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1. INTRODUCAO

Dentre as formas de tratamento da insuficiéncia renal cronica terminal o transplante
renal apresenta o maior indice de reabilitacdo, com taxas de sobrevida em um ano do
paciente e do enxerto superiores a 95% e 90% respectivamente, em varios centros
transplantadores (1, 2). Em paises com alocacdo de rins cadavéricos por compatibilidade do
sistema denominado Human Leukocyte Antigen (HLA), a sobrevida do enxerto em 10 anos
e superior a 50%, com uma meia-vida de 12,5 anos (3). |

Diversos avangos na compreensdo da imunobiologia dos transplantes e a
introdugdo de novas e potentes drogas imunossupressoras tém marcado a transplantagéo
de 6rgdos nas ultimas duas décadas (4, 5, 6, 7, 8). Igualmente, o carater multidisciplinar da
transplanta¢ao permitiu a introdugdo de multiplos recursos diagnosticos e terapéuticos, no
que se refere a prevencéo e ao controle da rejeicdo ao aloenxerto, a profilaxia de infeccées
e ao manejo das complicacdes clinicas e cirdrgicas que outrora resultavam em uma elevada
morbi-mortalidade para os pacientes transplantados (9-13).

A melhor compreensao dos mecanismos celulares e humorais que desencadeiam a
rejeicdo aguda e levam a destruicdo de 6rgaos transplantados tém sido uma preocupacao
constante desde a década de 70 (14). Os primeiros estudos experimentais em ratos e em
rins humanos caracterizaram a identidade, especificidade e funcdo citotoxica das células
infiltrantes em aloenxertos com rejei¢cdo aguda. Os achados histoldgicos mostravam um
infiltrado denso no enxerto em rejei¢do, cuja composicao era descrita por técnicas de
imunofluorescéncia. Foram identificados linfocitos T, linfocitos B e macrofagos na proporgéo
de 71%, 20% e 9%, respectivamente, com fungao citotoxica dependente de linfocitos T, mas
também mediada por anticorpos secretados pelas células B (15, 16).

No inicio da década de 80, através de métodos de imunohistoquimica com
anticorpos monoclonais, foram estudados rins transplantados com e sem rejeicdo aguda

(17, 18). Nos rins com rejeicdo aguda, a proporgdo das subpopulagées de células em
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relagéo a area total do infiltrado cortical mostrava um predominio de células T CD3+ (CD:
Cluster of Designation), com maior propor¢do de linfocitos T CD8+, e menos de 10% de
linfocitos B.

Nos enxertos sem rejeicdo clinicamente manifesta (17), observou-se também um
infiltrado mononuclear com predominio de células T, mas em menor nUmero e com uma
fragdo menor de CD8+/CD4+; mondcitos e macréfagos também foram identificados em
proporcao substancial no infiltrado.

Este infiltrado de localizagdo tubulointersticial e mais raramente perivascular tem
sido observado quase que invariavelmente em bidpsias de vigilancia de rins transplantados
funcionalmente estaveis, na auséncia de manifestagdes clinicas ou laboratoriais que
caracterizam a rejeicdo aguda ao aloenxerto (17-27). Ainda existe controvérsia se o
infiltrado intersticial representa uma forma limitrofe de rejeicdo celular aguda ou se vai
evoluir para esta condigdo, sendo portanto patogénico e deletério para a sobrevida do
enxerto a longo prazo (23, 28-30). Alternativamente, poderia constituir um mecanismo de
adaptagdo do receptor para aquisicdo de tolerancia imunologica, néo evoluindo para
rejei¢ao clinica e, portanto sendo desnecessaria a modificagcdo da imunossupressao diante
deste achado (31-33).

Diversos estudos tém mostrado que 30% dos enxertos renais estaveis com
infiltrado leucocitario tém critérios histolégicos bem definidos para rejeicdo aguda (21-23,
28, 34), e que os pacientes com rejeicdo aguda subclinica (RASC) podem apresentar uma
evolucédo clinica desfavoravel, em termos de pior fungdo do enxerto, evolugdo para
nefropatia crbnica e menor sobrevida tardia do rim transplantado (28, 29, 35).
Adicionalmente, foi demonstrado um aumento da expressdo de genes que codificam para
moléculas citotoxicas em bidpsias de rins estaveis com rejeicdo subclinica (30, 36, 37),
evidenciando a presenca de imunoativacdo na RASC. Segundo alguns autores, a
identificacdo e o tratamento precoce da RASC através de biopsias de vigilancia poderia

- modificar o curso clinico e imunologico do rim transplantado (38, 39).
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Serdo revisadas a seguir as bases imunolégicas em nivel celular e molecular da
rejei¢éo, as manifestacdes clinicas e o manejo diagnostico e terapéutico desta complicacéo
do transplante renal. A caracterizagdo da imunoativagao intraenxerto sem expressao clinica,
denominada rejeicao subclinica, e a discussdo das repercussbes deste processo no rim
transplantado a longo prazo serdo abordados, por constituirem o objetivo principal deste

trabalho.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Componentes da resposta imune ao enxerto renal

Os antigenos do complexo principal de histocompatibilidade (CPH) s&o
determinados geneticamente, constituindo-se de (glicoproteinas expressas nas
superficies das células cuja principal funcdo é apresentar peptideos ou antigenos aos
linfocitos T, via receptor de célula T (RcT). Através desse reconhecimento, o sistema
imune diferencia o que é proprio do ndo proprio, fendbmeno denominado restricdo ao
CPH. Os antigenos denominados maiores, codificados per genes situados no brago curto
do cromossomo seis, tém relevancia para a transplantagao de érgaos, em fungédo de sua
poténcia em desencadear rejeicao aos aloenxertos (40). Atualmente sabe-se que as
por¢des polimérficas ou antigénicas das moléculas do HLA s&o restritas, envolvendo a
substituicdo de somente um a quatro aminoacidos nas regioes de hipervariabilidade ou
epitopos (41).

O sistema do CPH, no homem denominado Human Leukocyte Antigen (HLA),
codifica duas classes distintas de moléculas antigénicas de superficie, denominadas
classe | e classe Il. Ambas as moléculas de classe | e classe Il apresentam antigenos
para as células T através do RcT, embora com diferengas fundamentais em sua
estrutura e fungao.

As moléculas do CPH de classe | consistem em duas cadeias polipeptidicas, a

cadeia pesada com 3 regides de dominio extracelular - alfa (o)1, a2 e a3, sendo as duas
primeiras as por¢des variaveis que entram em contanto com o antigeno e a3 a por¢ao

constante; e a cadeia leve, beta (B)2-microglobulina, associada as demais por ligagao

ndo covalente. Estdo representados os loci A, B e C nesta regido, cada um contendo
diversos alelos. As moléculas de classe | sdo expressas em quase todas as células

nucleadas, sendo reconhecidas especificamente pelos linfécitos CD8 positivos ou

citotoxicos, com os quais se ligam através da por¢édo nao polimorfica a3 (42, 43).
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As moléculas de classe Il constituem-se de dois polipeptideos inseridos na

membrana celular, ligados de forma ndo covalente, com uma cadeia leve (o) e uma

cadeia pesada (), com 2 regides de dominio extracelular cada, a1, o2, f1 e 2. Os

antigenos de classe Il tem expressdo mais limitada, sendo identificados em linfocitos B,
macrofagos e monocitos, células dendriticas, linfécitos T ativados e eventualmente
células endoteliais. Os loci desta regido sdo denominados DR, DP e DQ (43). Os
linfécitos CD4 positivos ou auxiliares reconhecem particularmente os antigenos de classe
I, ligando-se com as porgdes nado polimérficas a2 e B2 da molécula de classe |l nas
células apresentadoras de antigenos (APCs) ou diretamente em células que sao alvo
para destruicdo imune (44). A compatibilidade entre doador e receptor nos /loci B e DR
definidamente tem um maior impacto na sobrevida do enxerto renal apos o primeiro ano
do transplante (45).

Como ilustra a figura 1, muiltiplos receptores de superficie e moléculas de co-
estimulagéo estdo envolvidos na interacao entre o linfécito T e as células apresentadoras

de antigenos, os quais serao descritos a seguir.
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3

Figura 1 - Moléculas envolvidas na interagao entre a APC e o linfocito T na resposta imune.

As moléculas CD4 ou CD8 presentes na superficie dos linfocitos T estao proximas
as moléculas do complexo denominado RcT-molécula CD3". Estas moléculas acessérias,
ap6s interagdo com as APCs, participam da transdugdo do sinal para ativagdo da cadeia
bioguimica intracitopiasfnética.

O RcT é uma molécula heterodimérica, formada pelas cadeias o e B, que efetuam
o reconhecimento do antigeno, mas a expressdo do RcT e a ativagdo das células T
dependem de cinco outras proteinas do complexo CD3 para transmiss&do do sinal de

ativagdo para o citosol. Fazem parte deste complexo as cadeias vy, 0 e € que séo
mondmeros ligados ndo covalentemente ao RcT, assim como o homodimero {-C ou

eventualmente o heterodimero {-n. No segmento variavel do RcT existem trés regides

determinantes de complementaridade (CDR1, CDR2 e CDR3), onde ocorrem as
interacoes entre o RcT e os complexos antigeno-porgéo variavel da molécula do CPH no
processo de reconhecimento do antigeno (46, 47).

As moléculas de adesdo e outras moléculas co-estimulatérias sdo elementos
essenciais na interagdo e adesdo célula-célula, e também na transmissdo de sinais
intracelulares para ativagéo linfocitaria (48, 49). As moléculas de adesdo participam do

processo de localizagdo das células no sistema linféide e nos sitios de inflamacdo. Na
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tabela 1 encontra-se a classificagdo destas moléculas, citando-se aqui as mais
importantes: 1) Superfamilia das Imunoglobulinas, como ICAM-1 (intercellular adhesion
molecule-1), ICAM-2 e ICAM-3, LFA-2 (lymphocyte function-associated antigen-2) e LFA-
3, e VCAM-1 (vascular cell édhesion molecule-1), que interagem com o0s seus
respectivos ligantes LFA-1 (ICAM-1 e ICAM-2), LFA-3 (CD2), VLA-4 (very-late activation
molecule-4) (VCAM-1); 2) Familia das Integrinas, que é constituida pelas moléculas VLA-
1 a VLA-6, LFA-1 e MAC-1 (macrophage antigen-1), cuja importancia reside na regulagéo
dinamica da adesdo e migragao das celulas; 3) Selectinas, que estdo envolvidas na
interac&o inicial entre os leucécitos e as células endoteliais. As moléculas de adesao sdo
produzidas por diversas células, como monocitos, linfocitos e macréfagos, e a sua
expressao esta aumentada na presenca de citocinas pré-inflamatérias como interferon-
gama (IFN-y) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) (50, 51).

Dentre as moléculas co-estimulatorias destacam-se CD28, também pertencente a
superfamilia das Imunoglobulinas, que esta constitutivamente expressa na superficie dos
linfocitos T CD4+ e em cerca de 50% dos T CD8+ (52). O seu ligante € a molécula B7
(B7-1 e B7-2), expressa na superficie das APCs. Ap6s a ativacdo da célula T, outra
molécula co-estimulatoria denominada CTLA4 liga-se com maior afinidade que o CD28 a
molécula B7, promovendo um sinal negativo para o linfocito T para término da resposta
imune. Em modelos experimentais, a inibicdo da co-estimulagdo com receptores sollveis
(CTLA4 Imunoglobulina) ou anticorpos monoclonais anti-B7 prolongou marcadamente a
sobrevida do enxerto, induzindo tolerancia imunologica (53, 54). Recentemente, tem
havido um grande interesse no papel da molécula CD40 e de seu ligante, CD40L ou
CD154, como outra via co-estimulatoria na rejeicdo ao enxerto (55). O CD40 pertence a
familia do receptor do TNF-a, e expressa-se nos linfocitos B e em outras APCs. A ligagdo
com a molécula CD154 é critica para a interacdo das células T e B, resultando na
producéo de imunoglobulinas pelo linfécito B, na ativagdo de macréfagos dependente do

linfocito T e na ativagdo das células endoteliais. Dados experimentais tém mostrado que
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o bloqueio de CD40L é efetivo para prevenir a rejeigdo ao aloenxerto, particularmente se
associado a interrupgdo da via CD28/B7 (56).

Os linfocitos CD4" exercem um papel central na ativagdo da cascata imune, sendo
divididos em duas subpopulagdes de células T auxiliares, T “helper” 1 (Th1) e T “helper”
2 (Th2), que produzem padrdes distintos de imunomodulagdo e secreg¢ao de citocinas

(57, 58). As células Th1 estariam envolvidas na resposta imune celular, com atividade
pro-inflamatéria produzindo preferencialmente as citocinas interleucina-2 (IL-2), IFN-y e

TNF-a, sendo associadas a reagbes de hipersensibilidade tardia, proliferagdo dos

linfocitos T citotoxicos e ativagdo de macréfagos (59). Envolvido na resposta humoral
como “auxiliar” das células B, o subgrupo Th2 produz citocinas como a IL-4, IL-5, IL-10 e
IL-13, estimulando a producdo de mastocitos, eosinodfilos e imunoglobulinas, e
possivelmente inibindo a via de ativacdo de Th1. Direcionando a resposta das células T
para o subgrupo Th2 em modelos experimentais de transplantagdo, houve redugdo da
ocorréncia de rejeicdo aguda (60). Embora alguns experimentos déem suporte ao
paradigma Th1-Th2 conforme apresentado, este modelo parece ser mais complexo, nao

sendo universalmente aceito.
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Tabela 1 - Classificacdo e funcdes das moléculas de ades&o na resposta imune.

Familia Ligantes Funcao
1. Superfamilia das Imunoglobulinas
CD4, CD8 HLA Classe Il | Ativagédo célula T
Cooperacao cél. T- cél. B
Citotoxicidade
LFA-2 (CD2) LFA-3 Ativagéo célula T
LFA-3 (CD58) LFA-2 Idem, proliferagao timocitos
ICAM-1 (CD54) a ICAM-3 LFA-1 Ativacdo céls. T, B, NK e
adesé&o leucocito-endotélio
VCAM-1 VLA-4 Atragao mondcitos/linfécitos
CD28 B7-1, 2, CTLA-4 Ativagao cél. T e cél. B
2. Integrinas
Grupo B1: VLA1 a VLA 6 Laminina, colageno, Ligacdo dos leucocitos a
fibronectina matriz extracelular
Grupo B2: LFA-1; MAC-1 ICAM-1, 2, C3y, Adesao leucocitos ao
ICAM-1 endotélio
Grupo Bs: 1B/l Fibronectina, Interacdes plaquetas /
fibrinogénio neutréfilos  no  sitio  de
inflamacéao
3. Selectinas
P-selectina L-selectina Retardamento, ativacao e
E-selectina L-selectina fixacao dos leucdcitos a
L-selectina E-selectina célula endotelial

Abreviaturas: CD: cluster of differentiation; LFA: lymphocyte function-associated antigen; 1CAM:
intercellular adhesion molecule; VCAM: vascular cell adhesion molecule; VLA: very-late activation
molecule, MAC: macrophage antigen. Adaptado de Heemann UW et al, ref. 48.

