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1. INTRODUCAO

O transplante renal é, atualmente, a terapéutica de escolha para a maior parte dos
casos de insuficiéncia renal em fase terminal (Knoll e cols., 2005). Dados comparando
os desfechos de pacientes em lista de espera de transplante renal (pacientes em dialise)
com receptores de transplante demonstraram, apoés acompanhamento de trés a quatro
anos, uma redu¢do de risco de mortalidade geral de 68% em favor do grupo
transplantado (Schnuelle e cols, 1998; Wolfe e cols., 1999; Meier-Kriesche ¢ cols.,
2001). O transplante renal permite também melhor qualidade de vida em comparagao a
dialise (Cameron e cols., 2000) e tem melhor desempenho, ao ser considerada a relagao
custo-beneficio (Laupacis e cols., 1996).

Historicamente, o primeiro transplante renal em humanos foi efetuado por
Voronoy em 1936 na Ucrania. Nao houve o funcionamento do enxerto, mas os vasos
estavam patentes conforme verificado na necropsia dois dias apos a cirurgia. Apos esta
primeira tentativa, as experiéncias mais significativas ocorreram nas décadas de 40 e 50
em Boston e Paris. As limitagdes para o procedimento relacionavam-se aos eventos de
rejeicdo aguda, os quais impediam maior sobrevida dos enxertos (Colvin e Nickeleit,
2007). A aplicagdo efetiva do transplante renal como alternativa terapéutica ocorreu
apenas com o advento da imunossupressdo. A partir do inicio da década de 60, foram
sucessivamente disponibilizados farmacos e outras modalidades terapéuticas como 6-
mercaptopurina (posteriormente substituida pela azatioprina), irradiagdo corporal total
(abandonada pela toxicidade), prednisona, anticorpos policlonais antilinfocitos,
ciclosporina, anticorpos monoclonais, tacrolimus, micofenolato mofetil, micofenolato
sodico, sirolimus, everolimus, FTY 720A, anticorpos monoclonais anti-CD3 (CD:

Cluster of Designation) e anticorpos humanizados dirigidos ao receptor de interleucina-



2 ou ao CD52. Este arsenal terapéutico, juntamente com a progressiva melhora na
avaliacdo de doadores e receptores, colaborou para uma significativa melhora na
sobrevida dos pacientes transplantados, principalmente nos primeiros anos apos o
procedimento (Pirsch e cols., 1997; Kahan e cols., 1998; Kahan e cols., 1999; Ekberg e
cols., 2000; Ojo e cols., 2000b; Manfro e Gongalves, 2006).

Os dados acerca da sobrevida do enxerto oriundo de doador falecido colhidos
nas ultimas décadas mostram esta evolucao. De 1988 a 1996, a sobrevida do enxerto no
final do primeiro ano apds o transplante com doador falecido passou de 75,7% para
87,7%. A meia-vida do enxerto passou de 7,9 para 13,8 anos (Hahiharan e cols. 2000).
Os nimeros mais recentes disponiveis no sitio da UNOS (United Network for Organ
Sharing) demonstram, em relagdo ao transplante com doador falecido, um incremento
de sobrevida do enxerto em um ano pos-transplante de 75,7% em 1987 para 92,0% em
2005, e, em trés anos, de 62,4% em 1987 para 81,7% em 2003.

No entanto, considerando os dados relativos a sobrevida do enxerto deste mesmo
grupo em acompanhamentos mais longos, o panorama atual ndo se mostra tao positivo.
As taxas médias de sobrevida do enxerto aos dez anos pds-transplante t€ém se situado
entre 36,4% e 43,1% (Sayegh e Carpenter 2004; UNOS). Atribui-se, atualmente, esta
significativa queda de desempenho em longo prazo a alteracdes cronicas do enxerto
(Matas e cols., 2002; Ponticelli, 2004; Brennan, 2006). Contudo, a ocorréncia de
rejeicdo aguda permanece como um evento que contribui para a perda de enxerto em
longos seguimentos (Kaplan, 2006). Dados referentes a transplantes efetuados na
década de 1980 ja apontavam para maiores taxas de insucesso durante
acompanhamentos prolongados nos pacientes com um episoddio de rejei¢do aguda, em
comparagdo aos pacientes que ndo sofreram este evento imunologico (Humar e cols.,

1999). Os resultados colhidos no seguimento dos transplantados durante a década de



1990 continuaram a evidenciar o papel potencialmente deletério da rejeicdo aguda na
sobrevida do enxerto em longo prazo (Meier-Kriesche e cols., 2000).

Evidéncias colhidas ao longo das ultimas duas décadas tém fornecido substrato
para os dados que relacionam a rejeicdo aguda a desempenhos inferiores ao longo dos
anos, ao inclui-la como um dos elementos da causagdo das alteragdes morfoldgicas
(fibrose e atrofia do parénquima renal) e funcionais cronicas do enxerto (Nankivell e
Chapman, 2006). Estudo envolvendo 675 pacientes transplantados entre 1976 e 1991 e
acompanhados por, em média, sete anos demonstrou que a ocorréncia de um ou mais
episodios de rejeicdo aguda clinicamente manifesta ¢ fator de risco independente para o
desenvolvimento de alteragdes cronicas no enxerto (Massy e cols, 1996).
Posteriormente, outro estudo, envolvendo bidpsias de indicacdo clinica e bidpsias
protocolares, evidenciou que tanto episddios de rejeicdo aguda clinicamente manifesta
quanto episodios de rejeicdo aguda subclinica (alteragdes histopatologicas de rejei¢ao
aguda sem quadro clinico-laboratorial correspondente) associam-se a alteragdes
histopatologicas cronicas em bidpsias apds um ano de transplante (Nankivell e cols.,
2003). Consideracdes fisiopatologicas tém sido feitas acerca desta associacdo.
Primeiramente, o dano e o reparo provocados pela rejei¢ao aguda levam a perda da
integridade das membranas basais e a dano estrutural e favorecem a ocorréncia de
fibrose (Bonsib e cols., 2000). Fatores pro-fibroticos como o fator transformador do
crescimento beta (TGF-f: transforming growth factor beta) e os inibidores teciduais de
metaloproteinases (TIMP’s: tissue inhibitor of metalloproteinases) tém expressdo
aumentada nestes eventos (Nicholson e cols., 2002). A persisténcia de células e
mediadores da inflamacao foi também relacionada a ocorréncia de fibrose (Nankivell e
cols., 2004), a pior funcdo renal e & menor sobrevida do enxerto (Shishido e cols.,

2003).



Classicamente atribui-se aos linfocitos T o papel de grande protagonista nos
processos de rejeicao aguda, recebendo outros grupos celulares, como os linfocitos B e
os macrdfagos, atengdo consideravelmente menor (Wyburn e cols., 2005). Recente
evolucdo na classificagdo da rejeicdo aguda possibilitou a divisdo da mesma em dois
processos fisiopatologicos basicos, com critérios bem estabelecidos: a rejeicdo mediada
por linfocitos T (TCMR: T-cell-mediated rejection) aguda, previamente conhecida
como rejeicao aguda celular (RAC), e a rejeicdo mediada por anticorpos (AMR:
antibody-mediated rejection) aguda, anteriormente conhecida como rejeigdo aguda
humoral. (Racusen e cols., 2003; Solez e cols., 2008). Entretanto, algumas evidéncias
tétm demonstrado a presenca de linfocitos B no infiltrado celular de biopsias
classificadas como TCMR aguda, tendo estes casos maior resisténcia a terapéutica com
glicocorticdides € menor sobrevida do enxerto em algumas séries (Zarkhin e cols.,
2008).

Serd revisada na proxima secdo a rejei¢do aguda ao enxerto renal em seus
aspectos clinicos, fisiopatoldgicos e histopatologicos e sua classificagdo. Segue revisao
acerca das alteragdes cronicas do enxerto renal, tanto os aspectos da rejeicdo cronica
quanto outras formas de lesdo de longo curso. Posteriormente, enfatizar-se-a4 o impacto
da rejeicao aguda sobre desfechos do transplante renal. Subseqiientemente, abordar-se-
o as formas de classificacdo histopatologicas do enxerto renal. Por fim serdo abordados
aspectos gerais dos linfocitos B e os dados acerca de seu possivel papel na rejeicao

aguda ao enxerto renal, por ser este tltimo aspecto o tema especifico do presente estudo.



1.1. Rejeicdo Mediada por Linfdcitos T Aguda

1.1.1. Epidemiologia

A incidéncia dos episodios de rejeicdo mediada por linfocitos T (TCMR: T cell-
mediated rejection) aguda tem diminuido nas tltimas décadas. Van Sasse e cols. (1995)
acompanharam uma coorte de 482 pacientes submetidos a transplante renal de doador
falecido entre janeiro de 1983 e abril de 1991. Nos primeiros trés meses do seguimento,
ocorreu episddio de rejeicdo aguda em 49,2% dos pacientes. Outro estudo envolvendo
293 pacientes transplantados em época semelhante (maio de 1985 a dezembro de 1989)
e com uma ou mais bidpsias disponiveis e efetuadas entre o segundo e o trigésimo
quinto dia poés-transplante registrou ocorréncia de rejeicdo aguda em 42,4% dos
individuos (Bates e cols., 1999). Meier-Kriesche e cols. (2004) analisaram 62.103
pacientes adultos do Registro Cientifico de Receptores de Transplantes (SRTR:
Scientific Registry of Transplant Recipients) transplantados entre 1995 ¢ 2000. Dentre
os pacientes transplantados em 1995, as incidéncias de rejeicdo aguda nos primeiros seis
meses, apos seis e até doze meses e no segundo ano foram, respectivamente, 35,7%,
21,4% e 22,5%. Os dados referentes aos mesmos periodos colhidos relativos aos
transplantes ocorridos em 2000 foram, respectivamente, 14,6%, 6,0% e 2,9. Ensaio
clinico avaliando trés regimes de indu¢do com anticorpos registrou ocorréncia de
episodios de rejeicdo aguda em acompanhamento de um ano pos-transplante em 16,6%
dos pacientes. O periodo dos transplantes foi de 2002 a 2004 e envolveu noventa
receptores de um primeiro transplante renal com enxertos de doadores falecidos
(Ciancio e cols., 2005). Consideram-se fatores de risco o grau de histocompatibilidade

entre o doador e o receptor, exposicao antigénica prévia (transplante anterior, transfusao



sangiiinea e gestacdo), idade do receptor, raca, sexo, regime de imunossupressao, adesao

ao tratamento e dano isquémico ao enxerto (Colvin e Nickeleit, 2007).

1.1.2. Fisiopatologia

Os componentes basicos da resposta imunologica responsavel pela TCMR aguda
sdo os antigenos, as células apresentadoras de antigenos (APCs: antigen-presenting
cells), os mecanismos de co-estimulagdo e as células responsaveis pela lesdo celular
(Cornell e cols., 2008).

As principais moléculas desencadeadoras do processo aloimune sdo os antigenos
das classes 1 e II do complexo principal de histocompatibilidade (MHC: major
histocompatibility complex), denominados antigenos HLA na espécie humana (HLA:
human leucocitary antigens). Estes antigenos sdo moléculas de superficie determinadas
geneticamente e extremamente polimoérficas que se distribuem difusa e variavelmente e
sdo expressas em células do enxerto renal, especialmente as endoteliais e as tubulares.
Isto faz com que estas células se tornem alvos da resposta aloimune. Os linfocitos T
reconhecem os antigenos do MHC, assim como outros antigenos polimorficos, tais
como antigenos do sistema ABO sangiiineo e auto-antigenos (Cornell e cols., 2008).

A apresentagdo dos antigenos aos linfécitos T ocorre, predominantemente, por
APCs conhecidas como células dendriticas (DCs: dendritic cells), sendo que, a deplecdo
de DCs do doador pode prolongar a sobrevida do enxerto (Lechler e Batchelor, 1982).
Logo apos o transplante, as DCs do doador migram para os linfonodos e para o bago do
receptor ¢ as DCs do receptor migram para o enxerto, fazendo com que a resposta
imunoldgica contra o enxerto ocorra a partir de antigenos expressos por células do
receptor ¢ do doador (Larsen e cols., 1990). A migracdo das DCs para os tecidos

linféides necessita da presenga das quimiocinas CCL19 e CCL21. A auséncia destas



quimiocinas ou de seu receptor CCR7 (CCR7: chemokine receptor 7) inibe a resposta
aloimune aguda (Colvin e Smith, 2005). Em termos basicos, o reconhecimento, pelos
linfocitos T, de moléculas do MHC intactas em APCs do doador denomina-se
apresentacao direta, enquanto o processamento das moléculas do MHC por APCs do
receptor e apresentagdo de peptideos aos linfécitos T, é conhecido como apresentagdo
indireta (Abbas, 2004). Classicamente, os linfocitos T CDS8 positivos reconhecem
antigenos de classe I, e os linfocitos T CD4 positivos reconhecem os antigenos de classe
II. Outros grupos celulares podem atuar como células apresentadoras de antigenos. Os
linfocitos B tém esta capacidade devido a presenga, em sua superficie, de moléculas co-
estimulatérias, de altos niveis de moléculas de classe Il e de imunoglobulinas de
superficie (glicoproteinas potencialmente concentradoras de antigenos) (Noorchashm e
cols., 2006). Os macréfagos do receptor podem fagocitar e apresentar antigenos
derivados de células do enxerto, como as células endoteliais (Xu e cols., 2006).
Adicionalmente, células dos tibulos proximais e endoteliais do proprio enxerto podem
desempenhar esta fungdo (Hagerty e Allen, 1993; Bagai e cols., 2005).

Além da apresentagdo dos antigenos, a ativacdo dos linfocitos T necessita de um
segundo processo: a co-estimulacdo. A co-estimula¢do ocorre por meio da interagcdo
entre moléculas de superficie dos linfocitos T com moléculas de superficie das APCs.
Os pares de moléculas mais estudados na superficie dos linfocitos T e das APCs sao,
respectivamente: CD28 e CD80/CD86 (B7-1 e B7-2), CD28 e CTLA4 (proteina
associada a linfocitos T citotoxicos 4: cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4),
CD40 e CD154 (CD40L), ICOS (co-estimulador induzivel: inducible costimulator) e
ICOSL (ligante de co-estimulador induzivel), OX40 (membro da superfamilia dos
receptores de fator de necrose tumoral) e OX40L (ligante de 0X40), e CD27 e CD70

(Cornell e cols., 2008). Evidéncias oriundas de modelos experimentais de transplantes



cardiacos em camundongos, utilizando bloqueio das moléculas co-estimulatorias com
anticorpos ou com dele¢do genética, tém demonstrado diminuicdo da ocorréncia da
rejeicdo aguda ao induzirem a deficiéncia de CD28, CD80/CD86, CD40 ¢ CD154
(Shimizu e cols., 2000; Szot e cols., 2000; Bingaman e cols., 2001; Wang e cols., 2005).

As células efetoras mais importantes responsaveis pela lesdo celular sdo os
linfocitos T. Sua agdo decorre da atividade citotoxica direta em células do parénquima
renal (principalmente tubulares e endoteliais) e pela liberacdo local de citocinas. No
primeiro mecanismo, linfocitos T CDS8 ativados levam a morte celular por apoptose ao
liberarem as proteinas perforina e granzimas A e B ou ao expressarem ligante de Fas
(FasL: Fas Ligand), que se liga ao receptor Fas na célula-alvo. Ambas as vias levam ao
desencadeamento da apoptose (Barry e Bleackley, 2002). No segundo mecanismo, sdao
secretados os fatores de necrose tumoral alfa e beta (TNF: tumoral necrosis factor).
Estes exercem sua atividade citotoxica ao ligar-se a seus receptores TNFR1 (TNFRI:
tumoral necrosis factor receptor 1), expresso nas células endoteliais, ¢ TNFR2
(TNFR2: tumoral necrosis factor receptor 2), expresso nas células tubulares. A ligagdo
a tais receptores ativa as caspases ¢ leva a apoptose (Al-Lamki e cols., 2001). Ha ainda
evidéncia acerca da participagdo de linfocitos T CD4 como células efetoras com
potencial de mediar citotoxicidade restrita a classe II em resposta a antigenos menores

(Zorn e cols., 2004).

1.1.3. Histopatologia
A alteracdo morfoldgica que define a TCMR aguda ¢ constituida basicamente
por infiltragdo celular contendo linfocitos, predominantemente T, e mondcitos
(infiltrado inflamatério mononuclear) e pode atingir os quatro componentes histoldgicos

basicos do rim: glomérulos, tabulos, intersticio e vasos (Gallon e cols., 2006; Moreso e



cols., 2007). A infiltragdo dos tubulos e do intersticio constitui o quadro mais freqiiente:
o padrio tabulo-intersticial. O intersticio, além de conter as células infiltrantes,
comumente exibe edema e, em casos mais severos, pode apresentar hemorragia (Colvin
e Nickeleit, 2007). Outros grupos celulares presentes neste compartimento t€ém sido
descritos: plasmdcitos, eosinofilos e mastocitos (Meehan e cols., 2001; Danilewicz e
Wagrowska-Danilewicz, 2004; Desvaux e cols., 2004; Meleg-Smith e Gauthrier, 2005).
A infiltracdo tubular ocorre quando as células inflamatoérias ultrapassam a membrana
basal tubular e depositam-se entre esta membrana e as células tubulares ou entre estas
células, achado microscépico denominado de tubulite. A graduagao da tubulite depende
do ntimero de células inflamatdrias infiltrantes e da integridade ou da ocorréncia de
ruptura da membrana basal tubular. O acometimento vascular ocorre em duas formas
basicas: a endarterite (infiltracdo celular da camada intima da artéria) e a arterite
transmural (infiltracdo celular das camadas intima e média da artéria, com ou sem
necrose fibrindide). A endarterite ¢ graduada de acordo com o grau de obstrucao da luz
do vaso ocasionada pelo infiltrado infamatério. Os glomérulos também podem ser
acometidos por um espectro que varia desde infiltracdo mononuclear leve até alteragdes
glomerulares severas, como a glomerulite do transplante ou glomerulopatia aguda do
enxerto (Mihatsch e cols. 1995; Racusen e cols., 1999).

Atualmente, os padrdes histopatologicos de TCMR aguda encontram-se
categorizados de acordo com a classificagdo de Banff, a qual comegou com uma reunido
de patologistas, nefrologistas e cirurgioes na cidade de Banff, no Canad4, em 1991 e
teve seu encontro mais recente em La Corufia, na Espanha, em 2007, ¢ leva em
consideragdo o setor afetado e a intensidade das alteragdes (Solez e cols., 1993; Solez e
cols., 2008). Basicamente, existem cinco graus: IA, IB, ITA, IIB e III, os quais levam em

consideracdo as alteragcdes observadas no cortex renal. Nos graus [A e IB o
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acometimento ¢ somente intersticial e tubular, ndo podendo ocorrer infiltrado em
artérias, devendo o infiltrado inflamatorio intersticial comprometer no minimo 10% do
cortex renal examinado. A tubulite que define o grau IA, chamada t2, compreende
minimo de cinco ¢ maximo de dez células inflamatorias por secgdo transversal de tibulo
ou por grupo de dez células tubulares em corte longitudinal ou obliquo. A tubulite que
categoriza a grau IB, denominada t3, caracteriza-se por apresentar mais de dez células
por secgdo transversal de tubulo ou por grupo de dez células tubulares em corte
longitudinal ou obliquo ou por exibir ruptura da membrana basal tubular. O diagnostico
dos graus IIA e IIB requer a presenga de endarterite. Na endarterite do grau IIA,
denominada v1, o infiltrado determina uma obstrucao da luz da artéria acometida menor
do que 25% do estimado. Ja a endarterite do grau IIB, denominada v2, esta obstru¢do
atinge ou ultrapassa os 25% da luz vascular. O grau III caracteriza-se por acometimento
arterial no qual o infiltrado mononuclear ultrapassa a camada intima e atinje a camada
muscular e/ou determina necrose fibrindide da parede do vaso. As alteragdes
glomerulares, embora registradas, ndo entram na composicdo histopatologica que
constitui a graduacdo da TCMR aguda. Nos casos nos quais ndo ha arterite e as
alteragdes intersticiais e tubulares estdo presentes, mas ndo em intensidade suficiente
para o diagnoéstico de TCMR aguda IA, atribui-se o diagndstico de “suspeito de

rejeicdao” ou rejeigao borderline (Racusen e cols., 1999; Solez e cols., 2008).

1.1.4. Aspectos Clinicos
O periodo de ocorréncia da TCMR aguda situa-se, predominantemente, entre a
primeira semana e o terceiro més apds o transplante, mas pode ocorrer a qualquer
tempo. Clinicamente, manifesta-se por febre, hipertensdo arterial, ganho de peso,

aumento de volume do enxerto, dor local, diminui¢do do débito urinario e aumento da
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creatinina sérica. Raramente, pode ocasionar sindrome nefrética. Quando detectada
apenas em bidpsias protocolares, desacompanhada de quadro clinico correspondente, ¢
denominada TCMR aguda subclinica. No primeiro episédio, emprega-se pulso de
metilprednisolona ou, em quadros histopatoldgicos mais graves, anticorpo policlonal
anti-CD3 ou anti-linfocitico (quadros histoloégicos mais graves), além de troca de
imunossupressores (episodios repetidos de rejeicdo na vigéncia de niveis séricos

adequados de farmacos) (Ahmad e cols., 2000; Gongalves e cols., 2006).

1.2. Rejeicdo Mediada por Anticorpos Aguda

1.2.1. Epidemiologia

A recente definicdo solida dos critérios da rejeicdo mediada por anticorpos
(AMR: acute antibody-mediated rejection) aguda viabilizada pelas analises envolvendo
o marcador C4d (frag@o do sistema complemento) limita o numero de estudos acerca da
real incidéncia deste tipo de rejei¢do aguda. Crespo e cols. (2001) relataram incidéncia
de 7,7% nos trés primeiros meses apds o transplante em coorte de 232 individuos.
Publicacdo dois anos posterior envolvendo 620 pacientes, em intervalo semelhante,
registra incidéncia de 6,4% (Abe e cols., 2003). Rocha e cols. (2003) acompanharam
286 pacientes por tempo médio de 569 dias. Dezesseis pacientes tiveram o diagndstico
de AMR aguda (incidéncia de 5,6%), sendo que em nove destes houve concomitancia
com TCMR aguda. Dois estudos apresentam dados com certa discrepancia em relagdo a
estes dados. Lorenz e cols. (2004), analisando 388 pacientes submetidos a bidpsia renal
por indicag¢do clinica nos seis primeiros meses pos-transplante, observaram 17% de
incidéncia. Estudo norte-americano reporta ocorréncia em trés casos dentre 184 (1,6%)

(Bell e Walker, 2005). Os fatores de risco atribuidos a AMR aguda sd3o sensibilizagdo
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prévia por transfusdo sangiiinea, gestacdo e transplante anterior, ¢ o numero de
incompatibilidades HLA entre receptor ¢ doador (maior de 2/6) (Takemoto e cols.,

2004).

1.2.2. Fisiopatologia

A compreensdo do mecanismo da AMR aguda representa um grande progresso
no entendimento da fisiopatologia de distirbios que acometem transplantes de o6rgaos
solidos. Este processo envolve antigenos especificos do doador, contra os quais sdo
formados anticorpos especificos anti-doador (DSA: donor-specific antibodies), levando
a constituicdo de complexos antigeno-anticorpo e culminando com a ativagdo do
complemento e a conseqiiente lesdo tecidual (Truong e cols., 2007).

