicacao.

10. Plasmaférese (PF):

Solicitar interconsulta da Hematologia - HC/UNICAMP, para avaliacdo e realizacdo das
sessGes de plasmaférese.
Serdo realizadas 5 sessdes de PF, com um intervalo de 48 horas entre as sessdes,
utilizando o equipamento COM.TEC® (Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, Alemanha),
com separador celular de fluxo continuo ou descontinuo.
A cada sessdo, sera processada a quantidade de volume sanguineo correspondente a
uma volemia sanguinea.
Célculo do volume sanguineo total (VST) - fdrmula de Nadler (altura em metros e peso
em quilogramas):

homens: (0,3669) x (altura)® + (0,3219 x peso) + 0,6041

mulheres: (0,3669) x (altura)® + (0,3219 x peso) + 0,6041

Célculo do volume plasmatico total (VPT), em litros:
VPT= (VST) x (1 — hematdcrito)

Fluido de reposi¢cdo - solugdo de cloreto de sédio 0,9% e albumina humana, na
proporc¢ao de 2:3.
Anticoagulacdo com citrato, com reposicdo de calcio endovenoso durante o
procedimento, em caso de sintomas de hipocalcemia secundarios ao citrato.
No intervalo entre sessdes de PF, os pacientes receberdo IVIG 100 mg/kg/dia, com
administracdo da dose restante de IVIG apds a ultima sessdo de PF, divididaem 3 a 4
dias, até completar a dose total de 2g/kg.

11. Tratamento de RAMA:
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O tratamento sera realizado com IVIG 100 mg/kg no dia anterior a realizacdo de cada
sessao de PF.
Serdo realizadas 5 sessdes de PF, idealmente com intervalo de 48 horas entre elas, ou
de acordo com a disponibilidade do servico.
Apds o término das sessdes de PF, administrar dose restante para completar 2g/kg de
IVIG, com dose dividida em 3 a 4 dias, iniciando a infusdo no dia seguinte a Ultima sessdo
de PF.
Realizar, apds término do tratamento, bidpsia renal de controle - microscopia optica,
imunofluorescéncia e microscopia eletrénica, com pesquisa de C4d por imuno-
histoquimica.
Para os casos com rejeicdo mediada por célula associada:
o tubulite leve (t1) - realizar tratamento com corticoide em pulso com
metilprednisolona 1,5 g, com dose dividida em 3 administracdes de 500 mg/dia.
o tubulite moderada (t2) ou intensa (2) - associar tratamento com corticoide e
timoglobulina, na dose de 6 mg/kg, com dose total dividida em 3 mg/kg no
primeiro dia de tratamento, seguida de 1,5 mg/kg nos dias subsequentes.

12. Tratamento de RCMA:

O tratamento da RCMA levara em consideracdo fatores como sinais histoldgicos de
atividade inflamatdria e cronicidade, quantidade e intensidade dos anticorpos
detectados no sangue periférico, fun¢do renal e proteinuria ao diagnéstico.

Para os casos com sinais de lesdo endotelial moderada ou intensa (tubulite, glomerulite
e/ou capilarite peritubular), piora de fung¢io renal e surgimento ou piora da proteinuria,
considerar tratamento com IVIG e PF e avaliar necessidade de tratamento de rejeicao
celular aguda associada.

Em casos de achados compativeis com cronicidade, sem sinais de atividade da rejeicdo,
considerar o tratamento com IVIG isolada, com tratamento adicional com corticoide ou
timoglobulina, para casos de rejeicao celular associada.

O tratamento escolhido serd realizado de acordo com o descrito para as formas agudas
de RMA.

13. Terapia imunossupressora de manutengao:

Sempre que possivel, a terapia imunossupressora de manutencdo dos casos de RMA
deve ser a associacdo de uma droga inibidora de calcineurina (preferencialmente
tacrolimo) com uma droga antiproliferativa (preferencialmente micofenolato sddico) e
corticoide.

O nivel sanguineo de tacrolimo deve ser monitorizado periodicamente, com ajuste para
manutencio de dose para atingir o nivel sanguineo desejado entre 6 e 8 ng/dL.

14. Seguimento ambulatorial pés-tratamento de RMA:

O retorno apds o tratamento devera ocorrer em um prazo maximo de 7 dias.

Solicitar, apdés 20 dias do término do tratamento, nova pesquisa de anticorpos anti-
HLA. Anotar na folha de solicitacdo do exame a indicacdo completa: tratamento de
rejeicdo cronica mediada por anticorpos, dose total de imunoglobulina utilizada e
periodo do tratamento. Comunicar diretamente o setor de HLA do Hemocentro
quando for solicitar o exame nesses casos, informando nome completo do paciente,
numero do HC e data de término do tratamento.

Escrito em dezembro de 2017 por Marcos Vinicius de Sousa.
Ultima revisdo em 22/03/2021.
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