Na rejeicdo primaria, os linfocitos T CD4" sdo essencias para desencadear a
rejeicdo aguda, mas se existe exposigdo antigénica prévia os linfocitos T CD8"
citotoxicos sdo produzidos rapidamente pela memoria imunoldgica, sem o auxilio das

células CD4" (61).

~ 2.2. Mecanismos de ativacao na resposta imune ao aloenxerto

A primeira etapa da resposta imune & a apresentacdo e o reconhecimento do
antigeno, denominado de primeiro sinal. Dois mecanismos estao envolvidos neste processo,
o direto e o indireto. A apresentacdo do antigeno pelo mecanismo indireto ocorre em cinco
etapas distintas: 1) captura do antigeno estranho pelas células apresentadoras dos

antigenos (APCs) do receptor, como macréfagos, linfocitos B e células dendriticas; 2)
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digestdo do antigeno nos proteolisossomos intracelulares em fragmentos peptidicos; 3)
colocagdo desses peptideos na fenda das moléculas de HLA classe Il; 4) transporte do
complexo molécula do CPH-peptideo a superficie da célula; 5) apresentagédo as células T
auxiliares CD4". Na via direta de apresentacdo antigénica, os linfocitos T do receptor
respondem diretamente ao complexo peptideo aloantigénico-molécula do CPH expresso na
superficie da célula do doador (62-64).

Apos a interacdo do RcT com o antigeno e na presenca de sinais co-estimulatérios
descritos a seguir, ocorre a sinalizagao intracelular para ativagéo do linfocito T (figura 2).
Resumidamente, enzimas como a fosfolipase C estimulam a producéo de fosfatidil-inositol-
bifosfato e diacilglicerol, processo dependente da desfosforilagdo de tirosinoquinases como
a proteina-quinase C e outras quinases dependentes de calcio e de calmodulina. Ocorre a
ativagdo e transcricao de genes intranucleares como NFAT (fator nuclear de ativagéo da
célula T) e c-fos, e mais recentemente, JAK (Janus family kinases) quinases e fatores de
transcricdo denominados STAT. As proteinas derivadas da expressao desses genes, em
associacdo com moléculas reguladoras da transcri¢cao, levam a ativagdo de genes como o
da interleucina 2, que promove a expansao do clone de linfocitos T (65, 66).

O reconhecimento do antigeno ndo é suficiente para a ativagdo do linfocito T sem a
participacdo do segundo sinal, denominada co-estimulagdo. A coordenagdo dos varios
sinais co-estimulatoérios € ainda pouco conhecida, mas é claramente critica para a
montagem da resposta de ativagao celular (67). A interleucina 1 (IL-1) e a interleucina 6 (IL-
6) produzidas pelas APCs adicionalmente estimulam os linfocitos T auxiliares, que por sua
vez produzem interleucina 2 (IL-2), um potente fator de crescimento dos linfocitos T, e
expressam o receptor de IL-2 em sua superficie. A interacdo da IL-2 com o seu receptor,
por efeitos autécrinos e paracrinos, estimula a divisdo celular e a expansdo clonal das

células auxiliares e citotdxicas antigeno-estimuladas (67, 68).



22

CD45 Ch4

complexo
TCR

dominios
fosfatase

Figura 2 — Mecanismos de sinalizac&o intracelular para ativagdo do linfécito T.

A produgao de interleucina 3 (IL-3) estimula a proliferagéo de células precursoras,
éue se diferenciam em granuldcitos e macréfagos. O IFN-y, cuja sintese é estimulada pela
IL-2, aumenta a expressdo de antigenos de classe |, de classe Il e de ICAM-1 nas células
induziveis, aumentando a imunogenicidade dos antigenos do enxerto e ativando a fungéo
citodestrutiva dos macréfagos. Fatores de crescimento e diferenciagdo dos linfécitos T como
IL-4, IL-5 e IL-6 s&o também secretados, induzindo a expanséo clonal das células B e
consequentemente a producido de anticorpos citotdxicos soliveis. A lesdo do enxerto
mediada por anticorpos envolve a liga¢do destes com o complemento, com agressdo ao
endotélio e outras células; ou pode ocorrer também diretamente, através do mecanismo de
citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC) (67).

Os linfécitos citotoxicos diferenciados reconhecem os antigenos HLA classe | nas
células do enxerto, processo que é facilitado pelas moléculas CD8, LFA-1 e CD2. A etapa

seguinte é a ativagdo dos linfocitos citotdxicos, quando a IL-2 interage com a interleucina
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12, sinergizando a indugao da célula T citotoxica (69). S&o descritos dois mecanismos de
destruicdo das células alvo pelos linfocitos T CD8+ citotoxicos. A via da exocitose é
mediada por granulos de fatores sollveis, a granzima (uma serina esterease) e a perforina
(molécula tipo complemento). Estas proteinas induzem morte celular por degradagéao do
DNA e lise osmoética secundaria a formagéo de poros na membrana da célula alvo (70). A
outra via de citélise envolve o mecanismo de apoptose, mediada pela interagao entre Fas
(CD95), molécula da familia do TNF, e seu ligante Fas-L.. A expressdo de Fas e Fas-L
ocorre durante a ativagdo das células T, e a apoptose parece estar associada a proteases
de cisteina intracelulares, denominadas de CASPASE (71). Outro mecanismo de
citotoxicidade na rejeicdo aguda € mediado pelas células NK ou natural-killer, que parecem
ndo interagir previamente com o antigeno para lise das células alvo. Os macréfagos
também participam do processo de rejeicdo, mas ainda nao esta estabelecido se sao
células efetoras ativas ou se tém um papel apenas acessorio na destruicdo do aloenxerto.
Se nao houver interrupcéo de toda a cascata de ativacao imune descrita acima por
imunossupressao farmacolégica ou por outros mecanismos supressores que diminuam ou

impegam a atividade citotoxica, ocorre a destrui¢ao irreversivel das células do enxerto.

2.3. Manifestacoes clinicas da rejei¢cao ao aloenxerto renal

A rejeicao ao aloenxerto renal tem sido tradicionalmente dividida em 4 tipos, com
base no mecanismo imunologico e no tempo da rejei¢ao: hiperaguda, acelerada, aguda e

crénica.

2.3.1. Rejeicao hiperaguda: ocorre nas primeiras horas ap6s o transplante, sendo
decorréncia da ligagdo de anticorpos anti-HLA previamente formados no receptor a
antigenos do endotélio dos vasos do doador. Esses anticorpos em geral sdo detectados
na prova cruzada pré-transplante. Ocorre ativagcdo de complemento e de plaquetas,

sendo desencadeados mecanismos pro-coagulantes que culminam em deposicdo de
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fibrina e trombose intracapilar, infarto e hemorragia difusos, progredindo para necrose
cortical com rapida destruicdo do enxerto. O tratamento € a remogao do rim em face de
severa toxicidade sistémica originada pelo tecido necrotico e pelo risco de coagulopatia

de consumo (72).

2.3.2. Rejeigdo acelerada: tem como base mecanismos humorais, com anticorpos contra
antfgenos HLA do doador previamente formados, constituindo a resposta imune
secundéria ou de memodria imunolégica. Também apresenta um componente celular,
mediado pelas células T. Desenvolve-se nos primeiros dois a quatro dias apds o
transplante, e a histologia do enxerto revela vasculite necrotizante e infiltrado celular. E
uma condi¢do na maioria das vezes irreversivel, mas a terapia anti-linfocitaria pode

reverter a rejeicdo em raros casos (72).

2.3.3. Rejeicdo aguda: a rejeigado aguda classica desenvolve-se mais freqlentemente apos
a primeira semana até os trés primeiros meses poés-transplante, mas pode ser mais
tardia. Tem inicio agudo e manifesta-se por febre, mal estar, hipertensao arterial, oligaria
e aumento da creatinina sérica. O enxerto pode estar aumentado de volume e ser
doloroso a palpacdo. Na vigéncia de imunossupressores potentes como a ciclosporina ou
o tacrolimus, o quadro clinico é discreto, podendo ser manifestado apenas por
estabilizacdo da creatinina ou ganho de peso, por exemplo (73).

O diagnostico da rejeicdo aguda baseia-se no quadro clinico, exames de imagem,
pungao aspirativa renal e biopsia renal, e principalmente na resposta ao aumento da
imunossupressao com redugao da creatinina sérica pos-tratamento.

A clinica e os exames de imagem sao considerados pouco sensiveis e pouco
especificos para o diagnostico diferencial da disfungdo aguda do enxerto, principalmente
entre rejeicdo e necrose tubular aguda. Na ecografia com Doppler renal observa-se uma
reducao do fluxo diastolico na artéria renal e nas artérias segmentares intra-renais, com

aumento da resisténcia vascular intra-renal (74). Na cintilografia renal, detecta-se uma



25

menor perfusdo do rim (delta P acima de 4 segundos) e uma redugéo na captacdo e na
excregao do radioisétopo tecnécio-DTPA ou MAG-3 (t 72 acima de 20 segundos), com
curva em platd ou ascendente na rejeicdo severa (75).

Outro método diagnostico alternativo € a pungdo aspirativa seriada do rim
transplantado, que quantifica o infiltrado inflamatério intra-enxerto através do “incremento
corrigido total”. Este indice € o somatério dos incrementos de células imunoativadas
como plasmécitos, linfoblastos, monoblastos ou linfécitos ativados, e para cada tipo de
célula é aplicado um fator de corre¢éo de acordo com a sua relevancia na rejeicéo aguda
(76, 77).

O diagnéstico definitivo da rejei¢cdo aguda é obtido pelos achados histolégicos da
biopsia renal percutanea. Recentemente foi proposta uma classificacdo denominada
Banff (78), com o objetivo de padronizar as diversas lesOes estruturais do rim
transplantado e estabelecer de modo uniforme e reprodutivel para clinicos e patologistas
os diferentes graus de severidade da rejeicao (79, 80). A invasao do epitélio tubular por
células mononucleares (tubulite) e da parede dos vasos (arterite intimal ou transmural)
sdo consideradas as principais alteragdes indicativas de rejeicdo aguda. Também sio
achados associados edema intersticial e endoteliolite, ou edema das células endoteliais
dos capilares glomerulares. Em rejeicdes severas ocorre necrose fibrindide das
pequenas artérias e arteriolas, agregados plaquetarios, trombos de fibrina e hemorragia
intersticial, todos sinais de mau prognostico usualmente presentes em rejei¢cGes
irreversiveis (81).

A imunossupressao profilatica da rejeicdo do enxerto renal mais comumente
empregada em nosso meio € o esquema triplice com corticosterdides, azatioprina e
ciclosporina. Estas drogas tém amplo uso clinico, e atuam bloqueando a ativagdo e
proliferagdo das células T por mecanismos diferentes (82).

Desde a década de 80, anticorpos policlonais antilinfocitos T ou antitimocitos e
posteriormente anticorpos monoclonais dirigidos a molécula CD3 das células T tém sido

empregados de forma eficaz como terapia de indugdo em esquemas quadruplos
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seqlienciais com as drogas anteriormente citadas (83, 84). Na busca de uma
imunossupressao mais especifica, foram introduzidas na década de 90 novas e potentes
drogas imunossupressoras, como micofenolato mofetil (4, 85), tacrolimus (5, 86) e
sirolimus (87, 88). Apos 1995, anticorpos anti-receptor de IL-2 (anti-CD25), como
basiliximab (6) e daclizumab (7) ttm mostrado resultados promissores como terapia de
indugdo para prevenir ou reduzir a incidéncia de rejeicdo na fase aguda do transplante.

O tratamento da rejeicdo aguda estabelecida consiste inicialmente na pulsoterapia
com corticosterbides, usualmente metilprednisolona endovenosa, esperando-se uma
resposta clinica em 2 a 4 dias. Em rejei¢des cortico-resistentes, a terapia de resgate com
anticorpos antilinfocitarios como o anticorpo monoclonal anti-CD3, OKT3 (89), globulina
policlonal antilinfocitica (90) ou antitimocitica (91) efetivamente reverte a rejeicdo em
cerca de 80% a 90% dos casos.

A modificagdo do esquema imunossupressor incluindo drogas mais potentes como
micofenolato mofetil em substituicdo a azatioprina (92), ou tacrolimus em substituicdo a
ciclosporina (93), ou ambos (94), pode em alguns casos reverter rejeigoes celulares de
grau severo e cortico-resistentes, quando o tratamento inicial da crise de rejeicdo acima

descrito nao foi eficaz para controla-la.

2.3.4. Rejeigado cronica: € a principal causa de perda tardia do rim transplantado, tendo
atualmente um conceito mais abrangente sob o termo nefropatia cronica do enxerto.
Ocorre geralmente apds o 6° més a 1 ano pds-transplante, caraterizando-se do ponto de
vista clinico por uma deterioracdo funcional do enxerto lenta e progressiva,
acompanhada de proteinuria n&o nefrotica e hipertenséao arterial (73).

A etiopatogenia da rejei¢ao crénica envolve mecanismos imunolégicos ou antigeno-
dependentes e mecanismos ndo imunologicos ou ndo dependentes de antigeno (95, 96).
Os fatores clinicos com base imunolbgica associada ao desenvolvimento de rejeicdo
crbnica séo a rejeicdo aguda na fase inicial e a rejeicdo aguda tardia (97-100), a pior

compatibilidade HLA e a sensibilizagdo prévia aos antigenos do doador (101), e a
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imunossupressao insuficiente (35). Estudos em modelos animais de rejeicdo cronica
mostram a participagcdo de ceélulas e citocinas especificas como IFN-y e macréfagos
(102). Modelos experimentais em ratos, empregando o bloqueio de linfécitos T com
anticorpos anti-CD4 e anti-CD8 em transplante cardiaco (103), ou o uso de micofenolato
mofetil (104) e CTLA4-Ig (105) em transplante renal, demonstram que a inibicdo de
mecanismos celulares e humorais pode proteger funcionalmente o enxerto e também
prevenir a obliteragao vascular que caracteriza a rejei¢cdo cronica. Sugere-se que o dano
endotelial repetido e sustentado pela agressao humoral e celular estimula a produgéo de
citocinas inflamatobrias, fatores pro-coagulantes e fatores de crescimento, como o fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o fator de crescimento transformador beta
(TGFB) (106, 107), culminando na proliferacdo das células musculares lisas, obliteragdo
vascular progressiva e isquemia secundaria do parénquima, manifestada por fibrose
intersticial, atrofia tubular e glomeruloesclerose.

Diversos fatores ndo imunol6gicos parecem estar envolvidos no desenvolvimento
da rejeicdo cronica, motivo pelo qual se emprega atualmente o termo mais abrangente
nefropatia cronica do enxerto, com base em sua etiologia mulifatorial. Na fase inicial,
qualidade do tecido renal do doador (idade, injiria isquémica pelas complicagdes do
estado de morte encefalica), remogao e implante do rim e injira da isquemia-reperfusao;
mais tardiamente, o efeito da incompatibilidade de tamanho renal entre doador e o
receptor (“dose de néfrons”), hipertensdo arterial, nefrotoxicidade por drogas
principalmente ciclosporina, hiperlipidemia, doenca recorrente, refluxo vesicoureteral e
infecgéo’ por citomegalovirus, por exemplo, sdo condigbes associadas a disfungdo
cronica e fibrose progressiva do enxerto renal (108). A reduc¢do da massa de néfrons,
presente quando existe despropor¢do entre sexo e/ou tamanho do doador e do receptor,
induziria sequencialmente hiperfiltragdo, hipertensdo e esclerose intraglomerular,
alteragbes que foram demonstradas experimentalmente em ratos (109). Entretanto,

existem poucas evidéncias de que a esclerose focal € o principal mecanismo de
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progressao na nefropatia crénica do enxerto em humanos, assim como ainda €
controversa a relagdo causal dos demais fatores acima citados com rejeigdo crbnica
(108).