Os antigenos desencadeadores do processo podem ser aloantigenos ou auto-
antigenos. Dentre os aloantigenos, os mais freqiientemente envolvidos sdo os
pertencentes as classes I e II do MHC. Apesar de serem constitutivamente encontrados
no enxerto renal, determinados fatores, como a presenca de citocinas, podem determinar
sua maior expressdo e desencadear a rejeicdo (Iniotaki-Theodoraki e cols., 2003;
Segerer e cols. 2003). Outros aloantigenos implicados sdo os antigenos do sistema
sangliineo ABO e antigenos endoteliais polimérficos (Montgomery e cols., 2004;
Mizutani e cols., 2005). Citam-se, como auto-antigenos, a vimentina e o receptor de tipo
I da angiotensina II (Carter e cols., 2005; Dragun e cols. 2005). Postula-se que a
formacgao dos anticorpos ocorreria por duas vias. Em uma delas, os antigenos migrariam
independentemente ou seriam carregados por APCs até os 6rgdos linfoides, sendo 1a
apresentados a linfocitos B. Os linfocitos B maturariam a plasmocitos, estes com a
capacidade de secrecdo de anticorpos. Em outra via, a apresentagdo dos antigenos

ocorreria no proprio enxerto (Lakkis, 2003).
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O mecanismo efetor da lesdo celular deve-se a ativagdo da via classica do
sistema complemento causada pela formagdo de complexos antigeno-anticorpo. Os
efeitos sdo: quimiotaxia e ativagdo de neutrofilos e macrofagos, apoptose de células
parenquimatosas, fagocitose, ativagdo de linfocitos B, vasoespasmo, edema, maior
expressdo de moléculas de adesdo no endotélio e trombose intravascular (Truong e

cols., 2007).

1.2.3. Histopatologia

Muitos dos estudos que relatam os achados histopatoldgicos encontrados em
biopsias de casos de AMR aguda correlacionaram a morfologia a presenca de DSAs
séricos e/ou a positividade do C4d na biopsia. A semelhanga da TCMR aguda, a AMR
aguda pode afetar os quatro compartimentos do parénquima renal (Bohmig e Regele,
2003). As variaveis histopatologicas correlacionadas com a presengca de DSAs contra
antigenos da classe I sdo: glomerulite, arterite (em geral), arterite severa (em particular),
areas de infarto, trombose capilar glomerular e peritubular, dilatagdo de capilares
peritubulares e presencga de neutrdfilos em capilares peritubulares (Trpkov e cols., 1996;
Fahim e cols., 2007).

As dificuldades iniciais da correta identificagdo dos casos de AMR aguda
deviam-se a falta de um marcador imunopatologico especifico, o que fez, durante muito
tempo, com que ndo houvesse uma uniformidade no diagndstico e na classificacdo dos
casos de AMR aguda. O advento da identificagcdo dos depdsitos de C4d trouxe grande
contribui¢do para a solug¢do deste problema. O C4d ¢ um produto da degradagdo do fator
C4 ativado do complemento, um componente da via classica de ativagdo da cascata do
complemento, tipicamente iniciada pela ligagdo de anticorpos a moléculas especificas.

Seguindo a ativagdo e a degradacdo da molécula C4, grupos tio-éster sdo expostos, o
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que permite a ligagdo covalente do C4d a superficie e a vacuolos intracitoplasmaticos
das células endoteliais € a membranas basais vasculares. A positividade para o marcador
em capilares peritubulares tem se mostrado especifica para as alteracdes observadas no
parénquima renal transplantado, sendo pouco detectada em afecgdes de rim nativo
(Bohmig e cols., 2002; Nickeleit e Mihatsch, 2003). A positividade difusa de C4d em
capilares peritubulares, utilizando microscopia com imunofluorescéncia, tem sido
associada a: deteccdo de DSAs, glomerulite, arterite (podendo ser acompanhada por
necrose fibrindide arterial), presenca de neutrofilos em capilares peritubulares, tubulite
neutrofilica, dano tubular agudo (adelgagamento citoplasmatico, dilatagao tubular, perda
da “borda em escova”, ruptura da membrana basal, apoptose e proliferagdo aumentada)
e necrose glomerular, além de ser mais freqiiente em bidpsias motivadas por disfuncao
do enxerto, em comparacdo as taxas observadas em bidpsias protocolares (Mauiyyedi e
cols. 2002; Nickeleit e cols., 2002; Mengel e cols., 2005). O intersticio pode exibir
edema, infiltrado inflamatério mononuclear, infiltracdo neutrofilica, plasmécitos e
macrofagos (Desvaux e cols., 2004). As artérias podem ainda exibir espessamento
intimal fibromixdide. Adicionalmente, podem ser observadas, concomitantemente,
alteragdes diagnosticas de TCMR aguda e manifestacdes morfoldgicas de dano cronico
(Truong e cols., 2007).

Estudos clinico-patolégicos como os acima referidos forneceram a base para o
estabelecimento recente dos critérios para o diagnodstico desta variedade de rejei¢ao
aguda. A triade diagndstica inclui os achados histopatoldgicos observados na bidpsia, a
evidéncia imunopatoldgica e a presenca de anticorpos anti-doador séricos (contra HLA
ou contra outros antigenos endoteliais do doador). As alteragdes histopatologicas
incluem dano tubular agudo, presenga de neutrofilos e/ou células mononucleares em

capilares peritubulares, trombose capilar e arterite (arterite transmural e/ou arterite com
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necrose fibrindide). O principal critério imunopatologico consiste na positividade do
C4d em capilares peritubulares, utilizando-se imunofluorescéncia ou imunoistoquimica.
Alternativamente, consideram-se a deposicdo de imunoglobulina em capilares
peritubulares e a presenca de imunoglobulina(s) e fragdo(des) do complemento em
necrose fibrindide arterial. Nos casos nos quais a bidpsia contempla padrio
histopatologico requerido, mas um dos outros dois critérios ndo ¢ preenchido,
recomenda-se o diagnoéstico de “suspeito” de AMR aguda. Adicionalmente, classifica-se
a rejei¢do de acordo com o padrdo histopatoldgico nos graus I, caracterizado por dano
tubular agudo; II, definido por glomerulite e/ou pela presenca de leucocitos e/ou
trombos em capilares peritubulares e/ou glomerulares; e III, com arterite transmural

e/ou arterite com necrose fibrindide (Racusen e cols., 2003).

1.2.4 Aspectos Clinicos

As manifestagdes clinicas sdo inespecificas e ndo-diagnosticas, constituindo-se
de caracteristicas de lesdo aguda do enxerto como oliguria, deterioracdo rapida da
fun¢do renal sem proteiniria ou com proteintria leve, freqlientemente resistente a
alternativas terapéuticas tradicionais. Tipicamente ocorre pouco tempo apds o
transplante, mas pode ser identificada posteriormente, particularmente em contextos de
imunossupressdo diminuida ou de falta de adesdo ao tratamento (Takemoto e cols.,
2004; Truong e cols., 2007). A AMR aguda também pode ser subclinica. Koo e cols.
(2004) identificaram quatro pacientes (8,5%) preenchendo os critérios sorologico,
histopatologico e imunopatologico, dentre 48 transplantados por meio de bidpsias
protocolares e amostragens séricas efetuadas aos sete dias pds-transplante. O tratamento
da AMR aguda contempla aspectos do evento imunoldgico como a concomitancia com

TCMR aguda, dessensibilizagdo, inibi¢do de DSAs, deplecdo de linfocitos B e redugdo
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de plasmoécitos e seus precursores. As possibilidades terapéuticas incluem
imunoglobulina intravenosa, plasmaferese, globulina hiper-imune de citomegalovirus de
baixa dose, anticorpo anti-CD20 e esplenectomia (Montgomery e cols., 2004; Takemoto

e cols., 2004).

1.3. Alteracgdes Cronicas do Enxerto Renal

1.3.1. Defini¢des

As alteragdes cronicas que acometem o rim transplantado constituem a segunda
maior causa de perda de enxerto renal, sendo superada apenas pelo 6bito do paciente
(Paul, 1995). Clinicamente, estas altera¢des cronicas manifestam-se como disfuncdo
cronica do enxerto renal, que se caracteriza pela diminuicdo progressiva da taxa de
filtracdo glomerular, podendo ou ndo ser acompanhada de hipertensdo e proteinuria
(Chapman e cols., 2005). Os achados histopatologicos mais freqiientemente associados
a este quadro sdo a atrofia tubular e a fibrose intersticial, acompanhados ou ndo de
espessamento fibrointimal de artérias e de glomeruloesclerose (Joosten e cols., 2003).
Até recentemente, convencionava-se denominar estes comemorativos histolégicos como
“nefropatia cronica do enxerto” (“CAN”: “chronic allograft nephopathy’”), mas este
termo esta sendo removido das classificagdes clinico-patoldgicas mais recentes (Solez e
cols., 2007, Solez e cols., 2008). Os graus mais acentuados destas alteragcdes

morfoldgicas cronicas associam-se @ menor sobrevida do enxerto (Freese e cols., 2001).

1.3.2. Epidemiologia
A prevaléncia de alteracdes histopatologicas caracteristicas de dano cronico ao

enxerto renal (para as quais muitos autores utilizaram o termo “CAN”) varia entre os
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estudos, mas ¢ caracteristicamente alta em longos seguimentos. Levantamento realizado
em Hannover (Alemanha) detectou a presenga de “CAN” em aproximadamente 30%
dos pacientes aos seis meses poés-transplante (Schwartz e cols., 2005). Em trabalho
francés a taxa ficou em 25% aos trés meses e em 50% aos dois anos, em pacientes
transplantados com rim de doador falecido (Legendre e cols., 1998). Em ensaio clinico
norte-americano, as taxas, aos dois anos apo6s o transplante, ficaram em 72,3% no grupo
utilizando ciclosporina ¢ 62,0% no grupo utilizando tacrolimus (Solez e cols., 1998).
Em seguimento mais prolongado, estudo de grupo australiano acompanhando
prospectivamente 120 pacientes ¢ analisando 959 bidpsias (808 protocolares e 151 por
indicagdo clinica) demonstrou uma prevaléncia de “CAN” de 58,4% ao final de dez
anos pos-transplante (Nankivell e cols., 2003).

Os fatores de risco associados ao dano cronico ao enxerto renal incluem
preditores imunolégicos e ndo imunoloégicos. No primeiro grupo, encontram-se grau de
incompatibilidade HLA, ocorréncia de episodios de rejeicdo aguda, rejeicdo cronica,
imunossupressao inadequada e presenca de DSAs pré-transplante ou formados apds o
transplante. No segundo grupo, sdo incluidos tempos de isquemia fria e quente,
infecgdes virais, idade e sexo do doador e do receptor, causa do 6bito do doador, etnia,

doenga renal recorrente e toxicidade farmacoldgica (Bellos e cols., 2005).

1.3.3. Fisiopatologia
O dano cronico ao enxerto renal ¢ mediado por uma série de fatores agressores
como rejeicdo cronica, inflamagdo persistente, desequilibrios estruturais, isquemia,
senescéncia replicativa, transicdo epitélio-mesenquimal e outros agentes causadores de

lesdo. Estes fatores lesivos levam a dano histologico e funcional cumulativo aos quatro
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grandes compartimentos do rim transplantado (intersticio, tibulos, glomérulos ¢ vasos)
(Nankivell e Chapman, 2006).

Processos independentes de reconhecimento imunoldgico de aloantigenos, os
quais colaboram para a ocorréncia de rejei¢ao cronica, podem envolver fatores presentes
antes e logo apds o transplante. A morte encefilica e a isquemia-reperfusdo induzem e
ampliam a resposta imunoldgica por meio de produgao de espécies reativas de oxigénio,
mediadores pro-inflamatorios, fatores de crescimento e expressdo aumentada de
moléculas de adesdo e de antigenos HLA das classes I e II (Szabo e Heeman, 1998;
Takada e cols., 1998; Pratschke e cols., 2001). A morte encefalica causa maior
expressdo de selectinas no endotélio, com subseqiiente adesdo leucocitaria (Gasser e
cols., 2002). O processo de isquemia-reperfusdo decorrente da anastomose do enxerto
leva a producdo das interleucinas 12 e 18 (IL-12 e IL-18), as quais estimulam a secre¢ao
de interferon-gama (INF-y), que, por sua vez, induz maior expressdo de antigenos HLA
das classes I ¢ II (Daemen e cols., 1999). O endotélio torna-se reativo e¢ ha ativagao de
moléculas co-estimulatorias, o que facilita a ativacdo de linfécitos T (Szabo e cols.,
1998; Pratschke e cols., 2001). As células tubulares podem sofrer apoptose
desencadeada pela presenca das espécies reativas do oxigénio (Chien e cols., 2001;
Daemen e cols.,, 2002). Todo este processo resulta em recrutamento de células
inflamatorias e amplificagdo da resposta imunologica ndo exclusivamente dependente
de aloantigenos, colaborando para a génese do dano cronico do enxerto renal e suas
alteracdes histopatologicas correspondentes (Azuma e cols., 1996; Penfield e cols.,
1999; Dragun e cols., 2000).

A resposta imunoldgica celular desencadeada por aloantigenos tem participacao
ativa na fisiopatologia da rejeicdo cronica. ApoOs o transplante, o mecanismo de

apresentagdo de antigenos mais relevante ¢ o indireto, o que resulta na ativagdo de
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linfocitos CD4, principalmente a populagdao Th2 (Th2: T-helper 2) (Sayegh, 1999;
Womer e cols., 2001; Allan e Madsen, 2002). As vias co-estimulatérias CD28-B7 e
CD40-CD154 também colaboram nesta ativagdo de linfécitos envolvidos na rejei¢ao
cronica (Laskowski e cols., 2002; Yamada e Sayegh, 2002). Esta derivac¢ao para o ramo
Th2 ¢ influenciada por fatores como as propriedades dos antigenos, o tipo de APC, o
compartimento histolégico e as citocinas presentes (Le Moine e cols., 2002). A
interleucina-4 (IL-4), quando presente, induz a maior diferenciagdo em Th2 (Leitenberg
e cols., 1999). Enxertos acometidos por rejeigcdo cronica expressam predominantemente
citocinas relacionadas a linfocitos T CD4 Th2, como TGF-B, interleucina-5 (IL-5),
interleucina-10 (IL-10) e a propria IL-4 (Suthanthiran, 1997; Hamar e cols., 2001). A
resposta Th2 leva a fibrose no enxerto renal, devido a deposicao de matriz extracelular,
decorrente deste perfil de citocinas, pois o0 TGF-$ e a IL-4 levam a maior produgdo de
matriz extracelular (Ruger e cols., 2000). Estes dois mediadores juntamente com a IL-
10 inibem a sintese de metaloproteinases e estimulam a producdo dos inibidores destas
enzimas, favorecendo ainda mais a ocorréncia de fibrose (Vaillant e cols., 2001).

A formacdo de aloanticorpos estd claramente associada a rejei¢ao crdnica
(Terasaki, 2003 e 2008). A presenca de anticorpos anti-HLLA confere risco cinco ou seis
vezes maior de rejei¢do cronica (Abe e cols., 1997; Piazza e cols., 2001). A ligacao
destes anticorpos a células endoteliais e a células musculares lisas pode levar a
expressdo aumentada de fatores de crescimento e seus receptores € a maior taxa de
proliferacdo. Isto resulta em alteracdes histopatoldgicas caracteristicas da rejeicao
cronica como a arteriopatia do transplante (Harris e cols., 1997; Bian e cols., 1998).

Os episodios sucessivos de dano agudo ao enxerto renal podem ser seguidos por
resolugdo incompleta do processo inflamatorio. A persisténcia de infiltrado inflamatorio

cronico em areas de fibrose (“fibrose ativada”) acompanhada de rejei¢do subclinica
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associa-se a perda funcional e a diminui¢cdo da sobrevida do enxerto (Croker e cols.,
1996; Nankivell e cols., 2004a e b).

A lesdo inflamatoria tubular leva a perda da integridade da membrana basal
tubular, fibrose obliterativa local, alteragdes de permeabilidade e dano estrutural
(Bonsib e cols., 2000). A lesdo tubular pode causar desequilibrios estruturais
significativos no enxerto renal. Alteracdes tubulares resultantes de dano tubular agudo,
apoptose, atrofia tubular ou obstrugdo podem levar a formacao de glomérulos atubulares
devido a desconexdo entre glomérulos e tibulos e entre os tibulos em seus diferentes
niveis, o que leva ao funcionamento inadequado (Kriz e cols., 2001).

A isquemia cortical resulta de obstrugdo vascular causada por diferentes agentes,
como eventos imunologicos e toxicos. Alteracdes vasculares relacionadas a rejei¢do
cronica mediada por anticorpos, como oclusdo de capilares peritubulares, espessamento
fibrointimal de artérias e alteragdes glomerulares cronicas relacionam-se a severidade
do dano tubulo-intersticial (Ishii e cols., 2005). Imunossupressores como a ciclosporina
podem levar tanto a dano estrutural de vasos (hialinose arteriolar) quanto a distirbio
funcional (vasoconstrigdo) (Nankivell e cols., 2004d).

A senescéncia replicativa (envelhecimento e exaustdo celulares acelerados
induzidos por estresse) tem sido implicada na causacdo do dano cronico ao enxerto
renal. As células somaticas em cultura cessam de entrar no ciclo celular apdés um
determinado numero de divisdes (o limite Hayflick). Na espécie humana este controle ¢
efetuado pelos teldmeros, os quais sdo repeticdes de DNA nas terminagdes dos
cromossomos que se tornam mais curtos apds cada divisdo. A perda dos telomeros leva
a instabilidade gendmica, senescéncia replicativa e morte celular. Esta seqiiéncia pode
ser impedida pela enzima telomerase. Teldmeros encurtados (os quais tornam as

populacdes celulares mais suscetiveis a senescéncia replicativa) t€ém sido observados em
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rins nativos e transplantados mais velhos e em enxertos com “CAN” (Ferlicot e cols.,
2003).

O fendmeno da transicdo epitélio-mesenquimal também colabora para o
estabelecimento da fibrose no enxerto. A lesdo tubular acarreta perda da adesdo
intercelular e desencadeia uma seqiiéncia de alteracdes na composi¢do das células
tubulares. A perda de zonulas de oclusdo, zonulas de adesdo, desmossomos e moléculas
de E-caderina dos tubulos ¢ seguida por formagdo de fibras de F-actina, actina-alfa de
musculo liso, filopddios e lamelopddios. O processo culmina na transformagdo das
células epiteliais tubulares em miofibroblastos, influenciados por TGF-f1, dano
hipdxico e interleucina-1 (IL-1). Ocorre a ruptura da membrana basal mediada por
metaloproteinases (MMP-2 e MMP-9) e as células modificadas migram para o
intersticio, onde produzem e depositam matriz extracelular (Nicholson e cols., 2002;
Liu, 2004; Djamali e cols., 2005; Vongwiwatana e cols., 2005).

Outros agentes associados com lesdo tém sido implicados na génese do dano
cronico. Dentre estes se citam hiperfiltracdo, proteintria, hipertensdo, tabagismo,
hiperlipidemia, espécies reativas do oxigénio, citocinas e infec¢do por poliomavirus
(Fernandez-Miranda e cols., 1997; Lipman e cols., 1998; Opelz e cols., 1998; Albrecht e
cols., 2002; Fernandez-Fresnedo e cols., 2004; Mannon, 2004; Nankivell e cols.,

2004b).

1.3.4. Classificacao
A classificagdo das alteracdes cronicas do enxerto renal ¢ efetuada tendo como
base o quadro histopatologico, associado a dados clinicos e laboratoriais. Esta
classificagdo, assim como os termos que a compde, tem sofrido modificacdes bastante

significativas nos ultimos anos. O termo “nefropatia cronica do enxerto” foi cunhado
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em 1991 em reunides cientificas da primeira classificagdo de Banff. A intencao foi criar
uma expressao mais genérica, como tentativa de debelar a tendéncia da época de atribuir
aos processos de rejeicao cronica todos os casos nos quais a biopsia revelava achados de
cronicidade. O diagnoéstico baseava-se na ocorréncia de fibrose intersticial e atrofia
tubular, acompanhadas ou ndo por alteragdes vasculares e glomerulares. A sua
graduagdo tinha um carater totalmente semiquantitativo, atribuindo os graus I (leve), 11
(moderado) e III (severo), tomando-se como referéncia a intensidade dos achados
intersticiais e tubulares (Solez e cols., 1993; Solez e cols., 1996). Posteriormente, nas
reunides ocorridas em 1997, langaram-se bases mais objetivas para a graduacdo da
“CAN” e convencionou-se dividi-la em duas categorias qualitativas de acordo com a
presencga ou ndo de achados morfologicos sugestivos de rejeigdo cronica. A “CAN” grau
I compreendia comprometimento de até 25% do cortex renal; o grau I, acometimento
de 26% a 50% do cortex renal; e o grau III, envolvimento de mais de 50% do cortex
renal. Qualitativamente, a “CAN” poderia ser classificada em “a” (sem alteragdes
morfoldgicas sugestivas de rejeicdo cronica) ou “b” (com alteragdes morfoldgicas
sugestivas de rejei¢cdo cronica). As alteracdes morfologicas sugestivas de rejeicao
cronica eram a glomerulopatia do transplante (vide adiante) e o espessamento fibroso
intimal de artérias (Racusen e cols., 1999; Chapman e cols., 2005).

No entanto, evidéncias mais recentes associaram caracteristicas histopatologicas
e a positividade do C4d (detectada por imunofluorescéncia e/ou imunoistoquimica)
entre si e a presenga de DSAs. Estes dados possibilitaram a classificagdo de casos com
alteracdes cronicas como rejeicdo mediada por anticorpos cronica, rejeicdo mediada por
linfocitos T cronica e outras formas de agressdo ao enxerto, ndo resultantes de rejeicao.
Além da arteriopatia do transplante (j& ha mais tempo estudada), outros dois achados

histopatologicos tém sido mais intensamente estudados: a glomerulopatia do transplante
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(TG: transplant glomerulopathy) e a multilamelagdo da membrana basal dos capilares
peritubulares (PTCBMML: peritubular capillary basement membrane multilayering)
(Solez e cols., 2007).