Os achados histologicos especificos na nefropatia cronica do enxerto sdo o
espessamento fibroso da intima das arteriolas, alteragbes degenerativas da camada
média com ruptura e duplicagdo da lamina elastica interna, ocasionando estreitamento e
oclusdo dos capilares peritubulares. A membrana capilar glomerular esta espessada e
eventualmente tem duplo contorno, e a lesdo progride para esclerose segmentar ou
global devido a isquemia progressiva. Infiltrado linformonocitario de distribuigdo focal
freqiientemente esta presente no intersticio. Entretanto, a graduacéo da severidade da
rejeiééo cronica baseia-se na extensdo da fibrose intersticial e da atrofia tubular
invariavelmente presente (81).

Recentemente foi proposto o conceito de senescéncia acelerada como mecanismo
etiopatogénico de rejeicao cronica, em que a carga acumulada de injdria ao enxerto
esgota a possibilidade de reparagdo do tecido, havendo um declinio da funcdo das
células endoteliais e atrofia epitelial progressiva. A agressao persistente ao enxerto leva
a formagao de fibrose através de mediadores inflamatérios como TGFp e outras
citocinas (108).

O tratamento imunossupressor da rejeicao cronica ainda é ineficaz, havendo uma
progressao inexoravel para perda do enxerto. Recentemente, alguns autores em estudos
experimentais e clinicos especulam sobre o efeito protetor do micofenolato mofetil (110)
e do sirolimus (111, 112) na redugdo da progressao ou mesmo na prevengao da rejeicao
cronica. No presente momento, recomenda-se a utilizagdo de medidas ndo imunolégicas
como controle rigoroso da hipertens&o arterial (113) e da hiperlipidemia (114) e o uso de
inibidores da enzima conversora da angiotensina (115), mas ainda sdo necessarios
ensaios clinicos que demonstrem a eficacia destas medidas na prevencdo da nefropatia

cronica do enxerto.
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2.4. Classificagao histopatologica de Banff no transplante renal

A bibpsia percutanea do rim transplantado continua sendo o método padrao-ouro
para o diagnéstico diferencial da disfungdo aguda do enxerto. Estudos comparando a
sensibilidade e especificidade da bidpsia renal com outros métodos diagnésticos - pungdo
aspirativa, ecografia com Doppler e cintilografia - evidenciaram a superioridade da bidpsia
no diagnostico de rejeigéo aguda (116, 117).

A bibpsia percutanea € um procedimento seguro que pode ser realizado em nivel
ambulatorial e freqlientemente sem orientacdo ecografica, e apresenta um baixo indice de
complicagdes com os dispositivos automatizados que atualmente sdo empregados para a
retirada de tecido (118, 119).

A informacéo proveniente da biopsia pode modificar a impressdo clinica e o
tratamento da disfuncdo aguda do enxerto em cerca de 40% dos pacientes, evitando os
riscos de imunossupressao desnecessaria (120-123). No nosso meio, Manfro e cols. (124),
avaliando 95 biépsias em 67 pacientes transplantados renais, verificaram que 29,5% das
impressdes diagnosticas pré-biopsia foram modificadas pela histologia, e que 37,9% das
bidpsias geraram uma mudancga de conduta, mais freqlientemente a suspensdo da
pulsoterapia com corticosteréides.

Até recentemente ndo existia uma padronizag&o na interpretagéo da histopatologia
do enxerto renal, principalmente em relagdo a graduagdo de severidade das alteracbes
associadas a rejeicdo. Em 1991, um grupo de patologistas, nefrologistas e cirurgides de
varios centros transplantadores reuniram-se em Banff, Canada, para elaborar uma nova
classificagdo da patologia do transplante renal, publicada em 1993 (78). Esta classificagdo
preliminar foi revisada em 1995 (125) e posteriormente em 1997 (126), sendo essa
formulagdo mais recente, apresentada na tabela 2 (rejeicdo aguda) e na tabela 3 (rejeicdo

crbnica), a atualmente empregada em diversos centros transplantadores em todo o mundo.
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A necessidade de critérios quantitativos das alteragbes do enxerto renal para uma
avaliacdo mais acurada de novas drogas imunossupressoras e esquemas terapéuticos
alternativos foi um dos objetivos da classificagao de Banff, entdo adotada em varios estudos

multicéntricos internacionais (4-7, 86-88, 127).
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Tabela 2 - Classificacao de Banff 1997 para rejeicdo aguda do rim transplantado.

1. Rejeicdo mediada por anticorpos

Imediata; Retardada

2. Suspeita de rejeicao (alteragdes limitrofes)
Infiltrado mononuclear focal

Tubulite leve: t1 (1-4 células mononucleares/secgéao tubular)

3. Rejeicdo aguda
Tipo | - “thbulointersticial” (1, i)
A. Leve: infiltrado intersticial em < 25% da &rea cortical; tubulite moderada
B.Moderada a severa: infiltrado em > 25%; tubulite moderada a severa
Tipo Il — “vascular” com arterite da intima (v)
A.Leve a moderada (v1): arterite leve/moderada em pelo menos 1 vaso
B.Severa (v2): arterite severa em pelo menos 1 vaso (obstrugdo de 25% da luz)
Tipo Hll - “transmural” - arterite severa: > 1 vaso afetado ou alteragdes fibrindides e/ou

arterite transmural; necrose das células.musculares lisas da média (v3)

2.4.1. Adequacéo do fragmento e processamento

Na conferéncia de Banff de 1997 foram definidos critérios minimos de
representatividade da amostra de tecido renal assim como as coloracbes que devem ser
utilizadas no processamento do material (126). O fragmento é considerado adequado se
tiver pelo menos 10 glomérulos e uma artéria, mas pode-se estabelecer o diagnostico de
rejeicao em amostras que contenham s6 medula renal, embora a sua graduacao fique
prejudicada.

Para uma avaliagdo adequada do material o corte deve ser fino, de 3 a 4
micrometros de espessura. Cada fragmento deve ser processado em no minimo sete

Idminas, sendo 3 com a coloragdo de hematoxilina e eosina (H&E), 3 com acido periddico
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de Schiff (PAS) e/ou prata (PASM), e 1 tricromico. O PAS define com precisdo a membrana
basal tubular permitindo avaliar acuradamente a invasao da célula tubular por
mononucleares (tubulite), a atrofia tubular, a hialinose arteriolar e a presenca de
mononucleares na luz capilar glomerular (glomerulite). O tricrdbmico define as alteracdes

cronicas de fibrose no intersticio e na parede vascular (81).

Tabela 3 - Classificagéo de Banff 1997 para nefropatia cronica do enxerto.

A. Critérios essenciais para diagnostico:
1. Espessamento fibroso da intima das artérias com ruptura da lamina elastica interna
(cv)
2. Fibrose intersticial (ci)
3. Atrofia tubular (ct)
4. Glomerulopatia cronica do transplante (cg) — alteragdo 22 a isquemia cronica
(opcional)
B. Tipos
Grau I: leve - ct1 e ci1 em < 25% da area cortical; cg1; cv1
Grau II: moderada - ct2 e ci2 - 25% a 50%; cg2; cv2
Grau lll: severa - ct3 e ci3 - > 50%; cg3; cv3

2.4.2. Avaliagéo semiquantiativa das altera¢des do enxerto renal no esquema Banff

As alteragbes dos componentes maiores do parénquima renal — glomérulo (g),
intersticio (i), tibulos (t) e vasos (v) - e também a hialinose arteriolar (ah) sdo graduadas em
uma escala semiquantitativa. A codificacdo g, i, t e v € acompanhada de um escore
numeérico que varia de 0 a 3, dependendo da severidade e/ou extensdo da alteragdo
histologica. As alteragdes crbnicas recebem a letra “c” antes de cada categoria (cg, ci, ct e
cv). Por exemplo, uma bidpsia totalmente normal &€ graduada como g0, i0, t0 e vO e cg0, ci0,
ct0 e v0 para alteragbes agudas e cronicas, respectivamente (81). Os critérios para
graduacao histologica de rejeicdo aguda do rim transplantado pelo Banff 1997 séo

apresentados na tabela 4.
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As alteracdes glomerulares agudas consistem de glomerulite endocapilar, definida
por um aumento do numero de células mononucleares na luz do capilar glomerular, e
edema de células endoteliais. A glomerulite € um achado descrito em cerca de 13% das
bibpsias nos primeiros trés meses pos-transplante, mas nao constitui um critério diagndstico
de rejeicado celular aguda. Esta associada com rejeigdo mediada por anticorpos, e ainda é

discutivel a sua influéncia na sobrevida tardia do enxerto (128, 129).

Tabela 4 - Graduacgao de severidade da rejeicao aguda na classificagdo de Banff 1997.

1. Tubulite (t):
t0: sem células mononucleares nos tubulos
t1: focos de 1 a 4 células por secgdo tubular ou 10 células tubulares
t2: focos com 5 a 10 celulas (idem)
t3: focos com > 10 células (idem) ou 2 areas de destruicdo da membrana basal
tubular (c/ t2 e i2 ou i3)

2. Inflamacgao intersticial (i):
i0: < 10% do parénquima ou area cortical com infiltrado intersticial
i1: 11% a 25%; i2: 26% a 50% da area cortical com infiltrado intersticial
i3: > 50% da area cortical com infiltrado intersticial

i*: namero significativo de eosindfilos, polimorfonucleares ou plasmocitos (especificar)

3. Vasos (v):
v0: sem arterite; v1: arterite da intima leve a moderada em pelo menos 1 vaso
v2: arterite da intima moderada a severa em pelo menos 1 vaso (25% da luz ocluida)
v3: arterite da intima severa > 1 vaso e/ou arterite “transmural”, alteracoes fibrindides

e necrose das céls. musc. lisas da media, infarto e hemorragia intersticial (v*)

A inflamac&o intersticial € graduada pela extensdo de parénquima renal (cortex e
medula) sem esclerose que esta infiltrado por células mononucleares. O infiltrado difuso na
cortical é altamente sugestivo de rejeicao aguda (81). Entretanto, a presenca de agregados
focais de linfocitos e mondcitos no intersticio € um achado freqlente em enxertos

funcionalmente estaveis, sendo considerado um achado ndo especifico para rejeicdo (19-
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23). Igualmente, edema intersticial, infiltrado mononuclear perivenular ou em zona
subcapsular ndo sao considerados elementos para quantificacao de rejeicao no esquema
Banff, pois constituem alteragbes inespecificas, as vezes decorrentes da manipulagéo do
fragmento.

Na revisdo da classificagdo de Banff em 1995 (125) foi incluido o uso de um
asterisco (*) para discriminar a presenca de polimorfonucleares, eosindfilos e plasmacitos. A
presenca dessas células no glomérulo ou em capilares peritubulares é sugestiva de rejeicao
humoral ou rejei¢do celular severa com arterite e infarto, sendo associada a uma resposta
pobre ao tratamento imunossupressor (130). Na caracterizagdo do infiltrado, a
imunofenotipagem das celulas € um procedimento Util para o diagnostico diferencial de
rejeicdo, infeccéo e doengas linfoproliferativas, em que predominam células CD4+ e CD8+,
linfocitos B e agregados de plasmacitos atipicos, respectivamente. Entretanto, em fung¢io do
custo e do tempo de execugdo, ndo é uma técnica realizada rotineiramente e ainda nao foi
formalmente incorporada na classificacdo de Banff para o diagnostico histopatologico do
enxerto renal (81).

O critério diagnostico de rejeicdo aguda e a graduacdo de sua severidade no
esquema Banff & baseado no infiltrado inflamatério que invade os tubulos (tubulite) e
artérias (arterite). A tubulite € a invasdo do epitélio tubular nao atrofico por linfécitos ou
macrofagos, ultrapassando a membrana basal intacta e localizando-se dentro da célula,
entre as células tubulares ou na luz tubular, e sao tipicamente rodeados por um halo claro.
No grau mais severo de tubulite (t3) pode ocorrer ruptura e desintegracdo da membrana
basal. A tubulite apresenta uma melhor correlagéo com a severidade da rejeicdo aguda do
que o infiltrado de células mononucleares no intersticio, e parece ser um achado especifico
de rejeicao (131).

A arterite da intima caracteriza-se pelo espessamento da intima dos vasos
resultante de edema e da permeacao subendotelial de linfécitos, macréfagos e plasmocitos.

A graduacdo de sua severidade € baseada na extensao das alteragdes inflamatérias no
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vaso mais afetado e/ou pelo nimero total de vasos comprometidos, variando de raras
células (v1) até a invasao transmural do vaso com necrose do endotélio, trombose e
hemorragia intersticial (v3) (131). Desde a década de 70, a arterite da camada intima é
descrita como a lesdo patognoménica de rejeicdo aguda (132). As alteragbes inflamatorias
mais raramente sao observadas em arteriolas — arteriolite — em associagdo com rejeigcao
aguda (133), mas esse achado tem significado ainda indefinido e ndo foi incluido na
classificacdo de Banff. O espessamento hialino arteriolar é positivo ao PAS, e se tiver um
padrdo nodular na periferia das arteriolas € uma lesdo altamente sugestiva de toxicidade
por ciclosporina. E considerado um achado inespecifico, pois também ocorre em rins
nativos ou transplantados com lesdes associadas a hipertenséo e a diabete (81).

A Ultima revisao da classificagdo de Banff foi em 1997, quando foram feitas
alteragbes substanciais em relagdo ao esquema de 1993-1995 (126). A rejeicéo hiperaguda
foi entdo denominada “Rejeicdo Mediada por Anticorpos”, implicando na presenca de
anticorpos anti-HLA pré-formados. Em substituicdo a categoria “Alteracdes Borderline” foi
introduzido o termo “Suspeita de Rejeicdo”. O significado clinico e imunologico desta
condicdo ainda permanece controverso, e depende da indicagdo da biépsia, como por
exemplo, disfuncdo aguda do enxerto ou bidpsia de protocolo em enxerto funcionalmente
estavel (134). O achado histologico de tubulite limitrofe e um infiltrado intersticial discreto no
contexto de disfuncdo do enxerto tendo-se excluido outras causas, pode representar
rejeicdo aguda justificando-se ent&o o tratamento com corticosterdides (135), embora outros
autores discordem desta conduta (32).

A classificacdo de rejeicdo aguda no esquema Banff 1997 baseia-se nos
mecanismos imunopatologicos, sem necessariamente refletir o grau de severidade no
momento da bidpsia. O Tipo | inclui as rejeigbes tubulo-intersticiais, o Tipo Il descreve o
componente de arterite intimal (rejeicdo vascular) e o Tipo Il caracteriza os casos severos
em que ha arterite transmural e/ou alteragdes fibrindides da camada média (126).