A TG, também denominada glomerulopatia do enxerto ou glomerulopatia
cronica do enxerto, caracteriza-se pela reduplicagio da membrana basal glomerular
devida a um alargamento do espaco subendotelial associado a aumento da matriz
mesangial ¢ de células mesangiais, tendo, portanto, grande similaridade com a
glomerulonefrite membranoproliferativa. A TG diferencia-se deste padrdo de
glomerulopatia por ndo apresentar deposicdo de C3 a imunofluorescéncia e por exibir
depositos elétron-lucentes a microscopia eletronica (Habib e cols., 1993; Andresdotirr e
cols., 1998). Epidemiologicamente, a TG tem como fatores de risco a presenga de
aloanticorpos pds-transplante e episddio de rejeicdo aguda trés meses apds o transplante
(Sijpkens e cols., 2004). E detectada em 4,0% dos transplantes em um ano pos-
transplante e atinge 20,2% a 41,1% ap0s cinco anos (Nankivell e cols., 2004c; Gloor e
cols., 2007; Cosio e cols., 2008). Clinicamente, caracteriza-se por hipertensdo, perda de
fun¢do renal e proteiniria. A proteinuria pode atingir niveis nefréticos e levar a
sindrome nefrética. Poucos casos manifestam hematuria microscopica (Vongwiwatana e
cols., 2004). Mauiyyedi e cols. (2001), analisando grupo 38 pacientes transplantados,
identificaram TG em 61% dos casos com C4d positivo e em 50% dos casos C4d
negativo. No entanto esta diferenca percentual de 11% ndo atingiu significado
estatistico. Houve forte associacdo entre a positividade de C4d e a presenca de
anticorpos séricos anti-HLA do doador. Estudo austriaco posterior alocando 213
bidpsias de 213 pacientes colhidas apds um ano de transplante (média de 4,9 anos pos-
transplante), detectou TG em 53% dos casos C4d positivos e em 14% dos casos C4d

negativos, dado que alcangou significado estatistico (P < 0,0001). No mesmo estudo,
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observou-se a evolucdo para TG em bidpsias posteriores em 82% dos casos com
bidpsias iniciais C4d positivas, porém sem este achado histopatolégico. Nos casos com
biopsias iniciais C4d negativas, 27% destes evoluiram para TG. Este dado foi
estatisticamente significativo e demonstrou associacao entre biopsia C4d positiva e TG
posterior (Regele e cols., 2002). Em pacientes pedidtricos a TG também tem sido
associada a positividade de C4d e de DSAs (Herman e cols., 2005). A TG relaciona-se
ainda com a presenga de anticorpos anti-HLA de classe II, com a elevacdo destes
anticorpos e com menor sobrevida do enxerto (Issa e cols., 2008).

A PTCBMML ¢ definida, com a utilizacdo da microscopia eletronica, pelo
acimulo de camadas na membrana basal dos capilares peritubulares, com rupturas
freqlientes e geralmente sem fibras de colageno e tem sido associada a rejei¢do cronica e
a “CAN”, em comparagdo a outros grupos de pacientes (Ivanyi e cols., 2000, Kiyici e
cols., 2003). Estudo efetuado no Japao detectou associacdo significativa entre a maior
espessura dos capilares peritubulares com “CAN” com alteragdes morfoldgicas
sugestivas de rejei¢dao cronica (“CAN” b) (Aita e cols., 2007). Regele e cols. (2002)
relataram forte associagdo da PTCBMML ndo somente com positividade para C4d, mas
também com a presenga de TG.

Este acimulo de evidéncias levou a uma mudanca na classificagdo do dano
cronico do enxerto renal e uma proposicdo de eliminagdo do termo “CAN”. Foram
definidos os critérios para a rejei¢do mediada por anticorpos cronica ativa e da rejei¢do
mediada por linfocitos T cronica ativa. Para a primeira categoria diagnostica, devem
estar presentes achados histopatologicos (arteriopatia do transplante e/ou TG e/ou
PTCBMML e/ou atrofia tubular com fibrose intersticial), positividade de C4d e de
DSAs séricos. Se os achados morfologicos forem acompanhados da positividade de

C4d, sem a deteccao de DSAs séricos ou, forem acompanhados de DSAs, sem a
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positividade de C4d, recomenda-se o diagnostico de “sugestivo de rejei¢do mediada por
anticorpos cronica ativa”. A rejei¢do mediada por linfécitos T cronica ativa tem sua
definicdo na presenga do critério histopatolégico da denominada “arteriopatia cronica
do enxerto”, definida por formagdo de neointima e fibrose intimal com infiltragdo
inflamatoria mononuclear em artéria(s). Houve também o refor¢o da recomendacdo do
diagnéstico diferencial com outras entidades como toxicidade por imunossupressores,
infecgdo por poliomavirus, alteragdes induzidas por hipertensdo arterial, obstrugdo
cronica, dentre outras. Para os casos com fibrose intersticial e atrofia tubular
desacompanhadas de outros critérios morfologicos, imunopatologicos ¢ imunolédgicos
que permitam esta distingdo, convencionou-se designa-los como fibrose intersticial e
atrofia tubular, sem evidéncia de etiologia especifica (Solez e cols., 2007; Solez e cols.,
2008).

Adicionalmente, ha esforcos para o desenvolvimento de técnicas mais precisas
de quantificagdo do dano cronico, enfatizando a fibrose intersticial. Em analises
computadorizadas de imagem medindo o volume de fibrose intersticial cortical
fracionado (Viriv), com a utilizagdo da técnica de picrossirius, maiores indices de
fibrose intersticial foram correlacionados com menor tempo para perda de enxerto, ao
serem utilizadas bidpsias protocolares aos seis meses poOs-transplante de pacientes
adultos (Grim e cols., 2003). Outro estudo, alocando biopsias de indicacdo clinica de
pacientes pediatricos, também utilizando a técnica de picrossirius e aferindo o Viyib,
demonstrou piora da fun¢do renal dois anos apds a biopsia em 93% dos pacientes
quando o Vi, foi superior a 10%. Houve melhora da fungdo renal em 82% dos
pacientes no mesmo periodo com Vb inferior a 5% (Pape e cols., 2003). Por fim, ha a
referéncia de maior percentual da extensdo de coloragdo com método a base de prata

(PAMS: periodic acid methenamine stain), utilizando-se analise digital de imagem,
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associar-se com maiores indices de fibrose intersticial e de atrofia tubular e correlagdo

com maiores niveis de creatinina sérica apos trés meses (Sarioglu e cols., 2006).

1.4. Impacto da Rejeicdo Aguda

Apesar do declinio na incidéncia dos episédios de rejeicdo aguda em
transplantados renais e da melhora da sobrevida observadas nas ultimas décadas, a
rejeicdo aguda continua tendo impacto negativo nestes pacientes. Consideravel nimero
de estudos tem fornecido evidéncias acerca deste impacto. Estes estudos enfocam
principalmente a TCMR aguda e avaliam a influéncia do evento imunologico sobre
desfechos como funcdo renal em determinados intervalos apos o transplante, associag@o
com alteragdes morfoldgicas cronicas (notadamente a “CAN” e a rejeicdo cronica) e
sobrevida do enxerto, além de outros dados progndsticos. O estabelecimento recente dos
critérios para AMR aguda limita o nimero de publicagcdes acerca do impacto desta,
formalmente diagnosticada, sobre desfechos, apesar da crescente disponibilidade de
evidéncias associando progndstico desfavoravel aos fenomenos imunologicos mediados
por anticorpos, principalmente por meio da positividade do C4d. Devido a este fato,
rejeicdo aguda, sem outras especificagdes, na maior parte dos estudos citados nesta
secdo, refere-se 8 TCMR aguda. (Hariharan e cols., 2000; Ponticelli, 2004; Tantravahi e

cols., 2007).

1.4.1. Impacto Sobre a Fungdo do Enxerto
Nickerson e cols. (1998) estudando 71 pacientes, dos quais 65 com enxerto de
doador falecido, analisaram os fatores determinantes de aumento de creatinina sérica
elevada medida aos dois anos apds o transplante. Estes pacientes foram monitorizados

com bidpsias protocolares efetuadas em um, dois, trés, seis e doze meses pOs-
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transplante. Dentre as varidveis associadas a maiores niveis de creatinina sérica aos dois
anos ap6s o transplante, destacaram-se a presenca de episddio de rejeicdo aguda, a
intensidade histologica da rejeicdo e o nimero de episodios.

Outra forma encontrada na literatura para verificar o impacto da rejei¢do aguda
sobre a funcdo do enxerto ¢ a divisdo dos pacientes em quartis de acordo com os seus
niveis séricos de creatinina. Analise de 1.389 transplantados constatou que o quartil
mais alto de creatinina sérica (aquele com a pior fungdo do enxerto) apos um e trés anos
de transplante apresentava associagdo com rejei¢ao aguda no primeiro ano (Paraskevas

e cols., 2000).

1.4.2. Associacdo com Alteragdes Histopatoldgicas Cronicas

Estudo espanhol com bidpsias protocolares efetuadas entre dois e cinco meses
em 98 transplantados de doador falecido detectou “CAN” em 41 pacientes. A andlise
retrospectiva nestes casos qualificou rejeicdo aguda prévia como fator de risco
independente para “CAN” (Seron e cols., 1997). No entanto, além da simples ocorréncia
de rejeigdo, algumas caracteristicas da mesma influenciam sobre a sua associagdo com
alteracdes histopatologicas cronicas. Massy e cols. (1996) associaram episddios de
rejeicdo aguda clinicamente manifesta com rejeicdo cronica, particularmente os
episodios mais severos, de repeticdo e ocorridos apos os trés meses de transplante.
Episodios ocorridos antes deste periodo ndo se associaram, de modo estatisticamente
significativo, a rejeicdo cronica. Eventos ocorridos apds os dois anos de transplantes
atingiram o maior risco relativo (RR) para rejei¢cao cronica (RR = 10,47). Ashraf e cols.
(1998) analisaram a influéncia do momento de ocorréncia da rejeicdo aguda e a sua
resposta a terapéutica sobre a ocorréncia CAN, em um seguimento minimo de cinco

anos. Cerca de 53% dos pacientes com rejeicdo aguda ocorrida dois meses apos o
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transplante tiveram diagnostico de “CAN”, em comparagdo com a taxa de pouco mais
de 17% nos pacientes sem esta ocorréncia ou com rejeicdo antes de dois meses
(diferenca estatisticamente significativa). A “CAN” associou-se aos casos parcialmente
responsivos a terapéutica de primeira linha e nos casos com necessidade de terapéutica
complementar. Esta associagdo ndo ocorreu nos casos totalmente responsivos a
terapéutica.

A ocorréncia de rejei¢ao aguda também tem demonstrado impacto em algumas
situacdes particulares. Enxertos de doadores com idade mais avancada apresentam
maior suscetibilidade de desenvolver “CAN”. Dentre os fatores de risco para “CAN”
nestes pacientes, estd o risco aumentado para rejeicao aguda, além de menor volume de
parénquima, maior suscetibilidade a nefrotoxicidade devida a imunossupressores,
incidéncia aumentada de fungdo retardada do enxerto e hipertensdo arterial (Arns e
cols., 2007). A relagdo entre rejei¢ao aguda e alteracdes morfoldgicas cronicas tem sido
observada no contexto da falta de adequada adesdo ao tratamento. Trabalho belga
comparando caracteristicas de biopsias detectou maior incidéncia de rejeicdo aguda
entre pacientes considerados ndo-aderentes. Comparando bidpsias com rejei¢do aguda
nos grupos com adesdo adequada ao tratamento e sem adesdo adequada ao tratamento
quanto ao grau de atrofia tubular e a avaliagcdo histomorfométrica da fibrose intersticial,
verificaram-se niveis significativamente mais elevados de ambos achados no segundo
grupo (Lerut e cols., 2007).

Outras publicagdes t€ém abordado o impacto da rejeicdo subclinica sobre o
enxerto. Nankivell e cols. (2003) observaram a associagdo da progressdo e da
severidade das alteragdes histopatologicas cronicas com a presenca de rejeicdo
subclinica. Nesta coorte, 114 pacientes tiveram duas bidpsias disponiveis entre um més

e doze meses apds o transplante. Dentre estes, 44,4% dos que tiveram uma bidpsia
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inicial de rejei¢ao aguda apresentaram graus de lesdo cronica sucessivamente mais altos.
Esta taxa foi de 34,1% para os individuos “suspeitos de rejeicdo” (ou rejeigao
borderline) e 29,6% para os transplantados sem estes achados histopatologicos. Ao final
do primeiro ano, “CAN” moderada (grau II) foi encontrada em 25,6% das bidpsias com
rejeicdo subclinica e em 7,5% das bidpsias sem este achado (P < 0,05).

A inducdo de maior expressdo de mediadores pro-fibroticos, destacadamente o
TGF-, durante eventos imunoldgicos agudos tem sido considerada fator essencial para
esta relacdo entre rejeicdo aguda e o dano cronico ao enxerto renal (Shihab e cols.
1995). No entanto, héa evidéncias do papel causal da rejei¢ao aguda no desenvolvimento
do dano cronico do enxerto renal mesmo sem a expressao destes mediadores. Baboolal e
cols. (2002) demonstraram a associagdo entre a ocorréncia de fibrose intersticial em
bidpsias protocolares aos trés, seis e doze meses apos o transplante com rejeicdo aguda
prévia e com a expressao aumentada de fatores pro-fibroticos (TGF-f, trombospondina-
1 e fibronectina). Entretanto, ndo houve relacdo entre a ocorréncia de rejeicao aguda e a
expressdao aumentada destes fatores pro-fibroticos. Os autores aventaram a possibilidade

da existéncia de uma via alternativa que pudesse explicar tal achado.

1.4.3. Impacto na Sobrevida do Enxerto
Andlise de fatores associados com menor sobrevida do enxerto em 729
transplantes de doadores falecidos entre 1985 e 1997 elencou a ocorréncia de rejei¢ao
aguda como um dos fatores relacionados a menor sobrevida do enxerto (Cantarovich e
cols., 2001). Estudo envolvendo tanto transplantados de doadores falecidos quanto de
doadores vivos avaliou o papel da presenca de episddios de rejeicdo aguda na sobrevida
do enxerto aos cinco anos pds-transplante. No primeiro grupo, a sobrevida foi de 88%

para os casos sem historia de rejeicao aguda e de 40% com historia de rejeicdo aguda.
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No segundo grupo, estas taxas foram, respectivamente, de 90% e 73%. Houve diferenga
estatistica em ambos os grupos (Knight e cols., 2001).

Apesar da diminuicdo continua da incidéncia de rejei¢do aguda ao longo dos
anos, ainda ha associagdo desta com a faléncia do rim transplantado. Levantamento feito
na Espanha alocando 3.365 pacientes transplantados nos anos de 1990, 1994 e 1998
registrou significativa reducdo na incidéncia de rejeicao aguda. Entretanto, a ocorréncia
de rejeicao aguda continuou fortemente associada a faléncia do enxerto, representando
um risco de magnitude equivalente nos trés anos estudados (Pallardé e cols., 2004).

Mesmo ocorréncias consideradas de menor risco, como episddios responsivos a
corticosterdides e os ocorridos em curtos intervalos apds o transplante, podem ter
influéncia na sobrevida do enxerto. Estudo analisando rejeicdo aguda com estas
caracteristicas ndo demonstrou impacto destes eventos nos dois primeiros anos. No
entanto, a partir do terceiro ano, estas ocorréncias mostraram influéncia significativa e
as taxas de sobrevida do enxerto também entraram em declinio (Kyllonen e cols., 2000).

Por fim, esta influéncia também foi detectada por Sezer e cols. (2003) em casos
com “CAN” ja estabelecida. Foram observadas maior perda de enxerto quando estes
pacientes portadores de “CAN” foram acometidos por rejeicdo aguda diagnosticada

apos um ano de transplante.

1.4.4. Impacto Sobre Outros Desfechos
Além destes desfechos mais difundidos e estudados, ha associacdo de rejeicao
aguda com outros dois tipos de desfechos. O 6bito com enxerto funcionante (DWGF:
death with graft function) é importante causa de perda de enxerto e ocorre em 9% a 30%
dos pacientes em diferentes séries. Suas principais causas sdo eventos cardiovasculares,

infecgdes, acidentes vasculares encefalicos e neoplasias malignas, além de causas
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desconhecidas. Estudo de 7.040 casos de DWGF em pacientes transplantados entre
1988 e 1997, identificou rejei¢ao aguda como fator de risco independente para este tipo
de evento. Outros fatores relacionados foram receptor caucasiano, idade ao transplante,
hipertensao ou diabetes mellitus como causa da insuficiéncia renal terminal, dura¢do da
dialise pré-transplante, disfuncdo prolongada do enxerto, reatividade contra painel
superior a 30% e algumas caracteristicas do doador (afro-descendéncia, idade superior a
45 anos e doenga cérebro-vascular como causa do 6bito) (Ojo e cols., 2000a). Outro
desfecho importante ¢ o 60bito apds a perda de enxerto (DAGL: death after graft loss),
pois a taxa de mortalidade é cerca de trés vezes superior nos pacientes transplantados
sem enxerto funcionante, em comparacdo aos pacientes com enxerto funcionante.
Andlise da base de dados referente a transplantes efetuados entre 1988 e 1998, com
seguimento de um ano, associou este evento a ocorréncia de rejeicdo aguda, bem como
de infecgdo, trombose e duracdo da didlise pré-transplante superior a dois anos (Kaplan

e Meier-Kriesche, 2002).

1.4.5. Impacto da Rejeicdo Mediada por Anticorpos Aguda

A semelhanga da TCMR aguda, a AMR aguda também tem mostrado impacto
negativo sobre os desfechos no transplante renal. Um dos primeiros estudos englobando
a triade diagnodstica da AMR aguda (positividade de DSAs, achados histopatologicos
compativeis e positividade do C4d) constatou maior resisténcia a terapéutica empregada
e menor sobrevida do enxerto aos seis meses pos-transplante (Crespo e cols., 2001).
Lefaucheur e cols. (2007), examinando casos de TCMR aguda e casos de AMR aguda,
observaram, no segundo grupo, maiores niveis de creatinina sérica e menor sobrevida

do enxerto em acompanhamento médio de trinta meses.
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1.5. Sistemas de Classificacdo da Rejei¢do ao Enxerto Renal

Dentre os sistemas de avaliagdo referentes a patologia do transplante renal
existentes, o mais utilizado e internacionalmente difundido ¢ a Classificagdo de Banff.
Este sistema ¢ mantido por um grupo que define e padroniza a interpretacdo das
biopsias dos orgdos transplantados (ndo apenas o rim), tendo como objetivo a
uniformidade no diagndstico histopatoldgico dos acometimentos dos enxertos, o que €
necessario para a assisténcia aos transplantados, a ocorréncia de pesquisas consistentes e
a realizacdo de ensaios clinicos. O grupo ¢ formado por patologistas, clinicos e
cientistas da area basica, que se reunem a cada dois anos e revisam as diretrizes da
classificagdo baseando-se nas evidéncias disponiveis. Os critérios enfocam ndo so6 a
rejeicdo, mas também outros eventos que potencialmente afetam os enxertos. O
primeiro encontro ocorreu em agosto de 1991 na cidade de Banff (Alberta, Canadd)
liderado por Kim Solez, Lorraine Racusen e Philip Halloran, tendo carater
multidisplinar e congregando patologistas, nefrologistas, cirurgides e especialistas em
histocompatibilidade dos Estados Unidos, Canad4, Dinamarca, Finlandia e Australia. O
ultimo ocorreu em La Coruifia, na Espanha, em junho de 2007, ao qual compareceram
estudiosos de varias nagdes. Apos cada reunido, um relatorio é preparado e publicado.
Os principios bésicos deste sistema sdo a validagdo através da relevancia clinica das
categorias diagndsticas com seus respectivos critérios individuais e graus, a
reprodutibilidade dos diagndsticos entre diferentes avaliadores e a padronizacdo dos
diagnosticos histopatologicos, além dos requisitos minimos necessarios para a amostra
da biopsia ser considerada satisfatoria. As categorias diagnosticas fundamentam-se nos
parametros agudos e cronicos afetando os quatro compartimentos do parénquima renal

(tabulos, intersticio, vasos e glomérulos). Os parametros e as categorias diagndsticas
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das diferentes edicdes estdo presentes nos anexos (Mazzucci e cols., 1999; Mengel e

cols., 2007; Sementilli e cols., 2008; Solez e cols., 2008).

1.5.1. Validacéo da Classificacao de Banff

A validagao clinica da Classificacdo de Banff comecou apds a publicagdo da sua
primeira edi¢do, averiguando-se a relevancia das categorias diagnosticas de rejeicao
aguda e dos critérios individuais por meio de estudos clinico-patologicos (Dooper e
cols., 1995). Estes estudos abordaram a principalmente TCMR aguda, na época
denomina rejeicao aguda celular, pela auséncia prévia de parametros solidos para o
diagnostico da AMR aguda. A sobrevida do enxerto foi analisada em 743 biopsias
colhidas entre o segundo e o trigésimo quinto dia pos-transplante em 293 pacientes.
Este desfecho foi aferido aos trés meses e aos cinco anos pos-transplante. Nos casos
classificados como I e IIA, as taxas foram de 95% e 78%, respectivamente. No grupo
com os graus IIB e III, 78% e 61%, respectivamente. Por fim, no grupo alocado como
grau IIIC e com necrose parenquimatosa, 18% e 6%, respectivamente (Bates e cols.,
1999). A reversibilidade da rejei¢do aguda ao tratamento foi avaliada em 44 pacientes,
sendo 30 com enxertos oriundos de doadores falecidos, em relagdo as suas trés
diferentes classes. Observou-se consistente associacdo da classe com a reversao do
quadro de rejeicao (P < 0,001). As taxas de reversdo completa foram de 93% nos casos
classificados como classe I, 79% para classe Il e 47% para classe III (Gaber e cols.,
1996). Adicionalmente, a analise de bidpsias sucessivas demonstra a associagdo de
classes mais severas em biOpsias subseqiientes com primeiras bidpsias revelando
também acentuados graus de rejeicao (Gaber e cols., 1999).

O acometimento agudo dos vasos arteriais foi um dos parametros inicialmente

mais estudados, e foi incluido nas classes mais altas de rejei¢do, principalmente devido
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as evidéncias relacionando-o a pior prognostico (Nickeleit e cols., 1998). Uma coorte de
482 transplantados entre 1983 e 1991 com enxertos oriundos de doadores falecidos
demonstrou diferencas significativas na sobrevida do enxerto ap6s o primeiro € quinto
anos de transplante em pacientes com episddio(s) de rejeicdo aguda com acometimento
arterial ¢ em pacientes com episddio(s) de rejeicdo aguda sem acometimento arterial.
No primeiro grupo, estas taxas foram de 50,0% e 34,3%, enquanto no, segundo grupo,
foram de 87,0% e 71,4%, fazendo com que a este critério fosse atribuido um risco
relativo de 4,92 para perda de enxerto (van Sasse e cols., 1995). A arterite em graus
mais severos também se associa a menor responsividade ao tratamento com
corticosteroides (Gaber e cols., 1995).

Embora ndo tendo o mesmo destaque da arterite, a tubulite também influencia os
parametros de sucesso do transplante renal, particularmente quando mais intensa.
Trabalho aferindo a relevancia progndstica da tubulite observou que as taxas de perda
de enxerto e os niveis séricos de creatinina em um ano foram equivalentes, comparando-
se um grupo de pacientes com arterite leve (vl) a um grupo com tubulite severa (t3),
embora os niveis séricos de creatinina aos seis meses tivessem sido superiores no
primeiro grupo. Ambos os grupos tiveram desfechos desfavoraveis quando comparados
a grupos com graus menores de tubulite (t1 e t2) e desfechos favoraveis em comparagdo
a grupos com graus mais altos de arterite (v2 e v3) (Minervini e cols., 2000).