O grau de severidade da rejeicdo € identificado pelas subdivisbes de codigo

numérico: IA = t2; IB=t3; llA=v1; IIB=v2 e llI=v3, sendo A um caso mais leve do que B, e a
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gravidade definida para cada componente do parénquima em uma escala crescente de 1 a
3 da andlise semiquantitativa (tabela 5). Em casos de bidpsias que evidenciem rejeicdo com
componente vascular e tubulo-intersticial, o diagnostico de rejei¢cdo vascular € o principal; a
auséncia de tubulite e de infiltrado intersticial na presenca de arterite deve sempre levantar

a suspeita de que a rejeicao possa ser mediada por anticorpos (131).

Tabela 5 - Codigos numéricos da classificagdo de Banff 1997 para rejei¢do aguda

CODIGO CATEGORIA

i(0-3) t(1) ou i(1) t(2) Suspeita de rejeicao
i(2-3) t(2) v(0) Rejeicao tipo | A
i(2-3) t(3) v(0) Rejeicdo tipo | B
V(1) Rejeicdo tipo Il A

V (2) Rejeicdo tipo Il B
V@3)/v* Rejeicao tipo Il

As alteragdes cronicas do enxerto renal sao classificadas no esquema Banff sob o
termo genérico nefropatia cronica do enxerto (tabela 3), que inclui rejeicdo cronica,
nefrotoxicidade cronica por ciclosporina, doenga vascular hipertensiva e infec¢do urinaria
cronica/nefropatia de refluxo, freqlientemente indistinguiveis do ponto de vista histolégico.
Sao classicamente descritos o espessamento fibroso da intima das artérias, com ruptura e
reduplicagdo da lamina elastica interna, alargamento do espago subendotelial, expanséo
mesangial, edema das células endoteliais, interposicdo periférica do mesangio e
ocasionalmente crescentes celulares e adesdes do tufo glomerular a céapsula de Bowman

(126).

A severidade da nefropatia cronica do enxerto é definida pelo grau de fibrose e
atrofia tubular associados: leve (I), moderado (ll) e severo (lll), como mostra a tabela 6. As
alteragdes tubulo-intersticiais s&o menos sujeitas a erro de amostragem e parecem predizer
com maior acuracia a evolugo tardia do enxerto (136-138). As altera¢des glomerulares sao
secundarias, caracterizadas por alargamento do espaco subendotelial, expansdo da matriz

mesangial e interposic¢ao periférica do mesangio.
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Tabela 6 - Graduagao de severidade da nefropatia cronica do enxerto na classificagéo de
Banff 1997.

1. Glomerulopatia cronica (cg): espessamento da membrana basal e duplo contorno em
< 10% das algas capilares periféricas
cg 0: sem cg; cg 1: leve (em < 25% dos glomérulos n&o esclerosados)

cg2: moderada (em 26%-50%); cg 3: cg severa (em > 50%)

2. Tubulo-intersticio (ct, ci): atrofia e/ou perda tubular, fibrose intersticial, células
inflamatodrias ocasionais
ct 0: sem atrofia ou perda tubular; ct 1: leve (< 25% dos tdbulos corticais)
ct 2: moderada (> 25% e < 50%); ct 3: severa (> 50%)
ci 0: sem fibrose intersticial; ci 1: leve (> 6% e < 25% do intersticio)
ci 2: moderada (> 25% e < 50%); ci 3: severa (> 50%)

3. Vasos (cv): cv 0: sem alteragdes vasculares
cv 1: espessamento fibroso da intima leve (até 25%), fragmentagdo da lamina

elastica interna dos vasos; cv 2: moderado (26% a 50%); cv 3: severo (> 50%)

4. Matriz mesangial (mm): espago mesangial > espaco de 2 células mesangiais em 2
I6bulos glomerulares = expansao mesangial moderada
mm 0: auséncia de aumento da mm; mm 1: < 25% dos glomérulos n&o esclerosados
mm 2: de 26% a 50%; mm 3: > 50%

Nem o tipo de lesdo nem o tempo de evolucao do transplante renal sdo parametros
suficientemente acurados para diferenciar alteragdes de fase precoce (agudas) daquelas de
fase tardia (cronicas), pois a rejeicao aguda pode ocorrer varios meses a anos apos o

transplante e a nefropatia crénica do enxerto dentro dos primeiros 3 meses (29).

2.4.3. Validacao clinica e reprodutibilidade da classificagdo de Banff
Alem de uniformizar uma nomenclatura para a patologia do transplante renal, foi
também objetivo da classificagdo de Banff melhorar a reprodutibilidade e a acuracia do

diagnéstico histopatologico, especialmente em relagdo ao diagnéstico de rejeicao aguda. O
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estudo ideal para avaliar a reprodutibilidade do esquema Banff deveria envolver um grande
numero de casos representativos de todo o espectro de alteragbes da rotina dos servigos de
Patologia nessa area, avaliados por um grande numero de patologistas renais, e tendo
como padrao-ouro os diagnosticos corretos validados retrospectivamente pela clinica (139).
Apesar da complexidade dos escores e graduagdes do esquema Banff, diversos estudos
confirmaram a acuracia, reprodutibilidade e a sua utilidade clinica como fator preditivo da
evolugao do enxerto renal (80 140-142). Do ponto de vista metodologico, a critica a estes
trabalhos refere-se a utilizagdo de um grupo seleto de patologistas renais para a analise
histologica, previamente treinados para estabelecer escores de Banff e com motivacéo para
a pesquisa cientifica, o que nado reproduz a pratica usual dos centros de Patologia
vinculados a unidades de Transplante Renal.

Solez e cols. (80), através da andlise de 77 bibspias realizadas nos primeiros 3
meses pos-transplante, avaliaram a reprodutibilidade da classificagdo de Banff e a
correlagdo da graduagao de severidade histolégica com a sobrevida do enxerto em 1 ano.
Estes autores relataram um grau de concordancia de 82% para a presenca ou auséncia de
rejeicao aguda (k = 0,62), com uma sobrevida do enxerto em 1 ano de 90% e 64% para
rejeicdo grau 1 a 2A (s6 tubulite) e 2B a 3 (arterite intimal), respectivamente. O valor
preditivo positivo do método considerando o desfecho enxerto funcionante ao final do
primeiro ano de transplante foi 90% (rejeigao grau 1) e 65% (rejeicdo grau 2 ou 3). Em outro
estudo (79), os mesmos autores mensuraram a reprodutibilidade de Banff para os escores
de alteragbes agudas nas mesmas biopsias utilizando o teste kappa. O valor de kappa foi
aceitavel para a presenga de vaéculite (k = 0,47), mas pobre para inflamacéao intersticial (k =
0,33) e tubulite (k = 0,35) e muito pobre para glomerulite (k = 0,26) e hialinose arteriolar (k =
0,18). Para graduagao de severidade da rejeigdo o kappa foi aceitavel (0,40), e o grau de
concordancia foi excelente para presenga ou auséncia de rejeigdo aguda e para presenga
ou auséncia de vasculite, com valores de kappa de k = 0,56 e k = 0,66 respectivamente.
Dooper e cols. (140) obtiveram uma concordancia de 77% entre o diagnostico histologico

pelo Banff e o diagnostico clinico da disfungado do enxerto, mas a acuracia do Banff foi
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menor para discriminar infiltrado limitrofe de rejei¢éo celular aguda: 37% dos pacientes com
alteragdes borderline na bidpsia tiveram rejeicdo clinica, e 47% daqueles com rejeicdo
aguda histologica ndo apresentaram clinica ou resposta terapéutica compativel com esta
cohdigéo, evidenciando uma menor especificidade do Banff para o diagnostico de rejeicao
aguda.

Em contraste, Dean e cols.(143) descreveram uma concordancia de 41% entre a
terminologia descritiva convencional e a classificacdo de Banff. Mais de metade das
bidpsias apresentou uma graduacdo de Banff menor do que a graduagdo convencional,
sendo maior a discrepancia entre as categorias alteragdes limitrofes e rejeicdo aguda leve.
Na rejeicdo severa a concordancia foi 67% e 65% para os graus 2 A (moderada) e 2 B
(moderada a severa), respectivamente, em acordo com os dados de Dooper e cols. A
validade externa destes resultados ainda é questionada, sendo necessarios estudos
multicéntricos locais que testem a acuracia e a reprodutibilidade da classificacao de Banff
no nosso meio. Adicionalmente, deve-se ressaltar que esses estudos foram realizados com
biopsias do enxerto renal indicadas por alteragbes clinicas, ndo havendo estudos que
avaliem a reprodutibilidade da classificacdo de Banff em bidpsias de protocoio.

A validacao clinica do esquema Banff também foi testada em outros estudos, a
partir da analise de correlacdo entre indices derivados da soma dos escores
semiquantitativos de Banff com a reversdo dos episoédios de rejeigdo aguda, com o nivel de
fungao e com a sobrevida tardia do rim transplantado (28, 35, 141, 144, 145). Gaber e cols.
(141, 144) obtiveram escores numericos em 56 bidpsias de receptores de rim cadavérico e
doador vivo com diagnostico de rejeicdo aguda. Os escores médios foram 1,6, 3,3, 4,2¢e 8,5
para alteracOes borderline, rejeicao grau |, Il e lll, respectivamente; estes indices foram
discriminantes para alteracdes limitrofes e rejeicao grau lll, mas ndo o foram para os graus |
e Il. Pacientes com escores inferiores a 4 tiveram uma boa resposta ao tratamento com
corticosteroides; escores superiores a 4 ou presenca de arterite intimal na bidpsia foram
fatores preditivos de cortico-resisténcia, e escores maiores do que 8 foram preditivos de

rejeicao irreversivel.
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As alteragbes cronicas do enxerto renal descritas no esquema Banff ainda nao
foram testadas quanto a sua validagdo clinica e reprodutibilidade. A graduacgdo
semiquantitativa da nefropatia cronica do enxerto do esquema Banff possivelmente tenha
importancia prognostica, mas faltam estudos que comprovem esta hipotese. Isoniemi e cols.
(146) desenvolveram um indice alternativo, o “indice de Dano Crénico do Aloenxerto”
(CADI), a partir da soma de escores semi-quantitativos de fibrose e inflamacgao intersticial,
aumento da matriz mesangial, esclerose glomerular, proliferacdo da intima dos vasos e
atrofia tubular. Estes autores demonstraram em rins funcionalmente estaveis uma
correlagédo estatisticamente significativa entre o CADI mensurado em bidpsias de protocolo
aos 2 anos pos-transplante e a fungdo do enxerto aos 6 anos (147). Um escore semelhante
foi desenvolvido por um grupo sueco (138), o “Escore de Dano Crénico do Enxerto”
(CDGS), aplicado em bidpsias de protocolo mais precoces, aos 6 meses pds-transplante.
Foi demonstrada uma forte associa¢é@o entre o CDGS e o risco de perda do enxerto aos 2 e
3 anos pos-transplante; neste periodo, pacientes com escores maiores apresentaram
creatinina e proteindria significativamente mais elevadas. Aos 3 anos pos-transplante, 29%
dos pacientes com CGDS maior ou igual a 6 perderam o enxerto, 0 que ocorreu em apenas
4% daqueles com escores menores do que 6 (p < 0,05).

Se os valores preditivos destes indices ou dos escores de cronicidade derivados da
classificagéo de Banff forem corroborados em estudos multicéntricos, estabelecendo-se um
ponto de corte para maior risco de perda do enxerto, € possivel que pacientes com escores
elevados em bidpsias durante o primeiro ano de transplante necessitem de medidas clinicas
e farmacologicas mais agressivas, visando a prevencao de rejeicdo cronica e perda tardia
do enxerto.

Durante a “Fifth Banff Conference on Allograft Pathology”, realizada em Banff em
maio de 1999, novos temas foram discutidos, entre os quais a descricdo de novas lesdes
como o desdobramento e a laminagdo da membrana basal de capilares peritubulares, a
associagao dessas lesdes com dano imunoldgico ao endotélio e com a glomerulopatia do

transplante, o uso rotineiro de marcagao de colageno nas areas de fibrose com coloragdo
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de picrosirius, o significado da glomerulite aguda na rejeigao humoral e a marcag¢do na
imunofluorescéncia para a fracdo do complemento C4d no diagnostico das rejeicoes
mediadas por anticorpos. A classificagdo de Banff da patologia de transplantes continua
aberta a modificacbes, a partir da experiéncia e da discussdo entre profissionais envolvidos

com transplantagao de 6rgaos.

2.5. Outras classificagdes de rejei¢cao no transplante renal

Em funcado de dificuldades para a rotinizacao da classificagdo de Banff devido a
sua complexidade e limitacoes discutidas acima, outro grupo de patologistas, participantes
do estudo multicéntrico denominado “Cooperative Clinical Trials in Transplantation” (CCTT)
patrocinado pelo National Institutes of Health (NIH) americano, desenvolveram um sistema
alternativo para o diagnéstico histologico da rejeicdo aguda do enxerto renal (148). Trés
categorias de rejeicao aguda foram estabelecidas: 1) Tipo I: infiltrado mononuclear em > 5%
de area cortical, um total de pelo menos trés tubulos com tubulite em dez campos
consecutivos nas areas mais severamente afetadas, e pelo menos duas das seguintes
alteracdes — edema, linfécitos ativados ou dano tubular; 2) Tipo II: endoteliolite arterial ou
arteriolar, com ou sem o0s achados precedentes; 3) Tipo lll: necrose fibrindide arterial ou
inflamacao transmural com ou sem trombose, necrose de parénquima ou hemorragia. Com
base nestes critérios, os autores propuseram ser a CCTT uma classificagdo simples,
reprodutivel e com validade clinica estabelecida.

Neste estudo multicéntrico (148), a analise pelos critérios da CCTT de centros de
patologia foi comparada com um “painel diagnostico” composto por trés patologistas, cegos
aos dados clinicos, ao centro de origem e ao diagndstico dos centros. Considerando a
analise de 286 biopsias, o grau de concordancia obtido foi 90% para presenca ou auséncia
de rejeicao (Kappa=0,80), 80% e 83% para rejeic¢do tipo | e tipo Il respectivamente e 91%

para presenca ou auséncia de endoteliolite (Kappa=0,65). A sensibilidade e a especificidade
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da CCTT foi 86% e 72% respectivamente para o diagnostico de rejeicdo em relagao a
evolugdo clinica como padrao-ouro. A correlagdo entre severidade da rejei¢éo clinica e
graduacdo histologica foi excelente, sendo a razdo de chances (RC) para grau de
severidade clinica no tipo | de 6,2 e no tipo Il de 37,9; os achados de endoteliolite (RC =
13,2), hemorragia intersticial (RC = 13,2) e glomerulite (RC = 3,7) correlacionaram-se
significativamente com a severidade clinica da rejeicdo, 0 que ndo ocorreu com a extensao
da tubulite e do infiltrado intersticial.