Outra maneira de verificar o valor da classificagdo ¢ através do escore de Banff
(soma dos valores atribuidos a tubulite, infiltrado inflamatério intersticial, arterite e
glomerulite). Kaminska e cols. (2006) associaram valores mais altos deste escore a

maior perda e pior fun¢do do enxerto em um ano de acompanhamento.
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1.5.2. Reprodutibilidade

A reprodutibilidade dos sistemas patolégicos de graduagdo costuma ser aferida
por meio da estatistica Kappa. Este método estatistico mede a magnitude da
concordancia entre diferentes observadores, atribuindo-se um valor kappa (k) para cada
parametro morfoldgico observado, classe atribuida ou diagnostico considerado. Valores
kappa inferiores a 0,20 indicam baixa reprodutibilidade; entre 0,21 e 0,40, razoavel
reprodutibilidade; entre 0,41 ¢ 0,60, moderada reprodutibilidade; entre 0,61 e 0,80, boa
reprodutibilidade; e, acima de 0,80, excelente reprodutibilidade. Os estudos avaliando a
reprodutibilidade geralmente abordam os parametros individuais e a presenga ou nao de
rejeicdo (Mengel e cols., 2007).

Os dados publicados revelam valores kappa melhores quando se avalia a
presenga ou a auséncia de rejeicdo, em comparacdo aos valores obtidos acerca dos
parametros individuais. Os principais estudos que abordaram os valores kappa para a
presenca ou ndo de rejei¢do aguda registram niimeros variando entre 0,46 ¢ 0,77. A
avaliacdo dos achados histopatoldgicos de acometimento agudo revelam variagdo de
valores entre 0,17 e 0,53 para tubulite, 0,33 e 0,42 para o infiltrado inflamatorio
intersticial, 0,35 e 0,58 para a arterite e 0,19 e 0,50 para a glomerulite (Solez e cols.,
1995; Marcussen e cols., 1995; Furness e Taub, 2001; Gough e cols., 2002; Furness e
cols., 2003; Veronese ¢ cols., 2005).

Mais recentemente, adicionou-se um novo parametro das alteragdes agudas do
enxerto renal, o infiltrado inflamatério em capilares peritubulares (ptc). A
reprodutibilidade deste parametro foi avaliada e atingiu um valor kappa de 0,62 (Gibson
e cols., 2008).

Os valores kappa para os parametros histopatologicos de cronicidade nao

atingiram niveis destacados em estudo de Furness e cols. (2001), envolvendo vinte e
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dois centros europeus de transplante. Os valores para glomerulopatia cronica do
transplante, fibrose intersticial, atrofia tubular e arteriopatia cronica do enxerto foram,
respectivamente, 0,11, 0,30, 0,29 e 0,36. Trabalho japonés, embora ndo atribuindo
valores kappa, registrou baixa reprodutibilidade para alteracdes e parametros de

cronicidade (Joh e cols., 2006).

1.5.3. O Acréscimo do C4d

O estudo pioneiro de Feucht e cols. (1991) demonstrando a positividade do C4d
em capilares peritubulares e glomerulares em bidpsias de transplantados com rins de
doadores falecidos abriu caminho para os estudos posteriores que definiram este
marcador como importante critério para o diagnéstico da AMR, conforme descrito em
secdes anteriores. Foi detectada associagdo desta positividade a alto risco imunologico e
acentuada reatividade contra painel.

Além da importancia diagnoéstica, a relevancia prognostica da positividade desta
subfracdo do complemento, levou a sua inclusdo na Classificagdo de Banff. O mesmo
grupo da descri¢do inicial do C4d em transplantes renais demonstrou associacao entre a
positividade deste marcador em pacientes com fung¢do retardada do enxerto a menores
taxas de sobrevida do enxerto em um ano de seguimento nos casos com positividade
difusa (57% de perda) em comparacdo aos casos negativos (90%) (Feucht e cols. 1993).
A importancia prognodstica do marcador foi também demonstrada ao serem avaliados os
niveis séricos de creatinina aos seis, doze e dezoito meses. Pacientes com C4d positivo
tiveram niveis significativamente maiores nos trés intervalos, mesmo na auséncia de
evidéncias morfologicas de rejeicdo (Regele e cols., 2001). Adicionalmente, ja foi
demonstrado impacto da positividade focal do C4d sobre a funcdo renal. Magil e

Tinckam demonstraram equivaléncia na propor¢do de pacientes com taxa de filtragdo
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glomerular abaixo de 30 mL/min em um, dois e quatro anos apos o transplantes,
comparando-se grupos de pacientes com C4d positivo difusamente distribuido em
pacientes com positividade focal. Esta propor¢ao de pacientes com ma fungao renal foi
significativamente inferior no grupo negativo.

Em nosso pais, David-Neto e cols. (2007) estudaram oitenta pacientes com
diagnéstico de “CAN” registrado em arquivo referente aos anos de 1997 a 2003,
verificando o papel prognéstico do C4d. Os casos considerados positivos foram aqueles
nos quais mais de 10% dos capilares peritubulares apresentaram marcacao. As taxas de
mortalidade e de perda de enxerto foram significativamente maiores no grupo positivo.

A detecgdo do C4d pode ser efetuada por meio de imunofluorescéncia e
imunoistoquimica. Para a confec¢do das laminas de imunofluorescéncia, ¢ utilizado
material de biopsias renais com tecido congelado e anticorpo anti-C4d monoclonal. Ja
quando se lanca mao da imunoistoquimica, o tecido utilizado provém de bidpsias renais
embebidas e armazenadas em blocos de parafina e o anticorpo anti-C4d ¢ policlonal.
Comparacao entre estas duas técnicas demonstrou superioridade da imunofluorescéncia
sobre a imunoistoquimica, quando sdo avaliados os critérios de sensibilidade e
concordancia entre diferentes observadores (Seemayer e cols., 2007). Outros autores, no

entanto, alegam equivaléncia entre as técnicas (Nadasdy e cols., 2005).

1.5.4. Outras Classificagdes
Anteriormente a Classificacdo de Banff, segundo Gaber e cols. (1996),
Finkelstein e cols. elaboraram um sistema de avaliacdo de rejeicdo aguda, o qual se
baseava na soma de nove critérios histopatoldgicos. Este sistema mostrou-se ttil para a
previsdo de resposta terapéutica. No entanto, apresentava-se suscetivel a impressao

geral do patologista avaliador. Parfrey e cols. idealizaram um sistema combinando
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dados morfologicos e clinicos, que mostrou relagdo com desfechos do transplante
(Gaber e cols., 1996).

Alternativamente a Classificagdo de Banff, surgiu o Sistema CCTT (Cooperative
Clinical Trials in Transplantation), apoiado pelo NIH (National Institute of Health).
Este novo sistema mostrou-se reprodutivel e com boa validacao clinica (Colvin e cols.,
1997). Posteriormente, acabou sendo incorporado a Classificagdo de Banff, participando
muitos de seus idealizadores das reunides periodicas que definem as diretrizes da
classifica¢do (Mengel e cols., 2007). O escore CADI (Chronic Allograft Damage Index:
fndice do Dano Crénico do Enxerto) persiste como uma alternativa, no que tange as
alteracdes cronicas do enxerto. Este escore baseia-se na avaliacdo de seis parametros
histopatologicos de cronicidade: infiltrado inflamatdrio cronico intersticial, fibrose
intersticial, aumento da matriz mesangial glomerular, esclerose glomerular, proliferagdo
vascular intimal e atrofia tubular. Cada um destes achados histopatoldgicos ¢ graduado
de 0 a 3, sendo o escore final uma soma destes seis valores (Isoniemi e cols., 1994). O
CADI demonstrou adequadas concordancia entre avaliadores e relagdo com perda de
enxerto e com variaveis clinicas como idade do doador, ocorréncia prévia de rejei¢ao
aguda, idade do receptor e tempo de isquemia fria (Yilmaz e cols., 2003; Yilmaz e cols.,

2007).

1.6. Linfocitos B

1.6.1. Generalidades
Conceitualmente, os linfocitos B sdo células que expressam imunoglobulinas de
superficie que atravessam a membrana plasmdtica e servem como receptores de

reconhecimento para epitopos antigénicos especificos. Estes receptores caracterizam-se
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por grande diversidade e distribui¢do clonal. O seu desenvolvimento ocorre por uma
sucessdo de eventos que comega com a transformagao de células-tronco hematopoéticas
no tecido linféide primario (figado fetal e medula 6ssea fetal e adulta), passa por
maturagdo no tecido linféide secundario (linfonodos e bago, principalmente) e termina
na transformagdo final em plasmocitos. Os plasmodcitos sdo os responsaveis pela
produgdo de anticorpos. A identificacdo precisa dos linfocitos B foi possivel gragas a
descoberta de moléculas especificas de sua superficie ¢ ao desenvolvimento de
anticorpos monoclonais que reagem contra as mesmas. A primeira molécula deste grupo
identificada foi o CD20, inicialmente denominada B1. O CD20 é uma molécula
especifica de linfocitos B que funciona como canal de calcio na membrana plasmatica
da célula. Outras moléculas preferencialmente expressas por linfocitos B sdo CD19,
CD21, CD22, CD23, CD24, CD40, CD72, CD79a ¢ CD79 (Sigal, 2006; LeBien ¢
Tedder, 2008).

Além da producao de anticorpos efetuada pelos plasmdcitos, que sdo as células
terminais na evolucao da linhagem dos linfocitos B, outras funcdes tém sido atribuidas a
este grupo de linfocitos. Estas fungdes sdo o desencadeamento da cascata do sistema
complemento, a apresentacdo de antigenos, o auxilio na maturagdo dos linfocitos T, a
produgdo de citocinas e o desenvolvimento dos 6rgdos linfoides secundarios. A ativacao
do complemento decorre da produgdo de anticorpos, a qual pode ser seguida pela
formag¢do de complexos antigeno-anticorpo, o que desencadeia a via classica do
complemento, com todas as suas potenciais conseqiiéncias. A apresenta¢do de antigenos
aos linfocitos T ¢ mais eficientemente efetuada pelas DCs, mas os linfocitos B também
tém esta capacidade. Esta atividade ¢ facilitada pelas imunoglobulinas de superficie, que
podem ligar-se ao antigeno, internalizé-lo, processé-lo e apresenta-lo ao linfocito T. O

desenvolvimento e a maturacao dos linfocitos T no timo langam mao dos linfocitos B,
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podendo estes atuar na promogao da sobrevivéncia de grupos de timécitos (precursores
de linfocitos T) e na eliminagdo de timoécitos auto-reativos. Citocinas como IL-10, IL-6,
linfotoxina-alfa (LT-a), TNF-a, IL-2, IL-4, IL-12 e INF-y podem ser produzidas por
linfocitos B, além de outros grupos celulares. Esta producdo de citocinas pode induzir
respostas imunoldgicas dependentes de linfocitos T. Por fim, os linfécitos B promovem
o desenvolvimento de 6rgdos linfoides secundarios como linfonodos, baco e tecido

linféide associado as mucosas (Cascalho e Platt, 2007; Heller e cols., 2007).

1.6.2. Relacéo dos Linfocitos B com o Transplante Renal

A influéncia exercida pelos linfocitos B sobre os transplantes assenta-se sobre
quatro linhas gerais: a producdo de anticorpos, as outras funcdes exercidas por estas
células além da producdo de anticorpos, a analogia com doengas auto-imunes € 0s
estudos relacionando diretamente linfocitos B a eventos do transplante. A produgdo de
anticorpos, com a conseqiiente AMR juntamente com sua detec¢do e impacto ja foram
discutidos em outras se¢des. As fungdes adicionais desempenhadas pelos linfocitos B e
seu papel na ativagcdo dos linfécitos T e em outros fendmenos imunoldgicos foram
apresentados na secdo anterior. A terceira linha (analogia com doengas auto-imunes)
assenta-se no papel desempenhado pelos linfocitos B em doengas as quais eram
consideradas “mediadas por linfocitos T”. Um claro exemplo ¢ o diabetes mellitus tipo
1. Sabe-se que nesta doenca os linfocitos T CDS8 citotoxicos sdo importantes na
destruicdo das ilhotas de Langerhans e que os linfocitos T CD4 também tém sua
relevancia. No entanto, recentemente, verificou-se que 60% a 70% dos linfocitos
infiltrando as ilhotas de Langerhans acometidas por diabetes mellitus tipo 1 tém
imunofendtipo B. Em modelos experimentais utilizando camundongos, observou-se que

a presenca de linfécitos B ¢ necessaria para a atividade integral dos linfocitos T
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(Tarlington e cols, 2008). A presenca e as implicagdes de linfocitos B foram estudadas
principalmente abordando-se a rejei¢do aguda e encontram-se detalhadas na secdo

seguinte (Zarkhin e cols., 2008).

1.6.3. Linfdcitos B e Rejeicdo Aguda ao Enxerto Renal - Evidéncias

Apesar dos esforgos para a compreensdo da fisiopatologia da TCMR aguda
terem enfatizado o papel dos linfocitos T e a Classificacdo de Banff ter denominado
desta maneira o que, anteriormente, era chamado de rejeicdo aguda celular, alguns
dados novos surgem na literatura acerca da possivel importancia dos linfocitos B
presentes no intersticio renal em alguns casos de rejeicdo aguda com progndstico
desfavoravel. A distingdo entre linfocitos B e T deve ser feita através de método
imunoistoquimico, pois ndo existe critério morfoldgico a microscopia Optica que
permita a discriminac¢do correta entre estes dois grupos de linfocitos. A detec¢ao de
linfocitos B foi descrita em estudos recentes, os quais utilizaram o marcador
imunoistoquimico anti-CD20. Este marcador encontra-se na superficie celular de
linfécitos B, ndo mais sendo expresso quando estas células diferenciam-se em
plasmocitos. Sarwal e cols. (2003) demonstraram a presenca de agregados de linfocitos
B no intersticio de bidpsias de enxertos renais de pacientes pedidtricos com rejei¢ao
aguda celular (denominacdo anterior da TCMR aguda) por meio de identificagdo
imunoistoquimica utilizando anti-CD20. Os pacientes que apresentaram estes agregados
de linfocitos B apresentaram maior resisténcia ao tratamento com corticosterdides e
menor sobrevida do enxerto. Adicionalmente, foram encontradas evidéncias de
diferenciagdo de linfocitos B por meio de analises de microarranjos de DNA. A

principal limitagdo do estudo refere-se ao limitado seguimento dos casos.
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Agregados de linfocitos B, dentre outros grupos celulares, foram demonstrados
em focos de angiogénese linfatica em enxertos renais (Kerjaschki e cols., 2004; Stuht e
cols., 2007). Em estudo retrospectivo, Hippen ¢ cols. (2005) compararam pacientes com
TCMR aguda graus IA e IB, dividindo-os em um grupo de seis casos em cujas biopsias
renais houve a positividade imunoistoquimica para anti-CD20 ¢ em outro grupo 21
casos sem esta positividade, com quatro anos de seguimento minimo. O primeiro grupo
(positivos para anti-CD20) apresentou menor resposta ao tratamento com
corticosterdides e menor sobrevida do enxerto na comparagdo com o grupo negativo
para o anti-CD20. As limitagdes desta publicagdo referem-se ao pequeno nimero de
pacientes, a restricdo de casos de rejei¢do aguda celular padrdes IA e IB e ao fato de
poucos casos positivos para o anti-C4d, sendo todos estes negativos para anti-CD20.
Em trabalho utilizando um critério de positividade de anti-CD20 pouco restritivo (duas
ou mais células por campo de grande aumento) em 45 bidpsias de 31 pacientes
pedidtricos, foi observada associacdo desta positividade com perda do enxerto, pior
funcdo do enxerto e com TCMR aguda. Nao houve associagdo com a positividade de
C4d (Tsai e cols., 2006). Martins e cols. (2007) analisaram a positividade para anti-
CD20 em trés grupos distintos: tecido renal normal, bidopsias com TCMR aguda e
bidpsias com nefropatia cronica do enxerto. Nao foram encontradas células positivas
para anti-CD20 no primeiro grupo. Por outro lado em todos os casos dos dois outros
grupos foram identificadas células com esta marcagdo, sendo que a positividade foi
expressa em numero superior estatisticamente significativo no grupo com TCMR aguda.
Adicionalmente, neste ultimo grupo, quando foram analisados dois padrdes de
positividade (linfocitos B formando ndédulos e linfécitos B esparsos), encontrou-se nivel
médio de creatinina sérica superior no grupo com formacao de ndédulos em comparacao

ao grupo com positividade esparsa, porém sem significado a andlise estatistica.
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Adicionalmente, agregados de linfocitos B foram detectados em biopsias protocolares
(Mengel e cols., 2007).

Além dos trabalhos associando a presenca de linfécitos B com progndstico
adverso e das hipoteses lancadas pela pesquisa basica, a literatura fornece séries de
casos abordando a utilizagdo do rituximab como medicamento capaz de induzir uma
melhora em casos de TCMR aguda refrataria ao tratamento. O rituximab ¢ um anticorpo
IgG1 monoclonal quimérico composto por cadeias leve kappa e pesada humanas em
suas porgdes constantes e cadeias leve e pesada murinas em suas porgdes variaveis. Este
anticorpo atua diretamente na inibi¢cdo da proliferacao de linfécitos B e induz a apoptose
e a citotoxicidade mediada por anticorpos e pela ativacio do sistema complemento (Reff
e cols., 1994; Cheson ¢ Leonard, 2008). Becker ¢ cols. (2004) descrevem uma série de
27 casos de AMR aguda refratarios ao tratamento inicial que foram submetidos a uma
nova sessdo terapéutica convencional, porém com o acréscimo de rituximab. Nestes
casos os niveis médios de creatinina e o débito urindrio atingiram consideravel melhora.
Em longo prazo, apenas trés pacientes apresentaram perda do enxerto ndo relacionada
com morte (seis outros pacientes morreram por causas nao relacionadas a funcdo do
enxerto). Uma limitagdo que pode ser atribuida ao estudo ¢ a auséncia, embora
compreensivel pela gravidade dos casos, de um grupo controle sem o rituximab. Estudo
semelhante, porém com menor casuistica (oito adultos), alocando casos de AMR aguda
com C4d e DSA positivos, observou 75% de sobrevida do enxerto e de melhora da
funcdo do enxerto, em seguimento de dez meses (Faguer e cols., 2007). Genberg e cols.
(2006), em série com maior nimero de pacientes (43 adultos e seis criangas)
envolvendo casos com rejei¢do “borderline” e AMR aguda resistentes a

corticosteroides, constataram sobrevida do enxerto de 85% em seguimento de 43 meses.
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O rituximab foi administrado como terapéutica de indugcdo em 36 pacientes € como
tratamento contra rejeicdo nos treze restantes.

Adicionalmente, ha relatos de casos abordando o uso do rituximab. Alausa e
cols. (2005) relatam caso de paciente de 49 anos que apresentou um episédio de TCMR
aguda classe ITA com niveis séricos de creatinina de 4,7 mg/dL quatro dias apds o
transplante, o qual foi refratario ao uso da globulina anti-timocito. A bidpsia pos-
tratamento evidenciou a persisténcia do infiltrado e revelou a presenga de linfocitos B (o
que nao foi encontrado na primeira biopsia) e os niveis de creatinina atingiram 8,7
mg/dL. Foram entdo administrados anticorpo monoclonal anti-CD3 (muronomab) e
rituximab. Nos quatro dias subseqlientes, a funcdo renal teve melhora gradual e a
creatinina sérica estabilizou-se em 2,0 mg/dL no vigésimo terceiro dia apds o
transplante. Lehnhardt e cols. (2006) descrevem um caso de um paciente de doze anos
que, no décimo segundo dia poés-transplante apresentou aumento dos niveis de
creatinina sérica e a biopsia do mesmo dia foi classificada como “borderline”, nao
sendo efetuada modificagdo na terapéutica. Em bidpsia subseqiiente, houve progressao
para rejeicdlo TCMR aguda classe IA, refratdria ao tratamento empreendido
(pulsoterapia com metilprednisolona e troca de ciclosporina por tacrolimus) e
progressdo posterior para classe IIA. A tentativa com globulina anti-timocito resultou
em melhora apenas transitdria com posterior aumento dos niveis de creatinina sérica.
Foi administrado rituximab com completa resolucdo histologica. Seqiiencialmente, o
paciente foi acometido por distarbio linfoproliferativo pds-transplante, tratado com
sucesso também com rituximab. Aos treze meses poOs-transplante, a funcdo renal
encontrava-se estavel (20006).

No entanto, outros estudos publicados ndo chegaram as mesmas conclusdes.

Doria e cols. (2006) ndo encontraram diferengas nos niveis de creatinina anteriores e
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posteriores ao tratamento entre um grupo de pacientes com presenga de linfocitos B em
suas bidpsias e um grupo de pacientes sem estes linfocitos em casos de TCMR aguda
grau IA. Algumas consideracdes que podem ser feitas acerca deste estudo sdo a
limitacdo a uma tnica categoria de TCMR aguda (IA), a auséncia de pacientes com
rejeicdo humoral e o pequeno nimero de casos com nodulos de linfocitos B (apenas
quatro). Estudo envolvendo um grupo de cento e vinte pacientes com diagndstico de
TCMR aguda ndo encontrou significado prognoéstico para a presenca ou a auséncia de
linfocitos B. Contudo, a quantificagdo dos linfécitos B ndo adotou critérios
suficientemente restritivos e muitos dos pacientes alocados foram submetidos a
protocolos particulares (pré-tratamento com globulina anti-timécito ou com
alemtuzumab) (Kayler e cols., 2007). Bagnasco e cols. (2007) também nao encontraram
valor progndstico da positividade de anti-CD20 em 56 pacientes analisados. O critério
de positividade foi a presenca de pelo menos um agregado com 100 ou mais células
marcadas por campo de grande aumento. Foram alocados conjuntamente pacientes
transplantados com enxertos provenientes de doadores vivos e falecidos. Por fim,
recente estudo dividiu a positividade de anti-CD20 em agregados de células positivas e
em células positivas esparsamente distribuidas, sendo este Gltimo padrdo subdividido
em cinco escores. Foram analisadas 54 bidpsias com diagndstico de rejei¢do aguda
referentes a 50 pacientes (40 transplantados com enxertos de doadores falecidos). Nao
houve relagdo de qualquer um dos padrdes de positividade com perda do enxerto,
resposta a terapéutica, positividade de C4d e creatinina sérica aos seis € aos doze meses
apos a bidpsia (Scheepstra e cols., 2008).

Em sintese, os dados até agora disponiveis na literatura ndo nos permitem
conclusdes seguras sobre a possivel influéncia dos linfécitos B na rejei¢do aguda ao

enxerto renal, particularmente em seus casos refratarios. No entanto, os estudos até o
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momento publicados apresentam limitagdes significativas, principalmente em termos de
tamanho de amostra, tempo de seguimento, restricdo a padrdes de rejeicdo aguda,
aplicagao de protocolos especificos de tratamento e alocagdo conjunta de pacientes
transplantados com enxertos oriundos de doadores falecidos e vivos em cada um destes
trabalhos. Percebe-se, portanto, a importancia de um estudo com amostra satisfatoria,
tempo de seguimento adequado e inclusdo dos diferentes padrdes de rejeicdo aguda,
para fornecer um substrato tedrico consistente visando a futuros estudos prospectivos
solidos e, posteriormente, de acordo com a evidéncia consistente que venha a ser obtida,
ensaio(s) clinico(s) metodologicamente projetado(s) que avalie(m) a eficacia de
farmacos (como o rituximab, por exemplo) nos casos de rejeicdo aguda com
componente de linfocitos B (Sarwal e cols., 2003; Hippen e cols., 2005; Martins e cols.,

2007).
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OBJETIVOS

1. Objetivo Geral
Avaliar a presenca de infiltrado celular rico em linfocitos B em bidpsias de
aloenxertos renais de doadores falecidos com diagnodstico de rejei¢do mediada por

linfocitos T aguda.

2. Objetivos Especificos

2.1. Avaliar a relacdo da presenga de infiltrado celular rico em linfécitos B em
biopsias de aloenxertos renais de doadores falecidos com diagnostico de rejei¢ao
mediada por linfécitos T aguda com caracteristicas demogréficas, clinicas e
laboratoriais dos pacientes.

2.2. Avaliar a relacdo da presenga de infiltrado celular rico em linfécitos B em
biopsias de aloenxertos renais de doadores falecidos com diagnostico de rejei¢ao
mediada por linfocitos T aguda com a sobrevida do enxerto.

2.3. Avaliar a relacdo da presenga de infiltrado celular rico em linfécitos B em
biopsias de aloenxertos renais de doadores falecidos com diagnostico de rejei¢ao
mediada por linfocitos T aguda com a funcdo do enxerto.

2.4. Avaliar a relacdo da presenga de infiltrado celular rico em linfécitos B em
biopsias de aloenxertos renais de doadores falecidos com diagnostico de rejei¢ao
mediada por linfécitos T aguda com o tempo decorrido entre o transplante e o episodio
de rejeicao aguda.

2.5. Avaliar a relacdo da presenga de infiltrado celular rico em linfécitos B em

biopsias de aloenxertos renais de doadores falecidos com diagnostico de rejei¢ao
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mediada por linfocitos T aguda com os parametros histopatologicos definidores do grau
da rejeicdo aguda mediada por linfocitos T.

2.6. Avaliar a relacdo da presenga de infiltrado celular rico em linfécitos B em
biopsias de aloenxertos renais de doadores falecidos com diagnostico de rejeigao

mediada por linfocitos T aguda com a marcacao do C4d.
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3. ARTIGO CIENTIFICO REDIGIDO EM INGLES

DETECTION OF B LYMPHOCYTES IN ACUTE T CELL-MEDIATED

REJECTION OF RENAL ALLOGRAFTS FROM DECEASED DONORS

Abstract

Background — The presence and the role of B lymphocytes in renal allograft
rejection have been investigated during the last few years. Some studies demonstrated
association between the presence of cellular infiltrates rich in B lymphocytes and
unfavorable outcomes. However other authors did not detect this relation. The
objectives of this study are: evaluate the frequency of B lymphocyte-rich cellular
infiltrates in biopsies with the histopathological diagnosis of acute T-cell mediated
rejection and the impact of this infiltrates over long-term graft survival, renal function,
and time interval between the transplantation and the rejection episode, their
distribution in different rejection degrees, and their relation with C4d positivity.

Methods — One hundred thirty-three kidney allograft biopsies with the
histopathological confirmation of acute T cell-mediated rejection graded according to
Banff’ 07 pertaining to 89 patients who received a renal allograft from deceased donors
were analyzed. Immunohistochemistry was used to detect B lymphocytes (anti-CD20)
and concomitant antibody-mediated rejection (C4d analysis). The patients and their
respective biopsies were divided in two groups: one group with cellular infiltrates rich
in B lymphocytes (with 100 or more CD20-positive cells per 400-power field), the
CD20-positive group, and another group without an infiltrate that fulfills this criterion,
the CD-20 negative group. We evaluated graft survival during a five-year follow-up,

graft function in this period, mean time between the transplantation and the acute
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rejection episode, histopathological criteria distribution of acute T-cell mediated
rejection and the relation with C4d staining.

Results — The positive group encompassed 40.4% of the patients and 31.6% of
the biopsies. The analyses of graft survival, renal function, and mean time between the
transplantation and the acute rejection episode did not demonstrate statistical difference
between the two groups. There was no relation between CD20 and C4d staining. The
CD20-positive group biopsies reached statistical significance with the presence of
arteritis, severe tubulitis (t3), and intense interstitial inflammatory infiltrate (i3).

Conclusion — The presence of cellular infiltrates rich in B lymphocytes was not
associated with lower graft survival, worse renal function, different time interval
between transplantation and rejection episode and C4d positivity. However, the
histopathological criteria of acute rejection severity and worse prognosis demonstrated
statistically significant association with these infiltrates.

Key Words — Acute rejection, B lymphocytes, Graft survival, Renal

transplantation.
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Introduction

During the last few years, the incidence of acute rejection of kidney allografts
episodes has declined. Simultaneously, the graft survival, especially in short terms, has
reached substantial increments (1). Nevertheless, the long-term graft survival has not
demonstrated similar progress. The main causes of long-term graft losses are the loss
with a functioning kidney and the chronic lesions of the allograft (2). Additionally, the
acute rejection episodes persist to have negative impact on graft survival (3,4,5).

The advances achieved through intense basic and clinical research have allowed
the distinction of acute rejection in acute T cell-mediated rejection (acute TCMR) and
acute antibody-mediated rejection (acute AMR). The diagnosis of acute TCMR 1is based
on the observation of specific alterations in the renal biopsy. The diagnosis of acute
AMR is based on a triad of findings. This triad is composed of histopathologic,
immunopathologic (C4d positivity), and immunologic (presence of serum anti-donor
antibodies) criteria (6,7,8,9).

Previously, acute TCMR was designated as acute cellular rejection (ACR) and
the majority of the studies that approached it focused on the role of the T lymphocytes.
The B lymphocytes received little emphasis. But more recently, evidences indicating a
possible relevance of B lymphocytes in cases of acute TCMR have emerged. These new
data associated the presence of consistent aggregates of B lymphocytes, mainly detected
through immunohistochemistry, with the use of the monoclonal antibody anti-CD20,
with different and unfavorable outcomes and variables (10,11,12). There are also
therapeutic responses with one anti-B lymphocytes agent (rituximab) in cases of severe
acute rejection, refractory to corticosteroids or antibody-mediated (13,14,15).
Additionally, besides the traditional property of the transformation into cells with the

capacity to produce antibodies (plasma cells), other immunologic functions have been



70

attributed to B lymphocytes (cytokines production, antigen presentation to T
lymphocytes and T lymphocytes activation) (16). However, other studies did not find
significant relation between the B cells infiltrates and unfavorable outcomes (17,18,19).

Most of the publications about B lymphocytes and acute rejection have different
methodological limitations. These limitations include: small number of patients,
simultaneous allocation allografts form deceased and live donors, restriction to pediatric
patients, short time of follow-up, lack of C4d evaluation, and different criteria for the
positivity of B lymphocytes (20).

This study intends to evaluate the possible association of cellular infiltrates rich
in B lymphocytes detected in biopsies of renal allograft from deceased donors with the
confirmed diagnosis of acute TCMR with graft survival, renal function, time between
the transplantation and the acute rejection episode, histopathological parameters of

diagnosis and degree of rejection, and C4d stain.

Material and Methods

Patients

The patients of the study are integrants of the adult individuals that were
submitted to renal transplantation with allografts from deceased donors at the Santa
Casa Hospital Complex of Porto Alegre (Brazil) from January 1* 1998 to December 31*
2003. Four hundred twenty-three patients were initially included. From this group, 112
patients had at least one episode of acute TCMR, confirmed by histopathologic
examination, with a total of 179 biopsies (some patients had more than one episode).

The biopsies were indicated by prolonged allograft dysfunction or suspicion of acute
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rejection. The paraffin blocks with this material were searched. Six blocks were not
available, 25 did not contain enough material and/or were not in safe conditions to be
sectioned. After the initial analyses of the biopsies in proper conditions, fifteen biopsies
were excluded because the criteria for the diagnosis of acute TCMR were not fulfilled.
After these steps, 89 patients (79.4%) were effectively included in this study.

The patients were followed for, at least, five years. The glomerular filtration rate
(GFR) was calculated though the Modified Diet in Renal Disease (MDRD) formula in
the end of each one of the five years. For the pre-transplantation immunologic risk
evaluation, the search for HLA class I was performed through panel-reactive antibodies
(PRA), which was mainly (85 patients) consisted of enzyme-linked immunoabsorbent
antibody (ELISA), and, in some cases (four patients), of anti-human globulins
sensitized lymphotoxicity (AHG-LCT). The HLA compatibility patterns between donor
and receptor were performing analyzing the loci A, B, and DR. The baseline
immunosupression of most patients consisted of the combination of cyclosporine,
prednisone, and azathyoprine (72.4% of patients); cyclosporine, mycophenolate mofetil,
and prednisone (18.3%); tacrolimus, azathyoprine, and prednisone (4.5%); cyclosporine
and azathyoprine (1.1%); tacrolimus, mycophenolate mofetil, and prednisone (1.1%);
rapamycin, azathyoprine, and prednisone (1.1%); and rapamycin, tacrolimus and
prednisone (1.1%). Induction therapy was used in 21 (25.8%) patients: sixteen (18.0%)
with basiliximab, five (5.6%) with daclizumab, and two (2.2%) with OKT3. The
treatment of acute rejection episodes was a pulse with intravenous methylprednisolone.
Thirteen patients (14.6%) had at least one episode that was not responsive to the pulse
with intravenous methylprednisolone and were treated with thymoglobulin or OKT3.

This study was approved by the Ethics Committee of the Santa Casa Hospital
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Complex of Porto Alegre and the Ethics Committee of the Federal University of Health

Sciences of Porto Alegre.

Biopsies — Analysis of Histopathology and Immunohistochemistry

After the initial selection, 148 biopsies were analyzed. Among these, 133
(89.8%) were effectively included, as they presented available and adequate material
and morphological criteria of acute TCMR. The fixation was performed in 10%
buffered formalin and the tissue was submitted to conventional processing and paraffin
embedding. Four-micrometer sections were performed and stained with hematoxilin-
eosin (HE), periodic acid-Schiff (PAS), Masson’s trichrome (MT), and periodic acid
methenamine silver (PASM). The graduation of acute TCMR followed Banff” 07
criteria.

The evaluation of C4d was performed only through immunohistochemistry, due
to the retrospective character of the study and the unavailability of frozen material for
the analysis with immunofluorescence. The antibody used was an anti-human-C4d
rabbit polyclonal antibody (Biomedica Gruppe, Vienna, Austria). Sections with
thickness of four micrometers were submitted to antigen retrieval with citrate buffer
solution with humid heat at 92°C during twenty minutes. The dilution employed was
1:50. Brown-color solution of 3,3-dyaminobenzidine and Harris hematoxilin were used
to reveal and to counterstain the slides. The analysis followed the recommendations of
Banff® 07 classification, as the degrees were attributed according to the percentage of
stained peritubular capillaries. The total negativity constituted the degree C4d0; staining
greater than 0% to 10%, C4dl1; greater than 10% to 50%, C4d2; and more than 50%,
C4d3. The biopsies considered positive were those graded as C4d2 and C4d3. Figure 1

displays an example of a positive biopsy.
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The detection of cellular infiltrates rich in B lymphocytes were also performed
through immunohistochemistry. The antibody used was a CD20 monoclonal antibody
(Dako, Carpinteria, CA). The dilution employed was 1:200 and the steps were the same
described for C4d staining. The analyses consisted in the counting of stained cells with
a magnification of 400X in the field with the greatest number of immunolabeled
lymphocytes. The biopsies considered CD20-positive were those that achieved a
minimum of 100 cells per field. The CD20-positive biopsies were divided in four
categories: category 1, with 100 to 149 cells; category 2, with 150 to 199 cells; category
3, with 200 to 249 cells; and category 4, with 250 or more cells. Example of these
positive categories and of a negative biopsy are displayed in figures 2 to 6.

In thirty-four patients, more than one biopsy was included, with a maximum of
five (mean of 1.48 and a standard-deviation of 0.7). The patients with one or more
biopsies C4d-positive and one or more CD20-positive were considered C4d-positive
and CD20-positive, respectively. The defining CD20 category of the cases with more
than one CD20-positive biopsy was the highest. The evaluation was performed by two

pathologists blinded to clinical information.

Statistical Analysis

The data were stored and analyzed with the SPSS software, version 16.0 (SPSS,
Inc., Chicago, IL). The continuous variables were expressed by mean and standard-
deviation and analyzed by unpaired, two-tailed Student’s t-test. Chi-square was used for
categorical variables. Graft survival was analyzed with the Kaplan-Meier method.

Significant differences was considered when P < 0.05.
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Results

Clinical Characteristics

Demographic, clinical, and immunologic characteristics are displayed in table 1.
Significant difference was observed only for the donor sex. The patients of the CD20-
positive group were transplanted more frequently with graft from female donors (P =
0,03). Additionally, no significant difference was observed for the immunosupression
regimen between the two groups.

The graft survival of the CD20-positive group in the end of the first and second
years posttransplant was, respectively, 83.3% and 75.0%. In the end of the third, fourth
and fifth years, the graft survival kept stable in 72.2%. The graft survival of the CD20-
negative group in the end of each of the initial five years posttransplant was,
respectively, 86.8%, 81.1%, 81.1%, 77.3%, and 69.81%. No statistically significant
difference was observed in any of these periods. The five-year graft survival curve is
showed in figure 7. Even when the C4d-positive patients were excluded, no statistical
difference was observed for graft survival.

The GFR, calculated through MDRD formula, were lower and the serum
creatinine levels were higher in the CD20-positive group in the end of all the five initial
years. However, these differences did not reach statistical significance in any of these
periods. These data are summarized in table 2.

The mean time interval between the rejection episodes in which the biopsies
showed CD20 positivity was 65.4 days (range of seven to 222 days). This mean was
53.4 days (range of five to 1,280 days) for the rejection episodes without CD20

positivity in the biopsies. There was no statistical difference in these data (P = 0.60).
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Analysis of Histopathology and Immunohistochemistry

Among the 89 patients included in the study, 55 (61.8%) had one biopsy
analyzed; 27 (30.3%), two biopsies; six (6.7%), three biopsies; and one (1.1%), five
biopsies. The maximal acute TCMR grade of each patient was distributed as follows:
grade IA, 48 individuals (53.9%), grade IB, 31 (34.8%); grade IIA, three (3.4%); grade
IIB, five (5.6%); and grade III, two (2.2%). The CD20-positive group was constituted of
36 patients (40.4%). According to the CD20 positivity categories their distribution was
fifteen (41.6%) in category 1, sixteen (44.4%) in category 2, three (8.3%) in category 3,
and two (5.5%) in category 4.

The distribution of acute TCMR grades of the 133 biopsies was 80 (60.2%)
grade 1A, 41 (30.8%) grade IB, three (2.3%) grade IIA, seven (5.3%) grade IIB, and two
(1.5%) grade III. Cellular infiltrates rich in B lymphocytes were found in 42 biopsies
(31.6%). Among these positive biopsies, 22 (61.1%) were classified in category 1;
seventeen (47.2%), in category 2; three (8.3%), in category 3; two (5.5%), in category 4.
The presence of this infiltrate was associated with intense interstitial inflammatory
infiltrate (i3) and severe tubulitis (t3) and with the presence of arteritis. Of the CD20-
positive biopsies, twenty (47.6%) exhibited interstitial inflammatory infiltrate graded as
13 and 32 (76.2%) the tubulitis was graded as t3. Among the CD20-negative biopsies,
the frequency for these grades were 26 (28.5%) and 23 (25.2%), respectively (P = 0.032
for interstitial inflammatory infiltrate and P < 0.001 for tubulitis). Arteritis was detected
in twelve biopsies, and nine (75.0%) of these were CD20-positive (P = 0.001). These
data are displayed in table 3.

The analysis of C4d stain revealed positivity in 28 biopsies (21,0%), pertaining
to 23 patients (25,8%). The distribution of the grades of staining follows: C4d0, 89

(66.9%); C4dl, sixteen (12.0%); C4d2, nine (6.76%); and C4d3, nineteen (14.3%).
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There was no association between C4d positivity and the presence of cellular infiltrate
rich in B lymphocytes, either when the patients were analyzed (P = 0.40) as well when

the biopsies were analyzed (P = 0.70).

Discussion

This study includes the largest number of adult patients with renal allografts
from deceased donors among the publications approaching acute TCMR and B
lymphocytes. The criterion for the positivity of B lymphocytes adopted in our study
follows what was initially proposed by Bagnasco et al., in which 100 or more stained
cells observed in a field of high magnification (400X) are necessary to a biopsy be
considered positive (18). There are other adopted criteria. Sarwal et al. proposed a more
restrictive count (275 cells per high power field) and Kayler e cols. employed a less
restrictive (fifteen cells per high power field) (10,17). The utilization of the criterion of
100 positive cells is based on three basic reasons. First, few biopsies reach 275 cells,
what makes difficult the comparisons between groups. The adoption of fifteen cells as a
minimum would lead to an excess, possibly the majority, of positive biopsies. Finally,
the employment of the same criterion in different studies allows comparable results.
Using the number of 100 cells, 31.6% of biopsies were positive in our study, what is
very similar to the 30% of positivity reported by Bagnasco et al. (18).

Graft survival was shorter in the CD20-positive group during the first four years
posttransplant, but without statistical significance. In the end of the fifth year, graft
survival was shorter in the CD20-negative group, but also without significance. Serum
creatinine levels were higher and GFR was lower in the CD20-positive group in the end
of each one of the five years of follow-up, but these data did not reach statistically

relevant difference. Additionally, the mean time interval between the transplantation
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and the rejection episodes in which the biopsies showed CD20 positivity was higher,
but not statistically different.

These results replicate the three publications with the largest number of patients,
albeit using distinct CD20 positivity criteria, available. Bagnasco et al., with the same
threshold of our study, analyzed the prognosis value of B lymphocytes in 56 patients
(34 with renal allografts from deceased donors). Allograft function was evaluated
during the rejection episodes and in the four years of follow-up. Graft survival was
registered during four years of follow-up. No significant difference was observed in
graft survival rate (18). Kayler et al. did not detect any influence of B lymphocytes on
rejection posttransplant time, corticosteroid refractoriness, serum creatinine levels, and
graft survival. However the quantification of B lymphocytes aggregates was not
performed with a sufficiently restrictive criterion and a considerable number of patients
were submitted to particular protocols (pretreatment with anti-thymocyte globulin or
with alemtuzumab) (17). Scheepstra et al. divided CD20 positivity in aggregates and in
scattered cells, and this second pattern was subdivided in five scores according to the
mean of positive cells counted in high power fields of the biopsy. Fifty-four biopsies
with the diagnosis of acute rejection were analyzed, comprising 50 patients (40 with
allografts from deceased donors). There was no association of any pattern of positivity
with graft losses, therapeutic responses, and serum creatinine levels after six and twelve
months posttransplant (19). Nevertheless, one must notice that the present study and the
other publications revised did not include numerous cohorts. This potential limitation
can result in type beta error, in which differences that really exist are not detected or do
not reach statistical significance.

The histopathological findings of presence of arteritis, severe tubulitis (t3), and

intense interstitial inflammatory infiltrate extension (i3) were associated, with statistic
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significance, with the presence of B lymphocytes infiltrate. These associations had not
been reported in the previous studies. The relevance of these findings is based on the
fact that these parameters provide the basis to the diagnosis and the graduation of acute
TCMR and on the association of the presence of arteritis and higher grade of tubulitis
with unfavorable outcomes. The clinical and prognostic relevance of the presence of
arteritis was proved in the first studies of Banff classification validation (21,22). The
prognostic importance of severe tubulitis was more recently evaluated by Minervini et
al. It was demonstrated that graft losses and serum levels of creatinine after one year
posttransplant of the cases with t3 were similar to cases with vl1, although serum
creatinine of six months were higher in the v1 group. Both groups had more unfavorable
outcomes compared to t1 and t2 groups, and outcomes better than those of v2 and v3
groups (23). The present study does not have the objective to provide fisiopathologic
explanation to the relation found between higher grades of acute TCMR and cellular
infiltrates rich in B lymphocytes. But there are evidences that support the stimulation
provided by B lymphocytes to T lymphocytes. These stimuli are derived from the
property of B lymphocytes to present antigens to T lymphocytes and from the
production of cytokines and chemokynes, what can result in more numerous and more
active T cells, leading to more intense inflammatory reaction in the graft with more
severe histopathologic alterations (24,25,26). There is also evidence of correlation
between B cells and T cells in acute rejection episodes (19). One possible caveat of our
finding associating the presence of arteritis to B lymphocytes infiltrates can be the low
proportion (9.1%) of biopsies with vascular lesions. However, there is another series
with similar arteritis percentage (12.0%) (27).

The C4d positive staining was detected in 21.0% of biopsies, pertaining to

25.8% of the patients. These numbers are comparable to previous studies. The rates of
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C4d positivity in biopsies reported by different authors in cases of acute TCMR range
between 17.8% and 35.3% (28-32). The patients’ C4d positivity frequencies range from
20% to 30% (33). Finally, there was no detected relation between positive staining of
CD20 and C4d, as it was initially considered. This absence of association was also
registered in the studies of Sarwal et al. and Scheepstra et al. In the series reported by

Hippen et al., the three C4d-positive cases were CD20-negative (12).

Conclusion
The association of cellular infiltrates rich in B lymphocytes in biopsies with the
criteria of acute TCMR with worse graft survival and worse graft function was not
statistically proved by this study. There was association between these infiltrates and the
histopathologic findings that define higher grades acute TCMR. However, the necessity
of more studies, preferentially with prospective design and with more patients,
encompassing more cases with arteritis, must be highlighted to elucidate the role of B

lymphocytes in renal transplantation more consistently.
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Table 1. Demographic, clinical, and immunologic characteristics of renal transplanted
patients with acute T cell-mediated rejection distributed according to the presence of

cellular infiltrates rich in B lymphocytes in the biopsy(ies) detected through

immunohistochemistry.

Characteristic CD20-Positive CD20-Negative P Value
Receptor age (mean, SD; years) 40.14 (12.35) 40,57 (11.77) 0.870
Donor age (mean, SD; years) 43.18 (13.06) 37.04 (16,15) 0.074
Receptor gender (Male; n, %) 23 (63.3) 30 (56.6) 0.492
Donor gender (Male; n, %) 13 (37.1) 32 (61.5) 0.026*
Receptor ethnicity (White; n, %) 33 (91.6) 47 (88.6) 0.646
Patients with previous transfusions 15 (57.6) 31 (77.5) 0.190
(n; %)

Number of transfusions (mean, SD)  3.15 (4.63) 3,35 (4.51) 0.865
Retransplant (n; %) 4 (11.1) 3(5.6) 0.348
PRA positive (n; %) 8(22.2) 8 (15.0) 0.390
HLA-A mismatches (mean, SD) 1.40 (0.65) 1.30 (0.63) 0.486
HLA-B mismatches (mean, SD) 1.48 (0.70) 1.55 (0.57) 0.072
HLA-DR mismatches (mean, SD) 0.73 (0.60) 0.92 (0.56) 0.196
Total HLA mismatches (mean, SD)  3.40 (1.11) 3.58 (1.04) 0.184
Cold ischemia time (hours; mean, 19.15 (7.40) 20.16 (5.99) 0.508
\SKlfja)rm ischemia time (minutes; 0.21 (0.68) 0.50 (2.28) 0.471
mean, SD)

Patients with induction therapy (n; 9 (25.0) 12 (22.6) 0.797
0

lf)a)tients with acute rejection 7 (19.4) 6 (11.3) 0.287

episode(s) resistant to
methylprednisolone (n; %)
Delayed graft function (n; %) 19 (52.7) 35 (66.0) 0.209

Patients with C4d positive (n; %) 11 (30.5) 12 (22.6) 0.403

Abbreviations — HLA (human leucocitary antigen), M (male), n (number), PRA (panel-
reactive antibodies), SD (standard-deviation), W (white).
* Statistically significant value (P < 0.05).