A modificacdo do esquema Banff para rejeicdo aguda em 1997 aproximou
substancialmente as duas classificagdes, correspondendo a rejeicdo aguda tGbulo-
intersticial de Banff ao Tipo | da CCTT, a rejei¢cdo vascular ao tipo |l e a rejeicdo vascular
transmural (com ou sem infarto e hemorragia) ao tipo lll (Banff e CCTT, respectivamente).
Em estudo retrospectivo, Bates e cols. (149) comparando o valor prognéstico das duas
classificagbes, verificaram que os resultados foram superponiveis, sendo a sobrevida do
enxerté em 5 anos de 78% para o tipo | ou tdbulointersticial (categoria 1 e 2A de Banff),
61% para o tipo Il ou vascular (categoria 2B de Banff) e 6% para o tipo lll ou vascular
transmural (categoria 3 de Banff). Correlacdo semelhante entre tipo histologico e
prognostico foram descritos em outro estudo (150), em que a sobrevida do enxerto renal em

5 anos foi superior para o tipo |, intermediaria para o tipo 1l e pobre no tipo lil.
2.6. ldentificagao de marcadores de imunoativagao no rim transplantado

2.6.1. Métodos de identificacdo antigénica
Os métodos imunoenzimaticos sdo amplamente utilizados para localizagdo de
constituintes antigénicos em cortes de tecido congelado a —70° C, de bloco de parafina e
em aspirados de células. Uma enzima atua sobre um substrato produzindo um composto
insoluvel e visivel no local da reacdo antigeno-anticorpo, cuja cor depende do

cromogénio empregado (151). Atualmente, as técnicas de imunohistoquimica para
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tecidos humanos utilizam anticorpos monoclonais primarios desenvolvidos em
camundongo, anticorpos secundarios (“ponte”) desenvolvidos em coelho e mais
comumente a enzima peroxidase (152), a fosfatase alcalina (153) ou o sistema
estreptavidina-biotina (154).

O método peroxidase-antiperoxidase (PAP) utiliza quatro reagentes: anticorpo
monoclonal primario e secundario, anticorpo “ponte” e o complexo PAP (enzima
peroxidase e um anticorpo anti-peroxidase). O anticorpo primario (anti-humano,
desenvolvido em camundongo) é especifico para o antigeno; o anticorpo secundario
{(anti-camundongo, desenvolvido em coelho) é adicionado, ao qual se liga o anticorpo
“ponte” (anti-coelho, desenvolvido em porco), onde se ligara o complexo PAP. A enzima
peroxidase € visualizada através da reacao entre substrato e cromogénio, que pode ser a
3-3’-diaminobenzidina ou o 3-amino-9-etilcarbazol, revelando o complexo antigeno de
interesse-anticorpo primario no sitio antigénico; a ultima etapa é a contracoloragdo do
tecido com hematoxilina de Harris ou de Mayer (152).

Na técnica da fosfatase-anti-fosfatase alcalina (APAAP), o principio € semelhante,
porém antes da incubagdo é utilizado soro nao imune para impedir a ligagao inespecifica
de anticorpos ao tecido em analise (“background”). O anticorpo “ponte” é o anticorpo
secundario que se liga diretamente ao complexo APAAP. O substrato utilizado é o naftol
e o cromogénio € o “fast red”, para revelagdo do sitio antigénico em cor vermelho
brilhante.

Na técnica PAP ha necessidade de bloqueio prévio da peroxidase enddégena com
metanol e 4gua oxigenada para nao obscurecer a reagdo enzimatica, evitando assim a
marcagdo inespecifica. Diferente do tecido em parafina, no tecido congelado este
bloqueio pode desnaturar muitos antigenos, ou mesmo ser ineficiente. O método APAAP
apresenta a vantagem de nao ter esta interferéncia, sendo uma técnica adequada para
antigenos de superficie de membrana em rim, figado, osso e especialmente aspirado de

células. O bloqueio da fosfastase alcalina endbégena é facilmente efetuado com
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levamisole, e a técnica pode ser utilizada para dupla marcagéo antigénica simultanea
(153, 155).

O método da estreptavidina-biotina utiliza a alta afinidade da estreptavidina pela
biotina, em que esta se fixa nos sitios de ligagdo da estreptavidina. Tanto o complexo
ABC pré-formado (estreptavidina-biotina-peroxidase) quanto o LAB (estreptavidina
marcada por peroxidase ou fosfatase alcalina) necessitam de um anticorpo secundario
“ponte” ligado covalentemente & biotina, ou biotinilado, para revelagdo antigénica. A
seqliéncia da reacdo é aplicacdo do anticorpo primario, anticorpo secundario biotinilado,
complexo ABC ou LAB, e a solugdo do substrato. Tecidos como rim e figado contém
biotina enddgena que deve ser bloqueada previamente com avidina. A técnica LAB é
considerada mais sensivel do que a PAP e a ABC para detecgao antigénica (152, 156).

Atraves da utilizacao de anticorpos monoclonais contra epitopos especificos, pode-
se diferenciar subpopulacdes de células, como linfocitos T, linfécitos B, macréfagos e
mondcitos. Adicionalmente, as técnicas imunohistoquimicas permitem a detecg¢édo de
marcadores de ativacado celular presentes no parénquima renal, como por exemplo,
citocinas, moleculas de adesdo e fatores de crescimento. As limitagbes da técnica
envolvem o seu limite de sensibilidade para identificacdo de, por exemplo, citocinas com
baixo nivel de expressao ou quando estas ndo se encontram ligadas a membrana
celular, dificultando a fixagcdo do complexo enzima-anticorpo. Além disso, se a
imunohistoguimica € utilizada isoladamente, nao permite distinguir que células estao
efetivamente produzindo citocinas e em quais as citocinas estdo meramente ligadas ou
foram absorvidas, isto €, estdo presentes mas ndo ativas (157). Neste contexto, o
método da reacao de polimerizagéo em cadeia (PCR) quantitativo € superior pois permite
a detecgéo e quantificagdo da expressao de genes a partir da extragdo do RNA
mensageiro (RNAm) do tecido renal e sua transcricdo reversa (RT) em DNA. O DNA de
interesse €& co-amplificado com uma quantidade conhecida e constante de um controle
interno, um fragmento de DNAc competidor gen-especifico. O produto é identificado em

gel de agarose, corado com brometo de etidio e sua leitura € processada em um
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“scanner” a laser, cuja magnitude de expressdo € calculada pela comparagéo da
densidade de banda da razdo competidor/DNAc-RT com uma curva padréo gerada para
cada gene de interesse. O método fornece uma medida acurada da translagéo protéica
da molécula de interesse e caracteriza ndo s6 a presenca mas a ativagdo desta molécula

(158).

2.6.2 Expressao de linfocitos T citotoxicos, perforina, granzima e fas ligante na rejeigéo
aguda

Nos rins com rejeicdo aguda (RA), os linfécitos T e os macroéfagos compdem a
maior parte do infilirado leucocitario, sendo minoria os linfécitos B e células “natural
killer”. Apesar dos achados diferirem na literatura, alguns estudos mostram a
predominancia de linfoécitos T CD8+ na rejeicdo severa ou irreversivel, e de CD4+
quando o infiltrado é focal e a rejeicao de grau mais leve (18, 26, 27).

A identificacao dos linfécitos T com propriedades citotéxicas foi demonstrada por
Strom e cols. (15), através da fenotipagem do infiltrado mononuclear em rins com
rejeicao irreversivel. Posteriormente, utilizando a técnica do PCR competitivo em rins
com rejeicao aguda (RA), os mesmos autores quantificaram o aumento da expressao
dos genes de perforina e granzima B, que atuam na fase citodestrutiva da resposta
imune (158). Strehlau e cols. (159) detectaram em rins com critérios histologicos de RA
um aumento estatisticamente significativo da expresséo dos genes de IL-7, IL-10, IL-15,
Fas ligante, perforina e granzima B, mas nédo de IL-2 e de INF-y; o fator regulador de
ativagdo da expressao e secrecgdo da célula T (RANTES) e a IL-8 foram parametros
sensiveis mas nao especificos como marcadores de RA. A andlise simultanea de
perforina, granzima B e Fas ligante identificou RA mesmo em infiltrados leves, com uma
sensibilidade e especificidade de 100%, estabelecendo um método acurado e
potencialmente Gtil nos laboratérios onde esta tecnologia é disponivel na pratica clinica.

Estes achados também foram descritos por Sharma e cols. (160), que demonstraram a
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co-expressédo intraenxerto de duas vias citoliticas distintas, Fas e Fas ligante e granzima
B e perforina, correlacionado positivamente o nivel de RNAm dos genes que codificam
para estas moléculas com a severidade histologica da RA. Mais recentemente, estes
autores (161) mensuraram por PCR quantitativo o RNAm das proteinas citotoxicas
perforina e granzima B em células de urina, com o objetivo de testar um método
adicional n&o invasivo para o diagnostico de RA. A transcricdo do RNAmM de ambas as
moléculas estava significativamente aumentada na RA em comparacdo com rins sem
rejeicdo ou com nefropatia cronica do enxerto na bidpsia, e também com rins
funcionalmente estaveis. A sensibilidade e a especificidade do método foram 83% e 83%
para perforina e 79% e 77% para a granzima B, respectivamente, em relagdo a bidpsia
do enxerto e aos critérios de Banff 1997 como padrao-ouro.

Outros autores também identificaram, utilizando imunohistoquimica com as
técnicas ABC e APAAP (162) e o complexo estreptavidina-biotina (163), a marcacéo
positiva para granzima A, granzima B e perforina em células CD3+, linfécitos CD8+ e
células “natural killer” (CD56), restritas a enxertos com rejei¢ao clinicamente manifesta.

Fas e seu ligante Fas-L (CD95 ou APO-1) sdo proteinas de membrana
pertencentes a familia do fator de necrose tumoral (TNF). A molécula de Fas-L se
expressa predominantemente na superficie dos linfocitos Th-1 ativados, interagindo na
regulacéo da resposta imune. A ligacao do Fas ao seu ligante Fas-L induz morte celular
por apoptose, através de mecanismos ainda desconhecidos (164, 165). Estudos clinicos
com PCR-RT tém demonstrado a expressao do RNA mensageiro de Fas-L e de perforina
em rins com rejeicao irreversivel (166).

A descrigdo das moléculas envolvidas na rejeicdo aguda ao aloenxerto renal é

apresentada na tabela 7.
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Tabela 7 - Moléculas envolvidas na rejeicdo aguda ao aloenxerto renal.

Célula ou molécula Func¢ao ou mecanismo de agéao Referéncia
Linfocito T citotoxico (CD8")  Destruicao das células do enxerto 16
Granzima B Formacdo de poros na membrana célula 70

alvo, do DNA e lise osmética da célula

Perforina Idem a granzima B 70

Fas ligante Morte celular por apoptose 71

IL-1elL-6 Estimulagdo dos linfécitos T auxiliares 67

IL-2 Divisao celular e expansdo clonal dos 68
linfocitos T

TNF-a, IFN-y Aumento da expressdo de antigenos HLA 68
classe | e classe Il e de moléculas de
adesao

IL-4, IL-5, IL-6 Diferenciacao linf. T e expansdo clonal de 67
céls. B

IL-10 Citocina imunomoduladora efou 173

imunoestimulatoria

IL-15 Proliferacao e expansao clonal de células T 174

ICAM-1 Ativacao céls. T, B, NK e adesdo leucocito- 177
endotélio

VCAM-1 Atracao de mondcitos e linfécitos 177

Abreviaturas: CD: cluster of differentiation; IL: interleucina; TNF: fator de necrose tumoral;
IFN: interferon; ICAM: intercellular adhesion molecule; VCAM: vascular cell adhesion
molecule.

2.6.3. Expressao de citocinas e fatores de crescimento

Diversos estudos tém demonstrado a expressao in situ de citocinas e moléculas de
ades&o em rins com rejeicdo aguda. Através de imunohistoquimica (APAAP) e analise
semiquantitativa da marcagao positiva, Noronha e cols. (167) detectaram maior
expressao de TNF-a, IFN-y e IL-2R em rins com RA, em relagdo a bidpsias sem rejeicdo
ou com rejei¢do cronica. Em estudo posterior (106) também em bidpsias com rejeicdo

celular aguda, rejeigao cronica e auséncia de rejeicéo, descreveram a predominancia de
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IL-1, IL-2, IL-2R, TNF-a e IFN-y na RA. O fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) e o fator de crescimento transformador beta (TGF-B) marcaram intensamente
em biopsias com rejeicdo cronica, localizando-se em fibroblastos, no endotélio de
arteriolas e na camada intima e muscular média de artérias. Mais recentemente, outros
autores (107), empregando PCR-RT em bidpsias de enxertos renais com disfun¢ao
crénica, demonstraram uma associacdo estatisticamente significativa entre fibrose
intersticial e nefropatia cronica do enxerto com o aumento da expressdo do RNAm de
TGF-B;.

A IL-2 isoladamente parece ndo ser um bom marcador de RA na fase em que esta
se manifesta clinicamente. Em estudo preliminar com bidpsia aspirativa por agulha fina e
PCR-RT, Dallman e colaboradores (168) observaram um aumento precoce mas fugaz da
expressao dos genes de IL-2 e IFN-y, precedendo o aparecimento da rejei¢do clinica.
Este achado também foi demonstrado no modelo experimental de ilhotas pancreaticas
em camundongos (169), em relagdo ao aumento transitério e precoce de IL-2, IFN-y e
granzima B, com pico e declinio antes da rejeigao clinica. Igualmente, Krams e cols.
(170) analisando rins com RA relatam aumento de IL-6 e TNF-o, e ndo de IL-2 e IFN-y.
Outros autores (171), utilizando a técnica de hibridizagdo in situ nao radioativa em rins
com rejeicdo, também descrevem uma baixa frequéncia de células positivas para IL-2,
IL-4 e IFN-y, sugerindo que o estimulo para a transcricdo destas citocinas seja menor
ou, mais provavelmente, que a sua secre¢ao ndo seja sustentada na cascata da rejeicao
aguda em curso.

Estudos recentes empregando a técnica PCR-RT tém demonstrado a expressao
intraenxerto de outros potenciais marcadores de RA, como a IL-10 e a IL-15. Xu e cols.
(172) encontraram co-expressao do RNAm de IL-10 e IFN-y em forte associagdo com
rejeicdo aguda, observando que a IL-10 n&o bloqueou a expressédo in vivo de IL-2, IL-7,

IFN-y e TGFB4. Dados clinicos e experimentais suportam a nogdo de que a IL-10 possa,
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em diferentes circunstancias, apresentar propriedades imunomoduladoras ou
imunoestimulatérias (172, 173).

Como a transcricdo de IL-2 esta frequentemente ausente na rejeicao clinica, e
possivel que a IL-15, citocina recentemente descrita, também participe da resposta
imune estimulando a proliferagéo e expanséao clonal das células T. Pavlakis e cols. (174)
encontraram um aumento significativo da transcricdo do RNAm de IL-15 em rins com RA,
quando comparados a enxertos com outras causas de disfungdo. Os autores postulam
que durante a RA a IL-15 pode manter a expansao clonal dos linfocitos T, ndo sendo
inibida por imunossupressores como a ciclosporina. Manfro e cols. (175), utilizando o
modelo experimental de transplante de ilhotas pancreaticas em camundongos nos quais
o gen da IL-2 foi inativado por recombinagdo homologa (“knock-out” genético), também
observaram um aumento da expressdao do RNAm da IL-15 durante a RA, tanto nos

receptores IL-2 deficientes quanto nos portadores de 1L-2.

2.6.4. Expressao de moléculas de adesao

A expressao constitutiva e induzivel das moléculas de adesao intercelular 1 (ICAM-
1) e de células endoteliais (VCAM-1) e seus ligantes foi também demonstrada na RA do
enxerto renal (176, 177). Empregando imunoperoxidase indireta em células de puncgéo
aspirativa de rins com RA, Manfro e cols. (176) detectaram um aumento significativo da
expressao de ICAM-1 e de HLA-DR em células do parénquima, em comparacdo a
enxertos com necrose tubular aguda. Brockmeyer e cols. (177), em bidpsias do rim
transplantado, verificaram um aumento da expressdo de ICAM-1 e de VCAM-1 no
intersticio, tubulos e no endotélio de capilares peritubulares, em associagdo com RA.
Alguns autores sugerem que a expressdo aumentada das moléculas de adesao seria um
marcador precoce de rejeicao aguda (178), mas a baixa sensibilidade e especificidade

deste achado tornam a sua aplicabilidade clinica questionavel (179).
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2.7. Rejeigao subclinica no transplante renal

O diagnostico de rejeicdo subclinica depende da realizagdo de bidpsias de
protocolo seqiienciais para monitorizagdo imunolégica do enxerto renal. Este
procedimento, também denominado de bidpsia de vigilancia, ndo é consenso na literatura
(180). Na conferéncia sobre Patologia do Aloenxerto realizada em Banff, 1999, foi
sugerido que as biopsias de tempo zero (pos-revascularizagdo do enxerto) deveriam ser
procedimento de rotina, estabelecendo alteragdes cronicas do doador e injurias agudas
relacionadas ao processo de manutengao do doador, remogao, preservacao, implante e
reperfusdo do enxerto (108). Bidpsias de rins estaveis aos 3, 6 meses ou 12 meses pos-
transplante poderiam revelar rejeicdo aguda subclinica ( 22, 23, 28-30) e consequente
modificagbes no esquema imunossupressor (38), e também gerar indices de cronicidade
preditivos da evolucao tardia do enxerto renal, a exemplo do CADI (146) e do CGDS
(138). Entretanto, a bidpsia seriada ainda n&o constitui um procedimento de rotina nas
unidades de transplante, e faltam grandes estudos multicéntricos que comprovem a sua
utilidade clinica. Adicionalmente, a analise histologica ainda apresenta um elevado grau
de discordancia intra e interobservador, reduzindo a acuracia do diagnostico e da
graduacgao de lesdes, principalmente no que se refere a rejeicdo aguda do enxerto renal

(12, 139).

2.7.1. Bibpsias de protocolo no rim transplantado funcionalmente estavel

A investigacao das alteracbes morfoloégicas e imunoldgicas do rim transplantado
com funcdo estavel através de bidpsias seqlienciais de vigilancia iniciou na década de 80
(19-23, 181, 182). A bidpsia sequencial do enxerto revela um infiltrado leucocitario
intersticial, cuja magnitude depende do tempo da bibdpsia, presenga ou nao de sinais

clinicos de rejei¢cdo e do esquema imunossupressor utilizado (21). Diversos autores (18,
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20, 21, 182), comparando rins transplantados estaveis e rins com rejeicdo aguda,
verificaram que o infiltrado celular é significativamente maior nas bidpsias com rejeicao,
mas a propor¢ao de subpopulacdes de células é semelhante (24, 25). No estudo de
McWhinnie e cols. em 1985 (20) avaliando rins estaveis, a fenotipagem das células
mostrou que um terco do infiltrado era constituido por linfocitos T, e o percentual de area

infiltrada reduzia do primeiro até o terceiro més, de 12% + 8,2% para 7,9% =+ 6,2%.

Analisando a associagdo entre proporcdo de area infiltrada com as drogas
imunossupressoras em uso, estes autores verificaram que na vigéncia de prednisona,

azatioprina e ciclosporina a porcentagem de infiltracdo era 8,1 * 5,6%,
significativamente menor do que com prednisona e azatioprina apenas, 15,9 + 8,7% (20).

Em outro trabalho publicado em 1986 (21), os mesmos autores fenotiparam o infilirado
por imunohistoquimica em bibpsias obtidas no primeiro més pods-transplante,
descrevendo 65% de monocitos/macrofagos, 35% de linfocitos T, sendo a relagdo
CD4+/CD8+ proxima da unidade, e menos de 5% de células “natural killer”. A distribuigdo
do infiltrado foi predominantemente focal, de localizagao perivascular e periglomerular.
Burdick e cols. em 1984 (19) realizaram bibpsias de vigilancia na primeira e quarta
semanas pos-transplante em receptores de ftransplantes cadavéricos tratados com
prednisona e azatioprina. Em 96% dos casos havia um infiltrado intersticial, composto por
linfécitos T auxiliares (CD4+) e citotoxicos (CD8+). A relacdo linfocito CD4+/CD8+ foi

1,40 £+ 0,69 nos rins com rejei¢cao aguda, e 1,05 + 0,58 nos rins normais ou com necrose

tubular aguda (NTA). A vasculite foi o Gnico achado histolégico que discriminou rejeigdo
aguda e auséncia de rejeicao. Com base em estudos experimentais, foi sugerido que o
infiltrado celular constituiria um mecanismo de adaptagao imunolégica, envolvendo a
inducdo de células supressoras (183) ou também a inducdo do efeito supressivo mediado
por anticorpos antiidiotipicos (184).

Em 1995, Limchiu et al (185) estudando pacientes estaveis com biopsias 1 e 8

semanas pos-transplante, detectaram um infiltrado celular inespecifico em 30% dos
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casos nos dois periodos. Aos 2 meses, 28% dos casos tinham critério para rejeicdo
aguda subclinica (RASC). Estes pacientes apresentaram maior porcentagem de area
positiva para fibrose em bidpsia aos 2 anos poés-transplante, mas o numero total de
rejeicdes e a fungao renal tardia ndo diferiram dos pacientes sem RASC.

Seréon e cols. (23) em 1991 demonstraram em rins estaveis 6 semanas pos-
transplante que a densidade do infiltrando leucocitario, particularmente das células
“naive” (CD45RA), se correlacionou significativamente com a fungao do enxerto e com o
nivel de proteindria no momento da bidpsia e aos 3 e 6 meses pos-transplante. Em outro
estudo publicado em 1997 (29), estes autores avaliaram se a biopsia de protocolo aos 3
meses em 98 rins estaveis poderia predizer perda tardia do enxerto por nefropatia
cronica (NCE). RASC ou alteragdes limitrofes ocorreram em 16 (16%) pacientes, e em
41 (42%) a bidpsia mostrou NCE pelos critérios de Banff. Comparando pacientes com e
sem NCE, os parametros clinicos que alcangaram diferenca estatisticamente significativa
foram creatinina sérica aos 3, 12 e 24 meses pobs-transplante, rejeicdo aguda clinica e
niveis séricos mais elevados de ciclosporina pré-bidpsia. As variaveis independentes
preditoras de NCE foram rejeicdo aguda clinica (RC = 17,4, p = 0,015) e menor
ciclosporinemia (RC = 1,01, p=0,03); a sobrevida do enxerto em 5 anos foi
significativamente menor no grupo com NCE, independente do nivel de fungao inicial.

Rush e cols. tém publicado diversos estudos sobre a utilidade das biopsias de
vigilancia e a influéncia da rejei¢do aguda subclinica detectada precocemente sobre a
evolugdo morfolégica e funcional do rim transplantado a longo prazo. Em estudo de 1994
(22), utilizando os critériosk de Banff publicados no ano anterior para diagnoéstico
histoloégico de rejeicdo (78), detectaram RASC em 9 (31%) pacientes com funcido do
enxerto estavel, tratados com prednisona e azatioprina. A rejeicdo foi tratada com
corticosteroides e na segunda bidpsia ap6s 1 més havia RASC persistente em 3 casos,
um deles com alteragbes cronicas. Comparando os pacientes que tiveram uma evolugdo
funcional estavel versus ndo estavel, os niveis séricos de creatinina e do receptor de

interleucina-2 foram significativamente maiores no grupo com pior evolucgdo clinica.
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Em estudo prospectivo publicado também em 1994 (186) com biopsia aos 6
meses, encontraram 35% dos rins com histologia normal, 15% com alteragdes limitrofes
para rejeicado, 33% com RASC e 17% com NCE. Os pacientes com RASC apresentaram
maior prevaléncia de NTA, e houve uma associacao estatisticamente significativa entre
NCE e idade avancada do doador. Fatores como ciclosporinemia, incompatibilidade HLA,
tempo de isquemia fria e de anastomose vascular ndo se correlacionaram com as
categorias histologicas. Neste estudo, foi estabelecido um escore de alteragbes
inflamatdrias agudas (até o 6° més) e de alteragbes agudas e crbnicas (aos 12 meses)
pelos critérios de Banff. Os pacientes com alteracdes limitrofes e aqueles com RASC
apresentaram escores inflamatérios e creatinina sérica significativamente mais elevados
em todos os periodos, em relagdo ao grupo com histologia normal. Os autores sugeriram
que a persisténcia do infiltrado inflamatorio tabulo-intersticial, mesmo na auséncia de
manifestacdes clinicas, poderia estar associado a disfung¢ao tardia do enxerto renal.

Procurando identificar variaveis clinicas e histolégicas independentemente
associadas com pior fungéo do enxerto aos 2 anos pos-transplante (35), estes autores
publicaram em 1998 um estudo demonstrando que o escore de altera¢des cronicas de
Banff maior do que 2 na biépsia de vigilancia aos 6 meses (RC = 6,6), cada episodio de
rejeicdo aguda tardia (RC = §,9), idade avancada do doador (RC = 1,07) e presenga de
NTA inicial foram fatores preditivos de pior fung¢ao tardia do enxerto. Na opinido destes
pesquisadores, a bidpsia de vigilancia aos 6 meses poderia ter valor prognéstico,
podendo ser utilizada em estudos clinicos de intervencdes para prevengéo’de NCE.

Em nosso meio, Veronese e cols. (187) em 1999 estudaram 32 pacientes
submetidos a bidpsia de vigilancia aos 2 e 12 meses pos-transplante, detectando 31% de
RASC na biopsia inicial e 22% de NCE aos 12 meses; ndo houve diferenga estatistica na
prevaléncia de NTA, creatinina sérica e proteinuria nos dois periodos entre pacientes
com e sem RASC. O grau de concordancia do patologista renal (variagdo
intraobservador) com pelo menos 6 meses de intervalo entre as duas interpretacdes foi

adequado, com kappa = 0,60 (p = 0,03) para presenca ou auséncia de rejeicdo aguda
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aos 2 meses, mas foi pior para presenga ou auséncia de NCE aos 12 meses (kappa =

0,50; p = 0,12).

2.7.2. Evidéncias de imunoativagao intraenxerto na rejei¢cao subclinica

A identificacdo de células inflamatorias com potencial citotdxico na presenca de
tubulite e/ou vasculite subclinicas suscita a hipétese de que a RASC possa ser
patogénica, resultando em dano cronico ao rim transplantado que se manifesta por
fibrose intersticial, deterioracao funcional e perda tardia do enxerto (30, 36, 188). Como
anteriormente citado, na ultima década diversos estudos em rins com rejeicdo aguda
clinicamente manifesta tém sistematicamente demonstrado, através da reacdo de
polimerizagdo em cadeia, aumento da transcricdo dos genes de muitas moléculas de
ativagao e diferenciagdo da célula T, principalmente de sua fase citotéxica (158-161, 168,
170, 172, 174). Estudos mais recentes, avaliando especificamente marcadores de
imunoativagdo em rejeicdo aguda subclinica, também demonstraram um aumento da
expressao de citocinas pro-inflamatérias e linfocitos citotoxicos, embora em menor grau
do que em pacientes com disfungdo aguda do enxerto. Em 1998, Lipman e cols. (36)
através do PCR competitivo quantitativo detectaram um aumento estatisticamente
significativo da transcri¢do dos genes do receptor de célula T (cadeia beta), IFN-y, IL-4,
IL-15 e perforina nas bidpsias de enxertos estaveis com RASC, comparativamente a rins
histologicamente normais. A expressao aumentada de IL-15 discriminou melhor os rins
normais daqueles com infiltrado limitrofe ou RASC. Analisando a funcdo destes enxertos
em 5 anos, estes autores observaram que a expressdo precoce de RcT-B, IL-15,
perforina e Fas-ligante em bidpsia aos 3 meses poOs-transplante se correlacionou
positivamente com o nivel de creatinina sérica.

Grimm e cols. (37) em 1999 estabeleceram diferentes niveis de expressdo de

marcadores de células T ativadas, produtos de macréfagos ativados (Fator Inflamatério
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do Enxerto 1, AlIF-1) e citocinas, sendo esta expressao maxima na RA, intermediaria na
RASC e minima ou ausente nos rins normais. O Unico fator discriminante entre RA e
RASC foi o nimero de células positivas para AlF-1, significativamente maior na RA.
Estes autores especulam que a disfungdo do enxerto na rejeicdo aguda clinica poderia
ser atribuida ao efeito vasoconstrictor do tromboxane A, produzido por macréfagos
ativados, resultando na queda da filtragao glomerular e aumento da creatinina sérica.

A associagdo entre imunoativagao, lesdo histologica e disfun¢ao cronica do enxerto
também foi demonstrada em bibpsias tardias. Em 1999 Kirk e cols. (30) detectaram aos
2 anos pos- transplante aumento da transcricdo do RNAm das moléculas de CD3-cadeia
v, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6 e IL-8. A magnitude do infiltrado linfocitario e a expressao de IL-6
e IL-8 se correlacionaram significativamente com o grau de proteinuria e a area de
fibrose nesta bidpsia. Houve também uma associagéo estatisticamente significativa entre
atrofia tubular, fibrose intersticial e transcricdo da molécula de CD3-y com a piora
progressiva da funcdo do enxerto até o 4° ano de transplante. Esses dados sugerem que
uma agressdo imunologica subclinica persistente pode estar associada com o
desenvolvimento tardio de rejeig&o cronica.

Como a bidpsia de vigilancia ndo é um procedimento rotineiro na pratica clinica, e
também pela ndo disponibilidade de outros métodos acurados de diagndstico, € provavel
que a rejeicao aguda subclinica seja uma condi¢do subdiagnosticada. Alternativamente a
biopsia percutanea do enxerto renal, ndo isenta de riscos, métodos ndo invasivos como a
ressonéncia nuclear magnética ou a espectroscopia com raios infravermelhos (189, 190)
poderiam auxiliar na identificagéo de células citotdxicas ou de seus metabdlitos na urina

ou no sangue.