84

Table 2. Serum creatinine levels and renal function evaluated through glomerular
filtration rate, during a five-year post-transplant follow-up, of renal transplanted patients
with acute T cell-mediated rejection distributed according to the presence of cellular

infiltrates rich in B lymphocytes in the biopsy(ies) detected through

immunohistochemistry.
Period Variable CD20-Positive CD20-Negative P Value
(mean, SD) (mean, SD) (mean, SD)

One year SCreatinine 2.29 (1.09) 1.94 (0.81) 0.116
GFR 45.17 (20.28) 39.33 (19.48) 0.220

Two years SCr 2.19(0.93) 1.82 (0.73) 0.066
GFR 39.05 (18.24) 47.86 (22.60) 0.088

Three years SCr 2.13(0.93) 1.88 (0.79) 0.239
GFR 42.21 (21.09) 45.91 (20.19) 0.472

Four years SCr 2.30(1.02) 2.03 (0.95) 0.276
GFR 40.00 (23.61) 41.07 (16.33) 0.828

Five years SCr 2.31(0.95) 2.15(0.90) 0.484
GFR 37.80 (19.57) 38.80 (16.73) 0.828

Abbreviations — GFR (glomerular filtration rate), SCr (serum creatinine), and SD

(standard-deviation).
Units — Serum creatinine level (mg/dL) and GFR (mL/min).



85

Table 3. Morphological parameters and C4d status of the biopsies of renal transplanted
patients with acute T cell-mediated rejection distributed according to the presence

cellular infiltrates rich in B lymphocytes in the biopsies detected through

immunohistochemistry.
Morphological Parameters CD20-Positive CD20-Negative P Value
Biopsies (n, %) Biopsies (n, %)
2 22 (52.3) 65 (71.4) 0.032*
i3 20 (47.6) 26 (28.5) 0.032*
t2 10 (23.8) 68 (74.7) <0.001*
t3 32 (76.1) 23 (25.2) <0.001*
Without arteritis 33 (78.5) 88 (96.7) 0.001*
With arteritis 09 (21.4) 03 (3.2) 0.001*
C4d-positive 08 (19.0) 20 (21.9) 0.700
C4d-negative 34 (80.9) 71 (78.0) 0.700

Abbreviations — 12 (interstitial inflammatory infiltrate affecting 26% to 50% of the renal
cortex), i3 (interstitial inflammatory infiltrate affecting more than 50% of the renal
cortex), t2 (tubulitis with five to ten mononuclear cells in transversal sections of tubules
or in group of ten tubular cells), and t3 (tubulitis with more than ten mononuclear cells
in transversal sections of tubules or in group of ten tubular cells, or at least two areas of
destruction of tubular basal membrane with interstitial inflammatory infiltrate classified
as 12 or 13 and tubulitis t2 in any other focus of the biopsy).

* Statistically significant values
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Figure 1 — C4d-positive biopsy (stained peritubular capillaries).

Figure 2 — CD20-positive biopsy category 1 (100 to 149 stained cells in a microscopic

field of 400X).
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Figure 3 — CD20-positive biopsy category 2 (150 to 199 stained cells in a microscopic

field of 400X).

Figure 4 — CD20-positive biopsy category 3 (199 to 249 stained cells in a microscopic

field of 400X).
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Figure 5 — CD20-positive biopsy category 4 (250 or more stained cells in a microscopic

field of 400X).

Figure 6 — CD20-negative biopsy (less than 100 positive cells in a microscopic field of

400X).
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Figure 7 — Graft survival curve of CD20 positive and negative groups in a five-year
posttransplant follow-up.
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4. ARTIGO CIENTIFICO REDIGIDO EM PORTUGUES

DETECCAO DE LINFOCITOS B EM REJEICAO MEDIADA POR
LINFOCITOS T AGUDA EM ALOENXERTOS

RENAIS DE DOADOR FALECIDO

Resumo

Introducdo — A presenga e o papel dos linfécitos B na rejei¢do ao aloenxerto
renal tém sido investigados nos ultimos anos. Alguns estudos demonstraram relagao
entre a presenca de agregados de linfocitos B e desfechos desfavordveis, enquanto
outros trabalhos ndo detectaram esta relagdo. Os objetivos deste estudo sdo avaliar a
freqliéncia de infiltrado celular rico em linfocitos B em bidpsias com diagnostico
histologico de rejeicdo mediada por linfocitos T aguda, seu impacto sobre a sobrevida
do enxerto e a funcdo renal em longo prazo, sua influéncia sobre o tempo decorrido
entre o transplante e o episoddio de rejeicao aguda, sua distribui¢do nos diferentes graus
de rejeicdo e sua relagdo com a positividade de C4d .

Métodos — Cento e trinta e trés bidpsias renais com diagndstico confirmado de
rejeicdo mediada por linfocitos T aguda graduadas de acordo com a Classificagdo de
Banff de 2007, provenientes de 89 pacientes receptores de rim de doador falecido,
foram analisadas. Utilizou-se método imunoistoquimico para a detecc¢ao de linfocitos B
(anti-CD20) e para avaliacdao de rejeicdo mediada por anticorpos aguda concomitante
(anti-C4d). Dividiram-se os pacientes e suas respectivas bidpsias em dois grupos: um
grupo com infiltrado celular rico em linfocitos B (100 ou mais células CD20 positivas
em campo de 400 aumentos) e um grupo sem infiltrado que preencha este critério.

Foram avaliados: sobrevida atuarial do enxerto e fun¢do renal ao longo de cinco anos de
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acompanhamento, tempo médio entre o transplante e o episddio de rejeicdo aguda,
critérios histopatolégicos de rejeicdo mediada por linfocitos T aguda e a relagdo com a
marcagao de C4d.

Resultados — Foram considerados 40,4% dos pacientes e 31,6% das biopsias
como pertencentes ao grupo CD20-positivo. As andlises de sobrevida do enxerto,
funcdo renal e tempo médio entre o transplante e os episddios de rejei¢do aguda ndo
demonstraram diferenga estatisticamente significativa entre os dois grupos de pacientes.
Nao houve relagdo entre positividade de CD20 e marcacdo de C4d. As biopsias com
infiltrado celular rico em linfocitos B mostraram associa¢do estatisticamente
significativa com presenca de arterite, tubulite mais severa (t3) e com infiltrado
inflamatoério intersticial mais extenso (i3).

Conclusdo — A presenca de infiltrado celular rico em linfocitos B nao foi
associada a menor sobrevida, a pior fun¢do do enxerto, a intervalo de tempo maior entre
o transplante e os episddios de rejei¢do aguda ou a rejeicdo mediada por anticorpos. No
entanto, o infiltrado celular rico em linfécitos B foi associado a parametros
histopatologicos indicadores de maior gravidade e de pior prognostico, em casos de
rejei¢do mediada por linfocitos T aguda.

Palavras-Chave — Linfocitos B, Rejeicdo aguda, Sobrevida do Enxerto,

Transplante renal.
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Introducéo

Nos ultimos anos, tem havido gradual declinio na incidéncia dos episddios de
rejeicdo aguda ao enxerto renal. Paralelamente, a sobrevida do enxerto, particularmente
em curto prazo, vem apresentando acréscimos substanciais (1). No entanto, a sobrevida
do enxerto em longo prazo ndo acompanhou de maneira consistente estes progressos,
sendo que as principais causas de perdas do enxerto em longo prazo sao representadas
pelo 6bito com enxerto funcionante e pelas alteragdes cronicas do enxerto (2).
Adicionalmente, episoddios de rejeicdo aguda persistem tendo impacto negativo na
sobrevida do enxerto (3,4,5).

Os avangos alcancados por meio de intensa pesquisa nas areas basica e clinica
permitiram a distincdo dos episodios de rejeicdo aguda em rejeicdo mediada por
anticorpos (AMR: antibody-mediated rejection) aguda e rejei¢ao mediada por linfocitos
T (TCMR: T cell-mediated rejection) aguda. O diagnostico de AMR aguda baseia-se em
uma triade de achados. Esta triade constitui-se de achados histopatologicos,
imunopatolégicos (positividade do C4d) e imunologicos (presenca de anticorpos anti-
doador séricos). A TCMR aguda tem seu diagnostico estabelecido por meio das
alteracdes histopatologicas observadas na bidpsia do enxerto renal (6,7,8,9).

Previamente, a TCMR aguda era denominada rejeicdo aguda celular (RAC) e, a
maioria dos estudos que a abordaram, caracteristicamente, destacou o papel dos
linfocitos T, ndo recebendo os linfocitos B maior énfase. No entanto, mais
recentemente, surgiram evidéncias que sugerem uma possivel importancia dos linfocitos
B em casos de TCMR aguda. Estes novos dados associaram a presenca de infiltrados
celulares ricos em linfécitos B, detectados principalmente por meio de método
imunoistoquimico com a utilizagdo de anticorpo especifico para este grupo de linfocitos

(anti-CD20), a diferentes desfechos e varidveis desfavoraveis (10,11,12). H4 também
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evidéncias de respostas terapéuticas com o uso de agente anti-linfocito B, o rituximab,
em casos de rejei¢do aguda severa, refrataria ao uso de corticosterdides ou mediada por
anticorpos (13,14,15). Adicionalmente, além da tradicional propriedade de
transformagdo em células produtoras de anticorpos (plasmocitos), os linfécitos B
possuem outras funcgdes imunoldgicas, como produgdo de citocinas, apresentacio
antigénica e ativagdo de linfocitos T, corroborando seu potencial envolvimento em
respostas imunologicas complexas no contexto da rejei¢do aguda (16). Contudo, outros
estudos ndo encontraram relacdo significativa entre estes agregados de linfocitos B e
desfechos desfavoraveis (17,18,19).

A maior parte dos trabalhos abordando o tema dos linfocitos B na rejei¢do aguda
apresenta limitagdes metodoldgicas significativas. Estas limitagcdes sdo variadas e
incluem: pequeno numero de pacientes, alocagdo simultanea de transplantados renais
com doadores falecidos e doadores vivos, restricdo ao grupo de pacientes pediatricos,
pouco tempo de seguimento, auséncia de avaliagdo de C4d e critérios dispares de
quantificag¢do dos linfocitos B (20).

O presente estudo visa a avaliar a freqiiéncia e a possivel associagdo de
infiltrados celulares ricos em linfocitos B, detectados em bidpsias de enxertos renais de
doadores falecidos com diagnostico confirmado de TCMR aguda, com a sobrevida do
enxerto, a fun¢do renal, o tempo decorrido do transplante até o episddio de rejei¢do

aguda, o grau da rejei¢do e a positividade do C4d.
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Material e Método

Pacientes

Os pacientes incluidos no presente estudo fazem parte do grupo de pacientes
adultos submetidos a transplante renal com enxertos provenientes de doadores falecidos
no Complexo Hospitalar da Irmandade Santa Casa de Porto Alegre no periodo de
primeiro de janeiro de 1998 a 31 de dezembro de 2003. Neste intervalo, foram
realizados 423 transplantes com estas caracteristicas. Deste grupo, foram selecionados
112 pacientes com diagnostico de TCMR aguda comprovados por laudo
anatomopatoldgico, totalizando 179 biopsias (alguns pacientes tiveram mais de um
episddio documentado) indicadas por disfun¢do prolongada do enxerto ou por suspeita
de rejei¢do aguda. Procedeu-se a uma busca dos blocos de parafina contendo estas
biopsias. Alguns blocos (seis) ndo foram disponibilizados, outros (25) nao
apresentavam material suficiente a inspe¢do e/ou ndo estavam em condi¢des
perfeitamente seguras para serem cortados ao micrétomo. Apos a analise inicial das
biopsias em condi¢des adequadas, quinze foram excluidas do estudo por ndo haver
critérios, conforme as ultimas edi¢des da Classificacdo de Banff para TCMR aguda, no
material analisado. Apdés cumpridas estas etapas, 89 (79,4%) pacientes foram
efetivamente incluidos no estudo, dentre os 112 inicialmente alocados. Referentes aos
89 pacientes, foram efetivamente incluidas 133 (74,3%) bidpsias, dentre as 179
inicialmente registradas

Os pacientes foram acompanhados por periodo minimo de cinco anos e tiveram
a taxa de filtragdao glomerular (GFR: glomerular filtration rate) calculada por meio da
formula MDRD (modified diet in renal disease) ao final de cada um dos cinco anos. Na
avaliacdo do risco imunolédgico pré-transplante, realizou-se pesquisa de anticorpos anti-

HLA de classe I pré-formados através de teste de reatividade contra painel (PRA: panel-
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reactive antibodies), empregando-se técnica de imunoensaio enzimatico (ELISA:
enzime-linked immunoabsorbent antibody) em 85 (95,5%) pacientes ¢
microlinfocitotoxicidade dependente de complemento com adigdo de antigloglobulina
humana (AHG-CDC: complement dependent microlymphocitotoxicity with anti-human
globulin) em quatro (4,5%) pacientes. Todos os transplantes foram realizados apoés
prova cruzada negativa por AHG-CDC contra os linfocitos do doador. Os padrdes de
compatibilidade HLA entre receptor ¢ doador foram analisados a partir da tipificagao
dos loci A, B e DR, considerando-se o nimero de incompatibilidades em cada um
destes loci e o nimero total. A imunossupressdo empregada na maior parte dos casos foi
a combina¢do de ciclosporina, prednisona e azatioprina (72,4%), seguida pelo esquema
empregando ciclosporina, prednisona e micofenolato (18,3%), e o restante empregando
regimes constituidos por ciclosporina e azatioprina (1,1%); tacrolimus, micofenolato e
prednisona (1,1%); tacrolimus, azatioprina e prednisona (4,5%); rapamicina, azatioprina
e prednisona (1,1%); e rapamicina, tacrolimus e prednisona (1,1%). Vinte e trés
pacientes (25,8%) foram submetidos a terapéutica de indug¢do, sendo dezesseis (18,0%)
com basiliximab, cinco (5,6%) com daclizumab e dois (2,2%) com OKT3. A terapéutica
empregada nos episodios de rejeicdo aguda foi a pulsoterapia com metilprednisolona
intravenosa. Treze pacientes (14.6%) apresentaram pelo menos um episodio de rejei¢ao
aguda refrataria a pulsoterapia com metilprednisolona e foram tratados com
timoglobulina ou OKT3.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Complexo Hospitalar da
Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre, tendo aprovacao simultinea

pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre.
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Avaliacdo Histopatoldgica e Imunoistoquimica

Apds a selecdo inicial quanto a disponibilidade de blocos de parafina e
adequacdo de material, foram analisadas 148 biopsias. Dentre estas, 133 (89,8%) foram
efetivamente incluidas no estudo, por apresentarem tanto material disponivel e
adequado quanto critérios morfoldgicos de TCMR aguda.

As biopsias foram fixadas em formalina tamponada a 10%, submetidas a
processamento histolégico usual e embebidas em parafina para inclusdo.
Confeccionaram-se as laminas conforme método de microtomia tradicional, com cortes
de quatro micrometros de espessura. Os métodos histoquimicos de coloracao utilizados
foram hematoxilina-eosina (HE), acido peridodico de Schiff (PAS), tricrdmico de
Masson (TM) e prata metenamina-acido periodico (PASM). A graduacdo da TCMR
aguda seguiu os parametros da Classificacdo de Banft de 2007 (9).

A avaliagdo do C4d foi efetuada por meio de método imunoistoquimico, devido
a natureza retrospectiva do estudo e da indisponibilidade de material congelado para
analise com imunofluorescéncia. O anticorpo anti-C4d empregado foi o anticorpo de
coelho policlonal (Biomedica Gruppe, Viena, Austria). Cortes de quatro micrometros de
espessura foram submetidos a recuperagdo antigénica com solugdo-tampao de citrato em
banho-maria a 92°C. A diluicdo empregada do anticorpo foi de 1:50. Utilizou-se
solugdo de diaminobenzidina (DAB) para coloragdo, contracorando-se com
hematoxilina. A analise seguiu as diretrizes da Classificacdo de Banff de 2007, sendo
atribuidos os graus de acordo com a porcentagem de capilares peritubulares marcados.
A negatividade total constituiu o grau C4d0; marcacdo de até 10%, C4d1; marcagdo
superior a 10% até 50%, C4d2; e, acima de 50%, C4d3. Bidpsias classificadas como

C4d2 e C4d3 foram consideradas positivas. A figura 1 ilustra uma bidpsia C4d positiva.
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A detecgdo dos infiltrados celulares ricos em linfécitos B foi efetuada por meio
de método imunoistoquimico. O anticorpo utilizado foi o anti-CD20 monoclonal de
camundongo (Dako, Carpinteria, California, EUA). A dilui¢do empregada foi 1:200 e as
demais etapas foram idénticas as empregadas na confec¢do das laminas de C4d. Para a
analise, considerou-se o campo com o maior nimero de células coradas. As bidpsias
consideradas como positivas foram aquelas nas quais foram detectadas, neste campo,
em 400 aumentos, 100 ou mais células marcadas. Adicionalmente, as bidpsias positivas
foram divididas em quatro categorias. As biopsias com 100 a 149 células marcadas
foram incluidas na categoria 1; com 150 a 199, na categoria 2; com 200 a 249, na
categoria 3; 250 ou mais, na categoria 4. Exemplos de bidpsias positivas e de uma
bidpsia negativa podem ser observadas nas figuras de 2 a 6.

Trinta e quatro pacientes tiveram mais de uma bidpsia analisada, sendo o
nimero maximo de bidpsias por pacientes de cinco (média de 1,48 e desvio-padrdo de
0,7). Havendo uma ou mais biopsia(s) positiva(s) para C4d e para CD20, mesmo com
outra(s) bidpsia(s) negativa(s), o caso foi considerado positivo e incluido no grupo
CD20-positivo. A categoria de positividade de CD20 definidora dos casos nos quais
mais de uma bidpsia mostrou-se positiva foi a categoria mais alta. As analises
histopatologica e imunoistoquimica foram efetuadas por dois patologistas desprovidos

dos dados clinicos.

Analise Estatistica

Os dados foram armazenados e analisados por meio do programa SPSS versao
16.0 (Statistical Package for Social Sciences, Inc., Chicago, Illinois, EUA). As
variaveis continuas foram expressas por média e desvio-padrao e analisadas utilizando-

se o Teste t de Student. As varidveis categdricas foram analisadas com o Qui-Quadrado.
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A sobrevida do enxerto foi comparada entre os grupos pelo Método de Kaplan-Meyer e
as diferengas entre as curvas foram analisadas pelo teste log-rank. Valores de P

inferiores a 0,05 indicaram diferenca estatisticamente significativa.

Resultados

Parametros Clinicos

As caracteristicas demograficas, clinicas e imunoldgicas dos pacientes estdo
descritas na tabela 1. A Unica caracteristica com diferenga estatisticamente significativa
entre os dois grupos foi o sexo do doador. Pacientes do grupo CD20-positivo foram
transplantados mais freqlientemente com enxertos provenientes de doadores femininos
(P =0,03). Adicionalmente, ndo se observou diferenga significativa entre os dois grupos
relativa aos esquemas de imunossupressao empregados.

A sobrevida do enxerto dos pacientes do grupo CD20-positivo ao final do
primeiro ¢ do segundo anos foi, respectivamente, de 83,3% e 75,0%. Ao final do
terceiro, quarto e quinto anos, a taxa manteve-se em 72,2%. A sobrevida do enxerto dos
pacientes do grupo CD20-negativo ao final de cada um dos primeiros cinco anos de
acompanhamento foi, respectivamente, de 86,8%, 81,1%, 81,1%, 77,3% e 69,8%. A
figura 7 ilustra a curva de sobrevida do enxerto em cinco anos. Nao foi detectada
diferenga estatisticamente significativa em qualquer intervalo, mesmo quando casos
com marcagao positiva de C4d foram excluidos da analise.

O grupo CD20-positivo apresentou tendéncia a pior funcdo renal, avaliada pela
taxa de filtracdo glomerular calculada pelo MDRD, ao longo dos cinco anos de
acompanhamento. No entanto, estas diferencas ndo atingiram significado estatistico.

Estes dados encontram-se pormenorizados na tabela 2.
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O intervalo decorrido entre os episoddios de rejei¢do com biopsias com infiltrado
rico em linfocitos B teve média de 65,4 dias, com variacdo de sete a 222 dias. Este
intervalo, nos episddios sem o infiltrado rico em linfocitos B, teve média de 53,4 dias,
com variagdo de cinco a 1.280 dias. Nao houve significado estatistico para estas

diferencas (P = 0,60).

Analises Histopatoldgica e Imunoistoquimica

Dos 89 pacientes incluidos no estudo, 55 (61,8%) tiveram uma bidpsia
analisada; 27 (30,3%), duas bidpsias; seis (6,7%), trés bidpsias; e um (1,1%), cinco
bidpsias. Os graus maximos de TCMR aguda em cada paciente distribuiram-se da
seguinte maneira: grau IA, 48 individuos (53,9%); grau IB, 31 (34,8%); grau IIA, trés
(3,4%); grau IIB, cinco (5,6%); e grau III, dois (2,2%). Infiltrados ricos em linfocitos B
foram detectados em 36 pacientes (40,4%). Distribuiram-se da seguinte forma: quinze
(41,6%) na categoria 1, dezesseis (44,4%) na categoria 2, trés (8,3%) na categoria 3 e
dois (5,5%) na categoria 4. A marcag¢ao positiva do C4d ocorreu em 23 casos (25,8%).

De acordo com o grau de rejei¢do, a distribui¢do nas 133 biopsias foi a seguinte:
80 (60,2%) grau IA, 41 (30,8%) grau IB, trés (2,3%) grau IIA, sete (5,3%) grau IIB e 2
(1,5%) grau I11.

Dentre as 133 bidpsias analisadas, 42 (31,6%) apresentaram infiltrado celular
rico em linfocitos B. Destas, 42 bidpsias CD20-positivas, 22 (61,1%) foram incluidas na
categoria 1; dezessete (47,2%), na categoria 2; trés (8,3%), na categoria 3; e duas
(5,5%), na categoria 4. A presenga do infiltrado rico em linfocitos B apresentou
associacdo com graus mais altos de infiltrado inflamatorio intersticial acentuado (i3) e
de tubulite acentuada (t3) e com a presenga de arterite. Nas bidpsias positivas, vinte

(47,6%) exibiram infiltrado inflamatorio intersticial graduado como i3 e 32 (76,1%)
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apresentaram tubulite classificada como t3. Nas bidpsias negativas, os valores para estes
graus foram de 26 (28,5%) e 23 (25,2%), respectivamente (P = 0,032 para o grau de
infiltrado inflamatério intersticial e P < 0,001 para o grau de tubulite). Foi detectada
arterite em doze bidpsias, sendo nove em bidpsias CD20-positivas e trés em CD20-
negativas (P = 0,001). Na tabela 3, estes achados encontram-se sumarizados.