2.8. Tratamento da rejeigdo aguda subclinica

A redugdo da incidéncia de rejeicdo aguda com a introdugdo de drogas

imunossupressoras mais potentes tem resultado em melhores sobrevidas do rim
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transplantado (4-8, 86-88). A rejeicdo cronica, entretanto, permanece sendo a causa
prevalente de perda tardia do enxerto, excluindo-se 6bito com rim funcionante. Este dado
€ paradoxal, uma vez que a rejeicao aguda é definidamente um importante fator de risco
para o desenvolvimento de rejeicdo cronica (98-100, 108, 191, 192). Considerando que
30% das bidpsias de vigilancia em rins transplantados estaveis tém critérios histologicos
de RA, discute-se a necessidade de tratar o infiltrado inflamatério potencialmente
citotdoxico, com o objetivo de prevenir o desenvolvimento da nefropatia cronica do
enxerto. Rush e cols. (38) publicaram em 1998 um estudo prospectivo randomizado
comparando pacientes com RASC em bidpsias aos 1, 2 e 3 meses pos-transplante
tratados com pulso de corticosterdide com controles ndo submetidos as bidpsias de
vigilancia e, portanto, ndo tratados. Os pacientes tratados apresentaram menos
episodios de rejeicdo aguda clinica no primeiro ano de transplante, e também menor
creatinina sérica, menor escore cronico de Banff e maior sobrevida do enxerto aos 2
anos pos-transplante. Entretanto, a prevaléncia de infecgdo, principalmente pneumonia,
foi maior no grupo tratado com corticosterdides. Em 1999, os mesmos autores (193)
avaliaram o efeito de um esquema imunossupressor mais potente (micofenolato mofetil
associado a ciclosporina neoral e prednisona) sobre a prevaléncia de RASC e a
incidéncia de rejeicdo aguda clinica precoce e tardia em pacientes transplantados renais,
comparando a controles historicos que utilizaram azatioprina e ciclosporina em
microemulsdo. O grupo com imunossupressao mais vigorosa mostrou uma incidéncia
significativamente menor de rejei¢do aguda clinica nos trés primeiros meses, e uma dose
cumulativa total menor de corticosteroides. No entanto, o aumento da imunossupressao
de base nao teve um impacto sobre a prevaléncia de RASC precoce. O risco de rejeicao
aguda tardia foi reduzido nos pacientes submetidos as bidpsias de protocolo, o que foi
atribuido ao tratamento da RASC, caso estivesse presente na bidpsia.

As limitagbes destes dois estudos, relacionadas principalmente a metodologia
inadequada e poder estatistico insuficiente, e considerando a inexisténcia de outros

ensaios clinicos controlados de tratamento da RASC, impedem conclusdes definitivas



57

sobre a necessidade de aumentar a imunossupressao na rejeigdo subclinica nao
acompanhada de disfung¢éo do enxerto.

O tratamento do infiltrado inflamatdério limitrofe para rejeicao também é tema
controverso. Saad e cols. (134) e Schweitzer e cols. (135) demonstraram resposta total
ou parcial em 50% a 75% dos casos tratados com corticosteréides por disfungdo do
enxerto atribuida a rejeigdo limitrofe, mas o impacto desta medida a longo prazo néo foi
descrito. Em contrario, Meehan e cols. (32) acompanharam 50 pacientes com infiltrado
limitrofe ndo tratado, e em 72% dos casos ndo houve progressao para rejeicdo aguda
clinica. Nos pacientes que evoluiram para rejeicao aguda, houve elevagao transitéria ou
permanente da creatinina apos a bidpsia, o que foi associado aos achados de glomerulite
e escore agudo de Banff superior a 2. Estes autores sugerem que a curto prazo o
infiltrado limitrofe ndo evolui para RA nao devendo ser tratado. Até o momento ainda sao
desconhecidos os efeitos tardios do infiltrado inflamatorio limitrofe sobre a fungéo e
histologia do enxerto renal.

O diagnéstico da rejeicdo aguda nem sempre é possivel ou acurado em bases
histologicas (12), sendo necessarios outros métodos como imunohistologia e moleculares
(159, 194), com o 6bice de seu alto custo e dificil rotinizagdo na maioria dos centros
transplantadores, principalmente em nosso meio. Empregando estas técnicas em
bidpsias seriadas do enxerto renal estavel seria possivel identificar, antes mesmo da
ocorréncia de disfuncdo, marcadores de imunoativagao preditivos do desenvolvimento de
nefropatia cronica do enxerto. A presenga de RASC poderia ser entdo uma justificativa
para aumentar a imunossupressao e potencialmente diminuir a intensidade ou bloquear
um episodio de rejeigdo aguda. O impacto desta conduta a longo prazo ainda é incerto,
mas especula-se que poderia prolongar a sobrevida do rim transplantado (36, 38, 39,

193).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a rejeicdo subclinica e a expressdo de marcadores de imunoativagdo em

transplantados renais com fungdo estavel submetidos a bidpsias de vigilancia aos 2 e 12

meses pos- transplante.

3.2 Objetivos Especificos

3.21

3.2.2

3.2.3

3.24

Avaliar a incidéncia de rejeicdo aguda subclinica aos 2 meses e de nefropatia
cronica do enxerto aos 12 meses através de biopsias de vigilancia em enxertos
renais estaveis.

Fenotipar as células do infiltrado mononuclear e avaliar a expressao de marcadores
de imunoativagao intraenxerto através de imunohistoquimica.

Identificar variaveis clinicas, histopatoldgicas e imunohistoquimicas precoces que
sejam preditivas do desenvolvimento de nefropatia crénica do enxerto ao final do
primeiro ano de transplante.

Correlacionar o nivel de fun¢éo do enxerto e da excrecdo de proteinas até o 3° ano
de transplante com variaveis clinicas, histopatolégicas e imunohistoquimicas

presentes nos primeiros 12 meses do transplante.
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- Can early clinical, histological, and immunohistochemical evaluations predict the

development of chronic allograft nephropathy?

Background: Acute subclinical rejection (ASCR) in stable renal transplant patients may be a
risk factor for chronic allograft nephropathy (CAN). In the present study, the incidence of
ASCR and the expression of immune activation markers in surveillance biopsies of renal
grafts was assessed and correlated with the development of CAN.

Methods: Protocol biopsies were obtained at 2 and 12 months post-transplant in patients
with stable renal function. The Banff criteria were used for histological diagnosis. Graft
function and proteinuria were assessed along the 36 months of follow-up.
Immunohistochemical evaluation of cell subpopulations and immunoactivation markers was
performed on protocol biopsies. The association of independent variables with CAN was
analyzed by stepwise logistic regression.

Results: The incidence of ASCR at 2 months and of CAN at 12 months was 28.1 and
46.2%, respectively. Graft function was significantly worsened in patients with ASCR who
developed CAN in the first year post-transplant. Positive CD3+ and CD4+T lymphocyte and
macrophage markers, and IL-2R and granzyme B expression were increased in ASCR
patients. However, when the logistic regression analysis was used, only granzyme B
expression showed correlation with ASCR. Age of the receptor and serum creatinine levels
at 2 months were predictive of CAN at 12 months.

Conclusion: ASCR at 2 months was associated with worsened graft function in the third
year in patients progressing to CAN. Even though an association of ASCR with chronic
rejection was not observed, our results suggest that ASCR is an immunologically active
process potentially damaging to kidney grafts. These findings underscore the importance of

protocol biopsies in the immunological surveillance of transplanted kidneys.
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Introduction

Several studies have shown that about 30% of transplanted kidneys with stable
function present tubulointerstitial mononuclear cellular infiltration on surveillance biopsies
and meet histological criteria for acute rejection [1-7]. Immunohistochemical phenotypic
characterization of cellular infiltration has shown that these cells are predominantly CD4+
and CD8+ T lymphocytes and, at a lower rate, monocytes and macrophages [1, 2, 8-10].
More recently, the detection of in situ expression of class Il HLA antigens, cytokines,
adhesion molecules, and growth factors in biopsies of grafts without evident clinical rejection
has suggested the presence of an active immunological process not yet identified [11-16].

Polymerase chain reaction (PCR) has been used to detect and quantify gene
transcription for several cytokines and cytotoxic molecules in stable grafts, some of which
presenting acute histological rejection, defined according to the Banff criteria [17]. This has
demonstrated the unequivocal presence of immune activation, although to a lesser degree
than what is observed in cases of rejection with graft dysfunction [18-21]. In spite of this
evidence, it is still controversial whether patients with acute subclinical rejection (ASCR) will
have an unfavorable long-term clinical outcome represented by worsened graft function,
progression to chronic nephropathy and shorter survival of the transplanted kidney [6, 22,
23-26]. It is also unclear whether the identification of ASCR through protocol biopsies and
treatment with more aggressive immunosuppression may change the immunological and
clinical course of the transplanted kidney [27-29].

In this study, stable renal transplant patients underwent protocol biopsies in the first
year post-transplant. The incidence of subclinical rejection, phenotype of mononuclear cell
infiltrates, and expression of immune activation molecules in the allograft were assessed.
Clinical and immunohistochemical parameters at 2 months were correlated with the
development of chronic allograft nephropathy (CAN) at 12 months to identify the predictive

variables for chronic rejection.
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Methods

This study included 32 renal transplant patients followed at the Renal Transplant Unit
at Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) from March 1996 to October 1997. Inclusion
criteria were variation of serum creatinine below 20% and unchanged immunosuppression
for at least 15 days prior to the protocol biopsies. Patients with acute graft dysfunction or
active infection of any etiology were excluded. The Research and Ethics Committee at
HCPA approved this protocol.

We evaluated the following variables at the time of transplantation: age and sex of
the receptor, type and age of the donor, HLA compatibility for living transplants, previous
transplants, pregnancies, total number of transfusions, value of last panel antibody reactivity
before transplant, and duration of cold ischemia and vascular anastomosis. After
transplantation, we assessed the incidence of acute tubular necrosis (ATN), defined by the
need for dialysis in the first week post-transplant, and the presence and total number of
acute clinical rejections. Classical clinical signs defined acute clinical rejection whenever they
were observed, by the clinical response to treatment, and by graft biopsy in cases of
corticoresistant rejection.

Allograft function was determined by the daily serum creatinine dosage until hospital
discharge, twice a week in the first and second months post-transplant, weekly in the third
month, every 15 days in the fourth month, monthly up to the 12th month, and every 2 months
up to the 36th month. Twenty-four hour proteinuria was measured at 2, 12, 24 and 36
months as screening for CAN.

Baseline immunosuppression consisted of prednisone, azathioprine and Neoral
cyclosporine in 29 patients (90.6%); three patients received mycophenolate mofetil instead
of azathioprine. Four patients underwent induction therapy with OKT3, and OKT3 was also
used for rescue of steroid-resistant rejection in three cases.

Protocol biopsies were performed 2 months post-transplant (B-2mo) in all 32 patients

included in the study, and 12 months post-transplant (B-12mo) in 26 (81%) patients. Six
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patients were not rebiopsied due to refusal (2), pregnancy (1), death with functioning kidney
(1), loss of graft in the end of the third month (1), and change in patient's
immunosuppression in the 12th month (1).

Procedures were performed with a spring-loaded 16-gauge Biopty-gun (C. R. Bard
Inc., Covington, GA, USA) after ultrasound localization. Two core biopsies were taken, one
for light microscopy (LM) with conventional stainings, and another for immunohistochemical
analysis. Histopathologic findings were interpreted according to the Banff 1997 classification
[30] by a renal pathologist (SD) blinded to clinical data.

Core biopsy samples for immunohistochemical analysis were embedded in OCT
(Tissue-Tek®), snap-frozen in liquid nitrogen and stored at -70°C until examination. Anti-
granzyme B and anti-transforming growth factor beta, (TGFp,) antibodies were applied to
sections cut from the paraffin block, and the remaining antibodies were applied to frozen
tissue sections cut on a cryostat. For the phenotypic characterization of infiltrate cells we
used anti-human murine monoclonal antibodies against CD3 and CD4 T lymphocytes and
macrophages (CD68) (Dakopatts, Copenhagen, Denmark), and CD8 lymphocyte (Chemicon
International, Inc., Temecula, CA). The techniques used were alkaline phosphatase-anti-
alkaline phosphatase (APAAP) [12] for anti-CD3 and anti-CD68 antibodies, and streptavidin-
biotin-alkaline phosphatase for anti-CD4 and anti-CD8 antibodies [31]. For the immune
activation markers, monoclonal antibodies against interleukin 2 receptor (IL-2R) (Clonab —
Biotest AG, Dreieich, West Germany), granzyme B (Chemicon International, Inc., Temecula,
CA), and perforin (Pharmacell, Paris, France) were used; the streptavidin-biotin-alkaline
phosphatase technique was employed [31)]. For fibrosis evaluation, a monoclonal antibody
against TGFp, (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA) was employed with the avidin-
biotin peroxidase technique [31].

Intensity of antigen expression was evaluated semiquantitatively, and the following
scores were standardized: 0 — no expression; 1 — weak expression; 2 — moderate

expression; 3 — intense expression. Two observers, who were blinded to clinical data and
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histology, scored all core biopsies independently. The final score consisted of the average of
the two readings.

For the statistical analysis, unpaired f test, Mann-Whitney’s test, chi-square test or
Fisher's test were employed whenever appropriate. Stepwise logistic regression analysis
was performed to identify clinical and immunohistochemical variables predictive of CAN. P

values below 0.05 were considered statistically significant.

Results

Three biopsies at 2 months and two biopsies at 12 months were not representative
and were excluded. Therefore, 29 and 24 biopsies in each period, respectively, were
included in the analysis. Patients were divided into four groups according to the period and
histopathologic diagnosis (Table 1). At B-2mo we found: 1) presence or suspicion of ASCR,
n = 16 (55%), and 2) absence of ASCR (NoASCR), n = 13 (45%). At B-12mo we found: 3)
presence of CAN, n = 12 (50%), and 4) absence of CAN (NoCAN), n = 12 (50%).

Demographic and clinical data are presented in Table 2. Both age of the receptor and
duration of cold ischemia showed a trend to be higher in patients with CAN than in patients
of the NoCAN group. The total number of acute rejections in the first 2 months also showed
a trend to be higher in patients of the ASCR group than in those of the NOASCR group.
There was no statistically significant difference in the type and age of the donor, HLA
matching, number of previous transplants, pregnancies, transfusions, panel antibody
reactivity, vascular anastomosis time, or prevalence of ATN for patiénts with or without
ASCR, neither for patients with or without CAN.

There was no statistically significant difference in graft function, as measured by
serum creatinine, and in daily urinary protein excretion between patients with and without
ASCR or between the groups with and without CAN in all periods of follow-up, as shown in

Table 3. Although the averages for serum creatinine and proteinuria were higher at the end
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of the third year in the groups with ASCR and CAN, these values did not reach statistical
significance.

We separately compared the subgroup with ASCR at 2 months that progressed to
CAN at 12 months (n = 7; 29,1%) with the group of patients with CAN not preceded by
ASCR in the first biopsy (n = 5; 20,8%). Serum creatinine at the end of follow-up was
significantly higher in the group with ASCR (2.70mg/dL + 2.50mg/dL vs. 1.24mg/dL *
0.13mg/dL, respectively; P = 0.048). Final proteinuria was also higher for patients with early
ASCR (848mg/24h * 1294mg/24h vs. 414mg/24h + 433mg/24h; P = .662), but no
statistically significant difference was found in relation to the other group.