A analise da marcagdo para C4d revelou positividade em 28 (21,0%) bidpsias,
referentes a 23 pacientes (25,8%). Quanto a classe especifica do marcador, 89 (66,9%)
biopsias foram consideradas C4d0; dezesseis (12,0%), C4dl; nove (6,7%), C4d2; e,
dezenove (14,2%), C4d3. Nao foi detectada associacao entre a positividade de C4d e a
presenga de infiltrados celulares ricos em linfécitos B tanto ao analisar-se o grupo de

pacientes (P = 0,40) , quanto ao analisarem-se as bidpsias (P = 0,70).

Discusséo

O presente estudo inclui o maior numero de pacientes adultos transplantados
renais com enxertos de doadores falecidos dentre os trabalhos publicados abordando a
rejeicdo mediada por linfocitos T aguda e a infiltragdo de linfocitos B. Adotou-se o
critério de positividade de linfécitos B inicialmente estabelecido por Bagnasco e cols.,
pelo qual sdo necessarias pelo menos 100 células marcadas observadas em campo
microscopico de 400 aumentos (18). Existem outros critérios, mais restritivos como o
proposto por Sarwal e cols., onde o valor minimo para a positividade ¢ de 275 células,
ou menos restritivos, como o adotado por Kayler e cols., onde quinze células sdo
suficientes para considerar-se uma biopsia positiva (10,17). A utilizagdo do critério de
100 células reside em trés motivos basicos. Primeiramente, raras biopsias preenchem o

critério de 275 células, o que tornaria dificil a comparacao entre grupos. Por outro lado,
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a adocdo do niimero minimo de quinze células levaria a um excesso, possivelmente a
maioria, de biopsias positivas. Por fim, a aplicacdo do mesmo critério em diferentes
estudos torna os resultados potencialmente comparaveis. Utilizando este critério,
observou-se positividade de linfocitos B em 31,6% das biodpsias, resultado comparavel
aos 30% relatados por Bagnasco e cols. (18).

Houve uma tendéncia de menor sobrevida do enxerto no grupo CD20-positivo
ao final dos quatro anos pos-transplante, porém sem significado estatistico. Ao final do
quinto ano, a sobrevida do enxerto foi menor no grupo CD20-negativo, também sem
significado estatistico. Também houve tendéncia de pior fungdo renal no grupo CD20-
positivo ao longo dos cinco anos de acompanhamento, porém sem alcangar diferenga
estatisticamente significativa entre os dois grupos. Adicionalmente, o intervalo
transplante-biopsia, apesar de maior nas bidpsias positivas, ndo diferiu de modo
estatisticamente significativo.

Estes resultados reproduzem os trés estudos com o maior nimero de pacientes,
porém utilizando critérios de positividade distintos, até agora disponiveis. Bagnasco e
cols., utilizando o mesmo critério de positividade do presente estudo, analisaram o valor
prognoéstico da presenca de linfocitos B em 56 pacientes (34 transplantados renais de
doadores falecidos) estudados. A fung¢@o renal foi avaliada durante a rejei¢do e ao longo
de quatro anos de acompanhamento e a sobrevida do enxerto foi observada também ao
longo de quatro anos de seguimento. Nao houve diferenga significativa para nenhuma
das variaveis ao longo deste intervalo (18). Kayler e cols. analisaram um grupo de 120
pacientes (73 transplantados com enxertos de doadores falecidos) com diagndstico de
TCMR aguda e ndo foram encontradas diferencas significativas para a presenga ou a
auséncia de linfocitos B em termos de tempo de rejei¢do, resisténcia a corticosterdides,

niveis de creatinina sérica e sobrevida do enxerto. Contudo, a quantificacio dos
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agregados de linfocitos B ndo adotou critérios suficientemente restritivos e muitos dos
pacientes alocados foram submetidos a protocolos particulares (pré-tratamento com
globulina anti-timécito ou com alemtuzumab) (17). Scheepstra e cols. dividiram a
positividade para o anti-CD20 em agregados de células positivas e em células positivas
esparsamente distribuidas, sendo este ultimo padrio subdividido em cinco escores,
tendo como base o numero médio de células marcadas contadas em campos de grande
aumento da bidpsia. Foram analisadas 54 bidpsias com diagndstico de rejei¢ao aguda
referentes a 50 pacientes (40 de doadores falecidos). Nao houve relagdo de qualquer um
dos padrdes de positividade com perda do enxerto, resposta a terapéutica e creatinina
sérica aos seis e aos doze meses apds a bidpsia (19). No entanto, cabe ressaltar que,
tanto o presente estudo quanto os acima citados ndo incluem coortes muito numerosas.
Esta caracteristica leva a possibilidade de ocorréncia de erro tipo beta, no qual as
diferencas ndo sdo detectadas ou ndo atingem significado estatistico devido a
amostragem insuficiente.

Os achados histopatologicos de presenca de arterite, grau de tubulite e extensao
do infiltrado inflamatorio intersticial apresentaram associa¢do estatisticamente
significativa com infiltrado rico em linfocitos B. Esta associacdo ainda ndo havia sido
relatada nos estudos prévios. A relevancia deste achado reside no fato de estas
alteracdes fornecerem a base para o diagnostico e para a graduacdo da TCMR aguda.
Em termos prognosticos, a relagdo entre a presenca de arterite e os graus mais altos de
tubulite associam-se com desfechos clinicos desfavoraveis. A relevancia clinica e
prognostica da presenga de arterite foi comprovada nos primeiros estudos de validagao
da classificagdo de Banff (21,22). A importancia prognodstica da tubulite severa (t3) foi
analisada mais recentemente por Minervini e cols. Foi demonstrado que as taxas de

perda de enxerto e os niveis séricos de creatinina em um ano foram equivalentes,
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comparando-se um grupo de pacientes com arterite leve (v1) a um grupo com tubulite
severa (t3), embora os niveis séricos de creatinina aos seis meses tivessem sido
superiores no primeiro grupo. Ambos os grupos tiveram desfechos desfavoraveis
quando comparados a grupos com graus mais baixos de tubulite (t1 e t2), e favoraveis
em comparagdo a grupos com graus mais altos de arterite (v2 e v3) (23). Embora o
presente estudo ndo tenha o objetivo de fornecer explicacdo fisiopatologica para a
relacdo entre estes achados histopatologicos e a presenca de agregados de linfocitos B, a
literatura fornece evidéncias do estimulo fornecido por estas células aos linfocitos T.
Este estimulo deriva principalmente da capacidade de apresentacdo de antigenos aos
linfocitos T e de produgdo de citocinas e quimiocinas protagonizadas pelos linfocitos B,
o que resultaria em linfocitos T mais numerosos e ativos, levando a maior infiltragao
inflamatoria no enxerto, com alteracdes histopatoldgicas mais acentuadas (24,25,26). Ja
existe evidéncia de correlacao entre infiltrados de linfocitos T e linfocitos B em
episodios de rejeicdo aguda (19). Uma limitagdo que pode ser atribuida a associagdo
entre a presenca de arterite e os agregados de linfocitos B em nosso estudo ¢ a
freqliéncia relativamente baixa de acometimento arterial (9,1%), embora semelhante
proporcao (12,0%) tenha sido encontrada em outra série (27).

A positividade da marcagdo de C4d ocorreu em 21,0% das bidpsias, perfazendo
25,8% dos pacientes incluidos. Estes nimeros sdo comparaveis a resultados de estudos
prévios. As taxas de positividade nas bidpsias relatadas por diferentes autores em casos
de TCMR aguda varia entre 17,8% a 35,3% (28-32). Esta taxa de positividade, ao serem
analisados os pacientes transplantados, situa-se entre 20% e 30% (33). Por fim, ndo se
detectou relacdo entre a marcagdo positiva de CD20 e C4d. Esta auséncia de relagdo
também foi relatada em outras publicacdes. Sarwal e cols. e Scheepstra e cols. ndo

observaram associacdo entre positividade de CD20 e de C4d (10,19). Na casuistica de
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Hippen e cols., os trés casos com marcagdo positiva para C4d ndo apresentaram

infiltragdo por linfocitos B (12).

Concluséo

A presenca de infiltrado celular rico em linfécitos B, em bidpsias com critérios
de TCMR aguda, nao foi associada com menor sobrevida e pior fungdo do enxerto
estatisticamente significativa no presente estudo. Houve associag¢do entre este infiltrado
e alteracdes histopatologicas definidoras de graus mais altos deste padrdo de rejeigdo
aguda. No entanto, ressalta-se a necessidade de mais estudos, preferencialmente
prospectivos € com maior nimero de pacientes, contemplando inclusive mais casos com
acometimento arterial, para melhor elucidagdo do papel dos linfocitos B no transplante

renal.
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Tabela 1. Caracteristicas demograficas, clinicas ¢ imunoldgicas de pacientes

transplantados renais de doador falecido com rejeicao mediada por linfocitos T aguda,

distribuidos conforme a presenca de infiltrado celular rico em linfécitos B na(s)

bidpsia(s) identificados por imunoistoquimica.

Variavel CD20 Positivo ~ CD20 Negativo P
Idade do receptor (média, DP; anos) 40,14 (12,35) 40,57 (11,77) 0,870
Idade do doador (média, DP; anos) 43,18 (13,06) 37,04 (16,15) 0,074
Género do receptor (Masculino; n, %) 23 (63,3) 30 (56,6) 0,492
Género do doador (Masculino; n, %) 13 (37,1) 32 (61,5) 0,026*
Raga do receptor (Branca; n, %) 33 (91,6) 47 (88,6) 0,646
Pacientes com transfusdes prévias (n; 15 (57,6) 31(77.,5) 0,190
%)

Numero de transfusdes (média, DP) 3,15 (4,63) 3,35 (4,51) 0,865
Retransplante (n; %) 4 (11,1) 3(5,6) 0,348
PRA positivo (n; %) 8(22,2) 8 (15,0) 0,390
HLA-A mismatches (média, DP) 1,40 (0,65) 1,30 (0,63) 0,486
HLA-B mismatches (média, DP) 1,48 (0,70) 1,55 (0,57) 0,072
HLA-DR mismatches (média, DP) 0,73 (0,60) 0,92 (0,56) 0,196
Total de HLA mismatches (média, DP) 3,40 (1,11) 3,58 (1,04) 0,184
Tempo de isquemia fria (horas; média, 19,15 (7,40) 20,16 (5,99) 0,508
DP)

Tempo de isquemia quente (minutos; 0,21 (0,68) 0,50 (2,28) 0,471
média, DP)

Pacientes submetidos a terapéutica de 9 (25,0) 12 (22,6) 0,797
inducao (n; %)

Pacientes com episddio de RA cortico- 7 (19,4) 6(11,3) 0,287
resistente (n; %)

Funcdo retardada do enxerto (n; %) 19 (52,7) 35 (66,0) 0,209
C4d positivo (n; %) 11 (30,5) 12 (22,6) 0,403

Abreviaturas — DP: desvio-padrdo, HLA (antigeno leucocitario humano: human
leucocitary antigen), n (numero), PRA (teste de reatividade contra painel: panel-
reactive antibodies: (panel-reactive antibodies) e RA (rejeigdo aguda).
* Valor estatisticamente significativo (P < 0,05).
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Tabela 2. Niveis séricos de creatinina e fung¢do renal aferida pela taxa de filtragao
glomerular ao longo de cinco anos pods-transplante em pacientes transplantados renais
de doador falecido com rejei¢do mediada por linfécitos T aguda, distribuidos conforme

a presenga de infiltrado celular rico em linfécitos B na(s) biopsia(s) identificados por

imunoistoquimica.
Periodo Variavel CD20 Positivo  CD20 Negativo P
(média, DP) (média, DP) (média, DP)
Um ano Creatinina 2,29 (1,09) 1,94 (0,81) 0,116
sérica
TFG 45,17 (20,28) 39,33 (19,48) 0,220
Dois anos Creatinina 2,19 (0,93) 1,82 (0,73) 0,066
sérica
TFG 39,05 (18,24) 47,86 (22,60) 0,088
Trés anos Creatinina 2,13 (0,93) 1,88 (0,79) 0,239
sérica
TFG 42,21 (21,09) 45,91 (20,19) 0,472
Quatro anos Creatinina 2,30 (1,02) 2,03 (0,95) 0,276
sérica
TFG 40,00 (23,61) 41,07 (16,33) 0,828
Cinco anos Creatinina 2,31 (0,95) 2,15 (0,90) 0,484
sérica
TFG 37,80 (19,57) 38,80 (16,73) 0,828

Abreviatura — DP (desvio-padrao) e TFG (taxa de filtragdo glomerular, estimada pela
formula MDRD).
Unidades - Creatinina sérica (mg/dL) e TFG (mL/min).
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Tabela 3. Parametros morfologicos ¢ analise do C4d de bidpsias de transplantados
renais de doador falecido com rejeicdo aguda mediada por linfocitos T, distribuidos
conforme a presenca de infiltrado celular rico em linfécitos B nas bidpsias identificados

por imunoistoquimica.

Parametros Histoldgicos CD20 Positivas  CD20 Negativas P

n (%) n (%)
2 22 (52,3) 65 (71,4) 0,032%*
i3 20 (47,6) 26 (28,5) 0,032%*
t2 10 (23,8) 68 (74,7) <0,001*
t3 32 (76,1) 23 (25,2) <0,001*
Arterite ausente 33(78.5) 88 (96,7) 0,001*
Arterite presente 09 (21,4) 03 (3,2) 0,001*
C4d positivo 08 (19,0) 20 (21,9) 0,700
C4d negativo 34 (80,9) 71 (78,0) 0,700

Abreviaturas — 12 (infiltrado inflamatorio intersticial acometendo 26% a 50% do cortex
renal), i3 (infiltrado inflamatorio intersticial acometendo mais de 50% do coértex renal),
t2 (tubulite com cinco a dez células mononucleares em cortes transversais dos tubulos
ou grupo de dez células tubulares) e t3 (tubulite com mais de dez células mononucleares
em cortes transversais dos tibulos ou grupo de dez células tubulares, ou com pelo
menos duas areas de destruicdo da membrana basal tubular acompanhada por infiltrado
inflamatoério intersticial classificado como i2 ou 13 e tubulite t2 em qualquer outro local
da biopsia).

* Valores estatisticamente significativos (P < 0,05).



111

Figura 1 — Biopsia C4d positiva (marcagio positiva em capilares peritubulares).

Figura 2 — Biopsia CD20 positiva categoria 1 (100 a 149 células marcadas em campo

microscopico de 400 aumentos).
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Figura 3 — Biopsia CD20 positiva categoria 2 (150 a 199 células marcadas em campo

microscopico de 400 aumentos).

Figura 4 — Biopsia CD20 positiva categoria 3 (200 a 249 células marcadas em campo

microscopico de 400 aumentos).
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Figura 5 — Biopsia CD20 positiva categoria 4 (250 ou mais células marcadas em campo

microscopico 400 aumentos).

Figura 6 — Biopsia CD20 negativa (menos de 100 células marcadas em campo

microscopico de 400 aumentos)
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Figura 7 — Curva de sobrevida do enxerto dos grupos CD20-positivo e CD20-negativo

em acompanhamento de cinco anos pos-transplante.



115

5. CONCLUSOES FINAIS

A presenca de infiltrado celular rico em linfécitos B em bidpsias de aloenxertos
renais de doadores falecidos com diagnostico de rejeicdo aguda mediada por linfocitos
T foi detectada em 31,6% destas bidpsias, referentes a 40,4% dos pacientes alocados no
estudo. As caracteristicas clinicas ¢ demograficas destes pacientes ndo demonstraram
diferengas entre o grupo de pacientes com bidpsias exibindo infiltrado celular rico em
linfocitos B e o grupo de individuos sem estes infiltrados, com excecdo do sexo do
doador, encontrando-se maior freqiiéncia de doadores do género feminino no primeiro
grupo de pacientes.

A sobrevida analisada ao longo de cinco anos de acompanhamento nao foi
diferente entre os dois grupos de pacientes. Nao houve diferenga quanto a fungao renal e
aos niveis séricos de creatinina ao final de cada um dos cinco anos entre os dois grupos
de pacientes. O intervalo de tempo médio decorrido entre o transplante e os episddios de
rejeicdo mediada por linfocitos T aguda ndo foi diferente ao compararem-se os
episodios nos quais as biopsias exibiram infiltrado celular rico em linfocitos B com os
episodios nos quais este infiltrado nao foi detectado.

As bidpsias nas quais foi encontrado infiltrado celular rico em linfocitos B,
exibiram, mais freqlientemente, tubulite acentuada, infiltrado inflamatorio intersticial
acentuado e presenca de arterite, os quais caracterizam graus mais altos de rejei¢do
mediada por linfocitos T aguda. A positividade de C4d ndo se associou a presenca de

infiltrado celular rico em linfocitos B.
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6. ANEXOS

6.1. ANEXO I

CLASSIFICACAO DE BANFF DE 1997 COM AS ATUALIZACOES DE 2001,
2005 E 2007

Categorias Diagndsticas
1. Normal

2. Rejeicao mediada por anticorpos

Devida a anticorpo anti-doador documentado (“suspeita para” se o anticorpo ndo ¢é
demonstrado); (pode coincidir com as categorias 3,4, 5 ¢ 6).

- Rejeicao aguda mediada por anticorpos

Padrdes (graduagao)

L. Dano tubular agudo semelhante a necrose tubular aguda e positiva para C4d
e com minima inflamagao.

II. Marginagdo capilar peritubular e/ou glomerular de neutrofilos e/ou
leucdcitos mononucleares e/ou trombose e positiva para C4d.

1. Arterite com necrose fibrindide das células musculares lisas da camada

média e/ou arterite transmural e positiva para C4d.
- Rejeicao cronica ativa mediada por anticorpos
Glomérulos apresentando duplos contornos e/ou multilamelacdo da membrana basal dos
capilares tubulares e/ou atrofia tubular com fibrose intersticial e/ou espessamento
fibroso intimal arterial com positividade para C4d.

3. Alteragdes “borderline” ou “suspeitas” para rejeicdo aguda mediada por linfocitos T.
Auséncia de arterite intimal, mas com focos de tubulite (t1, t2 ou t3) e sem infiltrado
inflamatoério intersticial ou com infiltrado inflamatorio intersticial leve (10 ou il), ndo
atingindo o limiar de i2 t2 para rejei¢ao (pode coincidir com as categorias 2, 5 € 6).

4. Rejei¢ao mediada por linfocitos T (pode coincidir com as categorias 2, 5 € 6).
- Rejeicao aguda mediada por linfocitos T
Padroes (graduagao)

IA. Casos com infiltrado inflamatorio intersticial significativo (mais de 25% do
parénquima afetado, i2 ou 13) e focos de tubulite moderada (t2).

IB. Casos com infiltrado inflamatdrio intersticial significativo (mais de 25% do
parénquima afetado, 12 ou 13) e focos de tubulite severa (t3).

ITA. Casos com arterite intimal leve a moderada (v1).

IIB. Casos com arterite intimal severa comprometendo mais de 25% da érea
luminal (v2).

III. Casos com arterite transmural e/ou necrose e alteragao fibrinoide das células
musculares lisas da camada média das artérias com inflamagao linfocitaria.
- Rejeicao cronica ativa mediada por linfocitos T
“Arteriopatia cronica do enxerto” (fibrose arterial intimal com infiltrado inflamatorio
mononuclear na fibrose, com formac¢do de neointima).
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5. Fibrose intersticial e atrofia tubular, sem evidéncia de qualquer etiologia especifica
(pode incluir esclerose glomerular e vascular inespecificas, mas a graduacdo ¢
determinada pelos achados tibulo-intersticiais).

Graduagao
L. Fibrose intersticial e atrofia tubular leves (envolvendo menos de 25% da area
cortical).
II. Fibrose intersticial ¢ atrofia tubular moderadas (envolvendo 26% a 50% da
area cortical).
III.  Fibrose intersticial e atrofia tubular severas (envolvendo mais de 50% da

area cortical).

6. Outras categorias (ndo consideradas como resultantes de rejei¢do aguda e/ou cronica).
- Desordem linfoproliferativa pos-transplante
- Alteragdes inespecificas
o Tubulite focal sem inflamacao intersticial
o AlteragOes vasculares reativas
o Venulites
- Necrose tubular aguda
- Nefrite intersticial aguda
- Alteracdes associadas aos inibidores da calcineurina
- Dano subcapsular (“healing in”)
- Dano endotelial agudo pré-transplante
- Necrose papilar
- Glomerulonefrite “de novo”
- Doenca recorrente
o Glomerulonefrite mediada por imunocomplexos
o Glomeruloesclerose segmentar e focal
o Diabete
o Sindrome hemolitico-urémica
© Outros
- Doenca pré-existente
- Infecgao viral
- Obstrugao e/ou refluxo, perda de urina
- Outros

Critérios Histopatoldgicos de Rejeicdo Aguda

1. Tubulite (t) — Infiltracdo do epitélio tubular por células mononucleares,
principalmente linfocitos, observadas em cortes transversais dos tibulos (ou grupo de
dez células em cortes longitudinais ou obliquos), ndo podendo estes apresentar atrofia
superior a leve. E graduado o foco de inflamagdo mais severo e deve haver mais de um
foco de tubulite.

Graduagao

t0 — Auséncia de células mononucleares nos tubulos.

tl — Foco com uma a quatro células mononucleares em cortes transversais dos tubulos
(ou grupo de dez células tubulares).

t2 - Foco com cinco a dez células mononucleares em cortes transversais dos tibulos (ou
grupo de dez células tubulares).
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t3 - Foco com mais de dez células mononucleares em cortes transversais dos tibulos (ou
grupo de dez células tubulares) ou com pelo menos duas areas de destruicdo da
membrana basal tubular acompanhada por infiltrado inflamatério intersticial
classificado como 12 ou i3 e tubulite t2 em qualquer outro local da bidpsia.

2. Arterite (v) — A arterite intimal ¢ definida como infiltragao inflamatéria linfocitaria
abaixo do endotélio, sendo esta distinta do infiltrado inflamatério da camada média e/ou
da necrose e da alteragdo fibrindide da parede do vaso. Hemorragia intersticial e infarto
desacompanhados de arterite ndo preenchem critérios para vasculite (v3, como ja foram
considerados), mas deve-se referi-los com um asterisco em qualquer grau de v (vO*,
v1*, v2* ou v3*). Devem ser referidos o numero de artérias afetadas e o numero de
artérias acometidas.

Graduagao

v0 — Sem arterite.

vl — Arterite intimal leve a moderada em pelo menos 1 artéria em corte transversal.

v2 — Arterite grave com no minimo 25% da luz da arteira comprometida em pelo menos
1 corte transversal.

v3 — Arterite transmural e/ou alteracado fibrindide com necrose das células musculares
da camada média com infiltrado inflamatdrio no vaso.

3. Inflamacdo Intersticial (i) — Infiltrado inflamatorio mononuclear, principalmente
linfécitos, no intersticio. A presenga significativa de eosinofilos, neutréfilos ou
plasmocitos no intersticio deve ser registrada com um asterisco e a(s) populagao(des)
celular(es) presente(s) deve(m) ser descrita(s).

Graduagao

10 — Sem inflamacgao intersticial ou até menos de 10% do parénquima comprometido.

il —10% a 25% do parénquima com células inflamatorias.

12 —26% a 50% do parénquima com células inflamatorias.

13 — Mais de 50% do parénquima com células inflamatdrias.

4. Glomerulite (g) - Glomérulos comprometidos por infiltrado de células inflamatorias
mononucleares e aumento das células endoteliais

Graduagao

g0 — Sem glomerulite.

gl — Menos de 25% dos glomérulos comprometidos.

g2 — Comprometimento segmentar ou global em 25% a 75% dos glomérulos.

g3 — Comprometimento (predominantemente global) em mais de 75% dos glomérulos.

5. Marginagdo por células inflamatdrias em capilares peritubulares (ptc) — Presenca de
neutréfilos, monodcitos/macréfagos e linfocitos na luz de capilares peritubulares.
Quando nao houver neutrdfilos, mas apenas céulas mononucleares, deve ser acrescido
um asterisco. A graduagao deve ser feita na area mais severamente afetada. A extensao
deve ser classificada como focal (menos de 50% da area cortical afetada) ou difusa
(50% ou mais da area cortical afetada). A dilatacdo dos capilares, se presente, deve ser
registrada. Areas de necrose, pielonefrite aguda ou cértex subcapsular nio devem ser
graduadas. Adicionalmente, ndo sao utilizadas as veias e os vasa recta medulares para
este escore.

Graduagao

ptcO0 — Auséncia de alteragdes inflamatorias em capilares peritubulares corticais
significativas, ou presencga das alteragdes em menos de 10% dos capilares peritubulares.
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ptcl — Presenca de trés ou quatro células inflamatorias na luz de capilar peritubular
cortical.

ptc2 — Presencga de cinco a dez células inflamatdrias na luz de capilar peritubular
cortical.

ptc3 — Presenca de mais de dez células inflamatorias na luz de capilar peritubular
cortical.

Critérios Morfoldgicos das Alteragdes Histopatoldgicas Crdnicas

1. Fibrose intersticial (ci) - Fibrose intersticial cronica que excede 5% da area cortical.
Graduagao

ci0 — Fibrose intersticial compromete até 5% da area cortical.

cil — Fibrose intersticial discreta comprometendo 6% a 25% da area cortical.

ci2 — Fibrose intersticial moderada comprometendo 26% a 50% da area cortical.

ci 3 — Fibrose intersticial acentuada comprometendo mais de 50% da area cortical.

2. Atrofia tubular (ct) - Presenca de tubulos com espessamento redundante das
membranas basais ou redu¢do maior que 50% de diametro tubular, quando comparados
com tibulos ndo atroficos.

Graduagao

ct0 — Auséncia de atrofia tubular.

ctl — Atrofia tubular comprometendo até 25% da area dos tubulos corticais.

ct2 — Atrofia tubular comprometendo 26% a 50% da area dos tibulos corticais.

ct3 — Atrofia tubular maior do que 50% da 4rea dos tiibulos corticais.

3. Glomerulopatia do transplante (cg) - Glomerulopatia Cronica ¢ caracterizada por
proliferacdo mesangial a custa de células e expansdo da matriz, espessamento da
membrana basal com interposicdo mesangial periférica (“duplo contorno”), algumas
vezes com crescentes celulares. Também estdo incluidas a mesangiolise e as alteragdes
esclerosantes progressivas. Normalmente associada com proteintria importante,
freqiientemente em niveis nefroticos. Referir o nimero de glomérulos esclerosados ¢ a
porcentagemde glomérulos esclerosados.

Graduagao

cg0 — Auséncia de glomerulopatia. “Duplo contorno” identificado em menos de 10%
das algas capilares de glomérulos, entre os mais comprometidos.

cgl — “Duplo contorno” identificado em até 25% das alcas capilares de glomérulos nao
esclerosados, entre os mais comprometidos.

cg2 — “Duplo contorno” identificado em 26% a 50% das alcas capilares de glomérulos
nao esclerosados, entre os mais comprometidos.

cg3 — “Duplo contorno” identificado em mais de 50% das al¢as capilares de glomérulos
nao esclerosados, entre os mais comprometidos.

4. Aumento da matriz mesangial (mm) - O critério morfoldgico para aumento moderado
da matriz mesangial ¢ a expansdo do espaco entre capilares glomerulares adjacentes
maior que duas células mesangiais, em pelo menos dois 16bulos glomerulares.
Graduagao

mm0 — Auséncia de aumento de matriz mesangial.

mml — Aumento no minimo moderado da matriz mesangial em até 25% dos glomérulos
nao esclerosados.
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mm2 — Aumento no minimo moderado da matriz mesangial em 26% a 50% dos
glomérulos ndo esclerosados.
mm3 — Aumento no minimo moderado da matriz mesangial em mais de 50% dos
glomérulos ndo esclerosados.

5. Espessamento fibroso da intima arterial (cv) - A lesdo vascular cronica caracteriza-se
por espessamento fibroso da intima arterial com delaminacdo/descontinuidade da
membrana elastica interna e/ou presenga de células espumosas e/ou células
mononucleares ocasionais. A quantificagdo deve ser feita levando em conta o vaso
arterial mais afetado. Referir a presenca de lesdes caracteristicas de rejeicdo cronica
(ruptura e/ou delaminagdo da membrana elastica, células inflamatérias em meio a
fibrose, formacao de neo-intima e proliferagdo de miofibroblastos).

Graduagao

cv0 — Auséncia de alteracdes vasculares.

cvl — Reducgdo em até 25% da area do limen arterial.

cv2 — Redugao entre 26% a 50% da area do limen arterial.

cv3 — Reducdo de mais de 50% da area do limen arterial.

6. Espessamento hialino arteriolar (ah) - Espessamento da parede arteriolar por
infiltrado hialino PAS positivo. Referir a presenca de arteriolite (significado ainda nao
estabelecido) com um asterisco apos o escore “ah”. Observar as formas nodulares para a
possibilidade de toxicidade dos inibidores da calcineurina.

Graduagao

ah0 — Auséncia de espessamento hialino PAS positivo.

ahl — Espessamento hialino PAS positivo leve/moderado em pelo menos uma arteriola.
ah2 — Espessamento hialino PAS positivo moderado/acentuado em mais de uma
arteriola.

ah3 — Espessamento hialino PAS positivo acentuado em varias arteriolas.

7. Arteriolopatia hialina induzida por inibidores da calcineurina (aah). Critério em
avaliacdo nos préximos dois anos, ainda ndo incorporado a Classificacdo de Banff de
2007.

aah0 — Auséncia de lesdes tipicas de arteriolopatia por inibidores da calcineurina.

aahl — Depositos hialinos em substitui¢do a necrose de células da camada média em
uma arteriola e auséncia de envolvimento circunferencial.

aah2 — Mais de uma arteriola com depdsito hialino e auséncia de envolvimento
circunferencial.

aah3 — Envolvimento circunferencial arteriolar independente do numero de arteriolas
envolvidas

Critérios Quantitativos de Avaliacdo do Marcador C4d

Avaliagao quantitativa para a marcacao de C4d, de acordo com a porcentagem em cinco
campos de grande aumento.

Graduagao

C4d0 — Negativo (0%)

C4d1 — Minimo (acima de 0% e menor do que 10%)

C4d2 — Focal (de 10 a 50%)

C4d3 — Difuso (mais de 50%)
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6.2. ANEXO II
TECNICA DE IMUNOISTOQUIMICA

Anticorpos utilizados
1. Anticorpo C4d anti-humano policlonal (C4dpAb, Biomedica Gruppe, Viena,
Austria).
2. Anticorpo CD20 anti-humano monoclonal (CD20mAb, Dako, Carpinteria, California,
EUA).

Confecgdo das laminas de imunoistoquimica
Este protocolo foi desenvolvido para cortes de tecido embebidos em parafina e
fixados em formalina neutra tamponada a 10%.

1. Desparafinizacao e reidratacdo dos cortes teciduais.

a) Permanéncia das 1aminas com os cortes teciduais em estufa a 60°C por 30 minutos.

b) Duas passagens de cinco minutos cada em xilol.

c) Passagens em alcoois em solugdes com concentracdes decrescentes: 100%, 90%,
70% e 50%.

d) Lavar em agua destilada.

2. Recuperagao antigénica dos cortes teciduais.

a) Aquecer solucao de citrato de sdédio 0,1M pH 6,0 em banho-maria até 92°C.

b) Colocar as laminas e deixar por 30 minutos na solugao.

¢) Retirar a solu¢ao com as laminas do banho-maria e deixar esfriar em temperatura por
20 minutos.

d) Lavar em agua destilada.

3. Bloqueio da peroxidase endogena.

a) Colocar as laminas em solu¢do com 95 mL de metanol e 5 mL de agua oxigenada 30
V (duas passagens de 10 minutos cada protegidas da luz).

b) Lavar em dgua destilada.

c¢) Lavar em PBS (duas vezes de cinco minutos cada).

4. Bloqueio das ligacdes inespecificas.
a) Incubar as laminas com solug¢@o de proteina indcua a amostra (BSA: bovine serum
albumine 1%) por 30 minutos.

5. Bloqueio da biotina.

a) Aplicar kit A de bloqueio da biotina (Dako, Carpinteria, Califérnia, EUA) por 15
minutos.

b) Aplicar kit B de bloqueio da biotina (Dako, Carpinteria, Califérnia, EUA) por 15
minutos.

6. Aplicagdo do anticorpo primario.

a) Dilui¢@o dos anticorpos (em BSA a 1%):

- CD20: 1/200

- C4d: 1/50

b) Deixar escorrer o liquido das solug¢des prévias e aplicar o anticorpo primario.
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¢) Colocar as laminas em camara imida.
d) Armazenar a camara imida em geladeira com temperatura de 4°C de um dia para
outro (overnight).

7. Aplicagao do anticorpo secundario.

a) Lavar as laminas em PBS durante cinco minutos por duas vezes.

b) Incubar com anticorpo secundério biotinilado (Dako LSAB System, Dako,
Carpinteria, California, EUA) durante 40 minutos em temperatura ambiente.

8. Aplicagdo do complexo biotina-peroxidase.

a) Lavar as laminas em PBS durante cinco minutos por duas vezes.

b) Incubar com complexo biotina-peroxidase (Dako LSAB System, Dako, Carpinteria,
Califérnia, EUA) durante 40 minutos em temperatura ambiente.

9) Revelagao com substrato cromégeno

a) Lavar as laminas em PBS durante cinco minutos por duas vezes.

b) Solugdo de diaminobenzidina (DAB; Fluka Chemie AG, Buchs, Suica): 60 mg de
DAB em 100 mL de PBS e 1 mL de 4gua oxigenada 30 V.

¢) Aplicar a solucdo de DAB nas laminas por cinco minutos.

10. Lavar em 4gua destilada.

11. Contracoloracao
a) Colocar as 1aminas em hematoxilina durante dois minutos.

12. Desidratar

a) Passagem das laminas em 4lcoois com concentracao progressiva: 50%, 70%, 90%, e
100%.

b) Duas passagens de cinco minutos cada em xilol.

13. Montar com laminula e Entellan (Merck, Darmstadt, Alemanha).
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6.3. ANEXO Il
PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA DA
IRMANDADE DA SANTA CASA DE MISERICORDIA DE
PORTO ALEGRE
Protocolo nimero 1633/07
Parecer numero 317/07

Data de Entrada: 12/07/2007

Parecer — “Ap0s avaliagdo do protocolo acima descrito, o comité ndo encontrou
obices quanto ao desenvolvimento do estudo em nossa Institui¢ao.”

Data da Reunido — 07/08/2007

“Projeto e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, Aprovados.”
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6.4. ANEXO IV

TERMO DE CONFIDENCIALIDADE PARA UTILIZACAO DE DADOS

AUTORIZACAO PARA PARTICIPAR DE UM PROJETO DE PESQUISA

Nome do Projeto — DETECCAO DE LINFOCITOS B EM BIOPSIAS DE
ENXERTOS RENAIS EM REJEICAO MEDIDA POR LINFOCITOS T AGUDA
EM ALOENXERTOS RENAIS DE DOADOR FALECIDO

Responsaveis pelo Projeto - Rafael Nazario Bringhenti, Elisete Keitel, Marcia
Silveira Graudenz e Tatiana Ferreira Michelon

Objetivos do Projeto - O presente estudo visa a avaliar a evolugdo clinico-
laboratorial de pacientes com o diagndstico de rejeicdo aguda mediada por linfocitos
T com ou sem rejeicao aguda mediada por anticorpos concomitante, confirmado por
exame histopatologico, classificando-os de acordo com as categorias estabelecidas
pela classificagdao de Banff e dividindo-os em dois grupos: amostras com agregados
de linfocitos B detectados por exame imunoistoquimico positivo para o marcador
anti-CD20 monoclonal e amostras sem estes agregados de linfocitos B. Serdo
comparadas caracteristicas demograficas, clinicas, laboratoriais e histopatologicas
adicionais.

Explicagdes dos Procedimentos - O estudo utilizara dados de pacientes
transplantados na Irmandade Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre, coletados
em prontudrios e analisard as amostras de biopsias renais de enxertos destes mesmos
pacientes, coletadas no periodo de 1° de janeiro de 1998 a 31 de dezembro de 2003,
sendo o acompanhamento clinico efetuado até 31 de dezembro de 2008. Destes,
serdo selecionados os individuos que tenham o diagnostico histopatoldgico de
rejeicdo aguda mediada por linfocitos T (previamente denominada rejeicdo aguda
celular), com ou sem rejeicdo aguda mediada por anticorpos (previamente
denominada rejei¢do aguda humoral) concomitante. Sera realizado estudo
imunoistoquimico com o marcador anti-C4d policlonal, para avaliagdo da rejei¢ao
humoral, e com o marcador anti-CD20 monoclonal para a detec¢do de linfocitos B,
conforme descrito no item “Materiais ¢ Métodos” e revisao conforme atualizagdes
de 2001, 2005 E 2007 da Classificacdo de Banff 1997.

Possiveis Beneficios - Possibilitar em nosso meio o diagndstico de rejeigao aguda
mediada por anticorpos (rejei¢do humoral) em pacientes transplantados renais,
disponibilizando uma abordagem diagnostica e terapéutica especifica para os casos
futuros, com a validacio do método; fornecimento de dados adicionais para a
compreensdo da fisiopatologia da rejei¢ao aguda ao enxerto renal, particularmente
os casos refratarios a terapéutica corrente.

Exclusdao do Estudo - Pacientes transplantados renais sem bidpsias no periodo do
estudo, bidpsias em que o tecido renal seja insuficiente para a realizagdo do estudo,
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dados de prontuario incompletos, seguimento inadequado e o ndo preenchimento
dos critérios histopatoldgicos de confirmacdo rejeicdo aguda mediada por linfocitos
T, conforme atual classificagdo de Banff.

Confidencialidade, Privacidade e Anonimato - Todas as informagdes obtidas neste
estudo, bem como as constantes do prontuario hospitalar, poderdo ser publicadas
apenas com finalidade cientifica, sem utilizagao de iniciais, nimeros de prontuarios
ou qualquer outra forma de cadastro, mantendo-se o anonimato dos pacientes
incluidos no projeto.

Justificativa para a Nao Aplicagdo de um Termo de Consentimento Livre e
esclarecido - A utilizacdo de poucos (dois) cortes no bloco de parafina para a
realizacdo da pesquisa ndo esgotara o material biolégico do paciente; os resultados
da pesquisa terdo aplicabilidade imediata com vistas a melhora dos resultados
clinicos de todos os pacientes que vierem a ser transplantados posteriormente e
ainda tem o potencial de contribuir para o manejo clinico dos pacientes que ainda
estdo em acompanhamento, pela possibilidade de identificar atividade humoral.
Adicionalmente, tratando-se de um estudo envolvendo 10 anos de experiéncia com
o transplante renal, muitos pacientes envolvidos no estudo ja foram a Obito neste
periodo. Desta forma, provavelmente os casos de maior interesse clinico (aqueles
em que o transplante ndo funciona e/ou ainda resultou em fatalidade) sdo parte
fundamental do presente estudo. Portanto, considerando-se a impossibilidade de
obtencdo de todos os termos de consentimento e a auséncia de prejuizo ao paciente
pela utilizacdo de poucos cortes no material disponivel (bloco de parafina), de outra
forma sem perspectiva de utilizagdo em seu beneficio, propomos um Termo de
Compromisso pela sua utilizagdo com fins cientificos.
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Por este instrumento, declaramos estar cientes de todas as etapas envolvidas neste
projeto e concordamos em realizd-lo conforme aprovagdo dos Comités de Etica em
Pesquisa da Fundacdo Faculdade Federal de Ciéncias Médicas de Porto Alegre e do
Complexo Hospitalar Santa Casa de Porto Alegre.

Porto Alegre, junho de 2007.

Elizete Keitel
(Orientadora, PPG-UFCSPA)
Pesquisadora Responsavel

Rafael Nazario Bringhenti
(Mestrando, PPG-UFCSPA)

Marcia Silveira Graudenz
(Co-orientadora, PPG-UFCSPA)

Tatiana Ferreira Michelon
(Co-orientadora, PPG-UFCSPA)
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6.5. ANEXO V
FICHA DE AVALIACAO MICROSCOPICA
NUMERO DO EXAME: ()PR ()PUCRS ()ISCMPA
1. Nome do paciente:
2. Data do transplante:
3. Data da biopsia:
4. Tempo transplante-biopsia:

5. Representatividade da amostra
5.1. () Cortex
5.2.( ) Medula
5.3.( ) Cortex e medula

6. Adequacdo da amostra
6.1. Numero de glomérulos:
6.2. Numero de sec¢des arteriais:
6.3. ( ) Insuficiente
6.4. ( ) Limitrofe
6.5. ( ) Adequada

7. Achados agudos

7.1. Tubulite
7.1.1.( ) t0
7.1.2.()tl
7.1.3.()t2
7.14.( )3

7.2. Infiltrado inflamatorio intersticial
7.2.1.( )i0
7.2.2.( )il
7.2.3.()i2
7.2.4.( )13

7.3. Glomerulite
7.2.1.() g0
722.()¢gl
723.()g2
72.4.()¢g3

7.4. Vasculite
7.4.1.( ) vO0
74.2.()vl
7.4.3.()v2
7.4.4.()v3
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7.5. Infiltrado inflamatorio capilar peritubular
7.5.1. () ptcO
7.5.2.( ) ptcl
7.5.3.( ) ptc2
7.5.4.( ) ptc3

8. Achados cronicos
8.1. Atrofia tubular
8.1.1. () ct0
8.1.2. () ctl
8.1.3.( )ct2
8.1.4.( )ct3
8.2. Fibrose intersticial
8.2.1.( )ci0
8.2.1.( )cil
8.2.2.( )ci2
823.( )ci3
8.3. Glomerulopatia do enxerto
8.3.1.( )cg0
83.2.( )cgl
83.3.( )cg2
83.4.( )cg3
8.4. Aumento de matriz mesangial
8.4.1. ( ) mmO
84.2.( )mml
8.4.3.( ) mm2
8.4.4.( )mm3
8.5. Espessamento fibrointimal arterial
8.5.1.( )cvO
8.5.2.( )cvl
8.53.()cv2
8.5.4.( )cv3
8.6. Hialinose arteriolar
8.6.1. ( ) ah0
8.6.2. ( )ahl
8.6.3.( )ah2
8.6.4. ( ) ah3

10. Marcacao de C4d
10.1. ( ) C4do
10.2. ( ) C4d1
10.3. ( ) C4d2
10.4. ( ) C4d3



11. Classificacao de Banff

11.1. ( ) Normal

11.2. ( ) Rejeicdo mediada por anticorpos
11.2.1. ( ) Agudatipo I
11.2.2. ( ) Aguda tipo II
11.2.3. ( ) Aguda tipo III
11.2.4. ( ) Cronica ativa

11.3. ( ) Alteragdes limitrofes

11.4. ( ) Rejeicao mediada por células T
11.4.1. ( ) Aguda tipo IA
11.4.2. ( ) Aguda tipo IB
11.4.3. ( ) Aguda tipo IIA
11.4.4. ( ) Aguda tipo 1IB
11.4.5. ( ) Aguda tipo III
11.4.6. ( ) Cronica ativa

11.5. Fibrose intersticial e atrofia tubular sem indicio de etiologia especifica

11.5.1. ( ) Graul

11.5.2. ( ) Grau Il

11.5.3. ( ) Grau III

11.6. Outras categorias

11.6.1. ( ) Necrose tubular aguda
11.6.1.1. ( ) Focal
11.6.1.2. ( ) Extensa

11.6.2. ( ) Toxicidade por inibidores da calcineurina
11.6.2.1. ( ) Aguda
11.6.2.2. ( ) Cronica

11.6.3. ( ) Pielonefrite aguda

11.6.4. ( ) Nefrite tibulo-intersticial

11.6.5. ( ) Poliomavirus

11.6.6. ( ) Citomegalovirus

11.6.7. ( ) Obstrucao cronica

11.6.8. ( ) Nefroesclerose hipertensiva

11.6.9. ()

OULTOS ettt et et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e ee e e e e e e e e e e e enaaeeenanans

12. Marcacao de linfécitos B (CD20)
12.1. ( ) Negativa
12.2. ( ) Positiva
12.2.1.( ) — Numero de células marcadas por campo de 400 aumentos
12.2.2. Categoria: 1 () 2() 3() 4()
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6.6. ANEXO VI

IMAGENS ILUSTRATIVAS DO TRABALHO

Infiltrado intersticial (hematoxilina-eosina, 40 aumentos).

Infiltrado intersticial (hematoxilina-eosina, 40 aumentos).
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Tubulite moderada — t2 — (hematoxilina-eosina, 400 aumentos).

Tubulite acentuada — t3 — (hematoxilina-eosina, 400 aumentos).
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Tubulite acentuada — t3 — com ruptura da membrana basal tubular (prata metenamina —
acido periodico, 400 aumentos).

Vasculite leve — v1— (tricromico de Masson, 400 aumentos).



Vasculite moderada — v2 — (hematoxilina-eosina, 400 aumentos).

Vasculite acentuada — v3 — com necrose fibrin6ide (tricromico de Masson, 100
aumentos).
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Marginacao por células inflamatorias acentuada em capilares peritubulares — ptc3 —
(hematoxilina-eosina, 400 aumentos).

Toxicidade aguda por inibidor da calcineurina com vacuoliza¢do isométrica de células
epiteliais tubulares (hematoxilina-eosina, 400 aumentos).
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Toxicidade aguda por inibidor da calcineurina com microangiopatia trombotica de
capilares glomerulares (hematoxilina-eosina, 400 aumentos).

Necrose tubular (hematoxilina-eosina, 400 aumentos).
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Fibrose intersticial e atrofia tubular (tricromico de Masson, 100 aumentos).

-eosina, 400 aumentos).

Pielonefrite aguda (hematoxilina
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Arteriosclerose hipertensiva (hematoxilina-eosina, 400 aumentos).

Arteriosclerose hipertensiva (prata metenamina — acido periddico, 400 aumentos).
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400 aumentos).

2

C4d negativo (imunoistoquimica

, 100 aumentos).

4

imica

C4d positivo em capilares peritubulares (imunoistoqu
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CD20 negativo (imunoistoquimica, 400 aumentos).

CD20 positivo categoria 1 (imunoistoquimica, 400 aumentos).



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