Phenotypic characterization of cellular infiltrates (Table 4) showed that the number of
CD3+ cells in patients with ASCR at 2 months was significantly higher than in patients from
the NoASCR group, and this increased expression was also observed in the biopsies
performed at 12 months. The number of CD4+ T Ilymphocytes at B-2mo was also
significantly higher in the ASCR group, as well as the score for macrophages, which was
significantly higher at the initial biopsy in this group.

In 2-month biopsies, the score for cytotoxic T lymphocyte (CD8+) positivity was not
different in the ASCR and NoASCR groups, as shown in Table 4. However, the positive
marker for CD8 cells in biopsy at 12 months was more intense in patients who had ASCR at
2 months (1.83 £ 0.95 vs. NOASCR 1.08 + 0.60, P = 0.035), which shows the persistence of
a potentially cytotoxic inflammatory infiltrate in the latter biopsy.

IL-2R and granzyme B expression in biopsies at 2 months were signiﬁcanﬂy
increased in the ASCR patients, which revealed the presence of intragraft immune active
cells. There was also more intense expression of perforin in the ASCR group, as shown in
Table 5.

In 12-month biopsies, the number of infiltrating cells and the expression of immune
activation molecules in patients with CAN were similar to the results observed in the NoCAN
group. In the subgroup of patients with ASCR at 2 months who progressed to CAN at 12

months, only the difference in the expression of granzyme B at B-12mo showed statistical
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significance in comparison with the patients with CAN without previous ASCR (1.43 + 0.81
vs. 0.48 + 0.42, respectively; P = 0.038). The number of CD8+ lymphocytes at B-12mo (2.21
+ 0.93 vs. 1.35 £ 0.95; P = .164) and the expression of perforin at B-2mo (1.86 + 1.14 vs.
1.05 = 0.48; P = .131), though of larger magnitude in the ASCR group that progressed to
CAN, were not statistically different from the other group.

In the comparison of histological categories ASCR vs. NOASCR and CAN vs.
NoCAN, analysis of the intensity of TGFB, expression, both in the initial biopsies and in
biopsies performed at 12 months, did not show a statistically significant difference (Table 5).

The following variables were included in the logistic regression model: age and sex of
receptor, number of transfusions, type and age of the donor, duration of cold ischemia and
vascular anastomosis, presence of ATN, number of clinical rejections, creatinine at 2 and 6
months post-transplant, presence of ASCR in biopsy at 2 months, and the score derived
from the expression of CD3, CD4, CD8 T lymphocytes, macrophage, IL-2R, perforin,
granzyme B, and TGFp, in the biopsy at 2 months.

In an additional analysis with the same parameters in the model, but considering
ASCR at 2 months as a dependent variable, the expression of granzyme B at B-2mo was the
only variable independently associated with ASCR (odds ratio = 58.4; 95% confidence
interval, 1.55-2194.67; P = 0.027).

In the analysis of predictive variables for CAN, there was a statistically significant
association between age of the receptor and development of CAN (odds ratio = 1.12;
95%Cl, 1.004-1.25; P = 0.042). Serum creatinine value at 2 months showed a trend towards
the association with CAN (odds ratio = 58.5; 95%CI, 0.72-4710.76; P = 0.069). When the
level of creatinine was adjusted to age of the receptor in the model, graft function at 2
months became predictive of CAN (odds ratio = 358.56; 95%CI, 1.52-84476.73; P = 0.034).

The presence of ASCR at 2 months and serum creatinine at 6 months was not
predictive of chronic rejection. However, vascular anastomosis time tended to be associated

with CAN (odds ratio = 1.09; 95%Cl, 0.98-1.19; P = 0.083). As we analyzed the 12 patients
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with CAN at B-12mo, we observed that no clinical or immunohistochemical variable from the
initial post-transplant phase correlated with chronic rejection at 12 months.

When we analyzed the co-expression of cytotoxic lymphocyte CD8+, macrophage,
and granzyme B at B-2mo, or the co-expression of IL-2R, perforin, and granzyme B at B-
2mo, as independent variables, no statistically significant association was found between the

conjunct expression of these immunoactivation markers and CAN at 12 months.

Discussion

The usefulness of surveillance biopsies in the immunological monitoring of stable
transplanted kidneys is still under discussion, although several studies have demonstrated
that about 30% of these grafts meet unequivocal criteria for acute rejection in the first 3
months post-transplant [3, 5-7, 26], and that 20 to 50% of transplanted kidneys show
histological chronic rejection 1 year after transplantation [7, 24, 26, 32]. In the present study,
the incidence of ASCR and CAN was similar (28.1% and 46.2%, respectively). On the other
hand, Seroén et al. [24] detected ASCR in protocol biopsies at 8 weeks post-transplant in only
41% of the patients. This finding may be explained, among other factors, by the
immunosuppressive regimen that included antilymphocyte antibodies as induction therapy
and by the precocity of the surveillance biopsy. This fact suggests that immunosuppression
may influence the prevalence and magnitude of the mononuclear interstitial infiltrate, as has
been previously observed for regimens including cyclosporine [2].

In this study, patients with B-2mo showing “suspicious for acute rejection” were
included in the group with acute subclinical rejection for statistical analysis, based on the
data provided by Rush et al. [33], who found a significant correlation between subclinical
borderline changes and clinical rejection episodes in subsequent months. In another study,
Saad et al. [34] also observed that the treatment of borderline rejection with graft dysfunction
resulted in improvement of graft function in a significant number of patients; those authors

suggested that this histological category represented a minor tubulointerstitial rejection.
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Analysis of the demographic and clinical data did not reveal any association with
early ASCR. Other authors did not find any correlation either for type and age of donor,
duration of cold ischemia or presence of ATN [3,24,35]. Rush et al. [35], using multivariate
analysis, observed that the level of HLA-DR incompatibility between donor and receptor was
associated with subclinical rejection. In our study, this factor was not evaluated, since the
selection of recipients for cadaveric grafts by HLA compatibility has only recently been
introduced in our center.

Duration of cold ischemia was longer in patients with CAN at B-12mo. The influence
of cold ischemia time on graft function and histology was experimentally demonstrated in
rats [36]. Halloran et al. [37] emphasized that, in clinical transplantation, increased duration
of preservation and anastomosis represents a risk factor for dysfunction and shorter survival
of the transplanted kidney.

Receptor's age and serum creatinine at 2 months were predictive of CAN. However,
in spite of the statistical significance observed, it is important to mention that the large
variation in odds ratio and confidence interval found in logistic regression analysis makes the
interpretation of these results difficult because of the small number of cases with a positive
outcome.

Acute rejection has been considered an important risk factor for chronic rejection and
decreased long-term kidney graft survival, but the causal relation between acute and chronic
rejection remains obscure [37-42]. Nickerson et al. [25] found that each late acute rejection
episode meant a 5.9 fold increase in the risk for reduction of renal graft function at 2 years
post-transplant. Serén et al. [24] evaluated the predictive value of protocol biopsy at 3
months for late graft loss and observed that the incidence of acute rejection before protocol
biopsy was higher in patients with CAN. In the logistic regression analysis performed in that
study, only acute clinical rejection and higher serum cyclosporine levels in early post-
transplant period were predictive of CAN. In our study, however, the number of acute
rejection episodes was not different in the groups with and without CAN.

Patients with ASCR at 2 months had a higher number of acute clinical rejections in
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the first post-transplant month. Fourteen (43.8%) patients had acute rejection treated 11.4
5.1 days post-transplant on average, and in eight (57.1%) of these cases there was
histological rejection in the protocol biopsy at 60 days. It is possible that ASCR in these
patients represents the continuity of an uncontrolled initial acute cellular rejection, as
suggested by Mazzucchi et al. [43], who demonstrated the persistence of acute rejection in
subsequent biopsies in 25% to 30% of the cases treated with methylprednisolone, in spite of
apparent response to therapy with steroid pulses. In a prospective study, Limchiu et al.
demonstrated that ASCR at 2 months was associated with a higher number of recurrent
rejections up to the third year post-transplant. In the subgroup of patients treated for ASCR,
serum creatinine levels dropped by more than 20% in relation to baseline values (Limchiu L
et al., 14th Annual Meeting of the American Society of Transplant Physicians, 1995).

One of the purposes of our study was to evaluate whether ASCR is a risk factor for
CAN. It has been speculated that the cellular infiltrate frequently found in serial biopsies
might be immunologically active, constituting a persistent low-grade inflammation that
damages the allograft [6, 29, 33]. According to this hypothesis, Rush et al. [7,32]
demonstrated that patients with borderline rejection and ASCR in serial biopsies, with higher
Banff scores for acute inflammation, presented a higher number of chronic lesions and a
worsened graft function at the end of the first year post-transplant. These authors suggest
that persistent inflammation, even if subclinical, may lead to graft dysfunction if
immunosuppression is not efficient in controlling ASCR. Legendre et al. [36] also observed
that ASCR in protocol biopsy at 3 months in patients who had never presented clinical
rejection constitutes a risk factor for chronic rejection at 2 years post-transplant. Nickerson et
al. [25] reported that ASCR in protocol biopsy at 6 months correlated independently with
serum creatinine at 2 years post-transplant. In our study, patients with chronic nephropathy
preceded by ASCR had worsened graft function in the third year post-transplant; proteinuria
was also higher, although not statistically different from that of patients without previous

ASCR. However, in the logistic regression analysis, ASCR at 2 months was not predictive of
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CAN at 12 months, although the absence of statistical significance may be related to the
small number of patients with this outcome.

Immunohistochemical examination revealed a significantly higher number of CD3+,
CD4+ T lymphocytes and macrophages in the biopsies of patients with ASCR at 2 months
post-transplant. In the biopsy at 12 months, the group with ASCR presented more intense
expression of CD8+ cytotoxic lymphocytes, which suggests the persistence of an active
inflammatory infiltrate in a late post-transplant period. Several studies employing
immunohistochemistry or molecular methods have shown the presence of immune activated
cells in acute rejection in association with graft dysfunction [18, 44-46] and also in grafts with
stable function [19-21].

Scores for macrophage positive cells were particularly high in biopsies with ASCR in
this study. Similar data was also reported by other authors in studies in which the
macrophage population was almost 50% of the total infiltrating cells in kidneys with acute
rejection [20], and this phenotypic profile is predictive of more severe degrees of cellular
rejection [47]. Specific subpopulations of infiltrating cells, however, did not correlate
significantly with chronic graft nephropathy in our study.

In the series studied, the expression of immune activation markers, such as IL-2R
and granzyme B, was significantly higher in the biopsies of patients with ASCR, and there
was also a more intense expression of perforin in these biopsies. In acute rejection, either
associated with graft dysfunction or subclinical, the IL-2 messenger RNA (mRNA) expression
is usually minimal or absent [18, 19, 48] and probably not sustained, as it precedes graft
dysfunction [49]. When studying IL-2 receptor in graft rejection, Kooijimas-Coutinho et al.
[50] used immunohistology and PCR to document the early expression of IL-2R in protocol
biopsies seven days post-transplant in association with subsequent episodes of acute
rejection. Other authors reported intense expression of IL-2R receptor on the surface of
active infiltrating cells during ongoing clinical rejection, which has also been found, although
less intensely, in grafts without histological rejection [12-14, 51].

Intragraft mRNA co-expression of genes coding for perforin, granzyme B, and Fas
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ligand showed 100% sensitivity and specificity for the diagnosis of acute rejection [18], with a
direct correlation between this co-expression and the degree of severity of histological
rejection defined by the Banff criteria [45]. Lipman et al. [19] used quantitative PCR to
demonstrate the gene transcription of perforin, granzyme B, and Fas ligand in stable graft
biopsies with  ASCR. When compared with normal biopsies and borderline rejection
infiltrates, the expression of perforin was significantly higher in ASCR patients, the same as
the expression of T cell receptor beta chain, gamma interferon, IL-4 and IL-15. In the study
of Suthanthiran [52], which employed the same methodology, but in kidneys with clinical
rejection, mMRNA expression of granzyme B and Fas ligand showed an excellent correlation
with acute rejection to confirm the involvement of both cytolytic pathways in the immune
response to the allograft. According to these data, our findings showed that the expression
of granzyme B detected on B-2mo was predictive of ASCR at 2 months, and that this
expression remained significantly increased in patients with ASCR who progressed to CAN.
Although not statistically different, the expression of perforin and of cytotoxic CD8+
lymphocytes was also stronger. These data reinforce the hypothesis that this cytolytic
pathway may be present as one of the effector mechanisms of graft lesion in ASCR.

More recently, non-invasive diagnosis of acute rejection in renal transplant patients
has been demonstrated by the identification of effector molecules in peripheral blood
leukocytes [53] and in urine cells [54] through molecular methods; these findings have been
correlated with simultaneous gene transcription of the same molecules in renal graft biopsies
with acute rejection. In the study carried out by Li et al. [54], the sensitivity and specificity of
perforin and granzyme B mRNA expression in urine cells for the diagnosis of acute rejection
were 83%, 83%, 79% and 77%, respectively.

TGFB; mRNA expression has been associated with the production of extracellular
matrix and collagen, interstitial fibrosis, and CAN [55]. In acute rejection, the quantitative
analysis of the expression of the TGFf; gene by PCR presented a sensitivity and specificity

of only 45% and 55%, respectively, and did not distinguish rejection from non-rejection [18].
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In ASCR, the transcription of the TGFB, gene is not detectable, as in the biopsies with
borderline rejection [19]. In our study, there was no difference in the expression of TGFB, in
the biopsies with and without ASCR, as expected, but in cases of CAN, the expression of
TGFB;, was unexpectedly similar to that of the other histological groups. In the logistic
regression analysis, this marker of fibrosis was not predictive of CAN at 12 months either. It
is possible that TGFB, quantification through a more sensitive method such as PCR may
better discriminate between histological categories in our study.

It is important to emphasize that immunohistochemical methods for the diagnosis of
immune activation are limited. Alone, they do not show whether cells such as lymphocytes
and macrophages are effectively producing cytokines and other molecules, or whether they
are inactive [56]. More sensitive and specific methods, such as PCR or in situ hybridization,
may identify immune active cells and thus indicate the presence of a pathogenic process
that deserves treatment [27] or at least some more efficient prophylactic immunosuppression
[28] to protect the renal allograft.

In conclusion, the prevalence of ASCR and CAN in this study was not different from
other series, and the presence of ASCR in the early post-transplant period was associated
with worsened graft function in patients who progressed to CAN. The number of T
lymphocytes and macrophages and the expression of IL-2R and granzyme B were
significantly higher in biopsies with ASCR, which demonstrated the presence of intragraft
immune activation. However, no cell or specific marker alone or in co-expression with
another one was predictive of the_ development of CAN. These results reinforce the need for

more studies with protocol biopsies for immunological monitoring of renal transplant patients.
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Table 1. Histological diagnosis according to Banff criteria 1997

Biopsy at 2 months

Biopsy at 12 months

(n=32) (n = 26)

Normal 3(9.4)° 3(11.5)

Suspicious for rejection 7 (21.8) 2(7.7)

Acute rejection 9 (28.1) 2(7.7)

Tubulointerstitial - Grade IA 5 (15.6)
Tubulointerstitial - Grade 1B 2 (6.3) 2(7.7)
Vascular - Grade lIA 2(6.3) -

CANP 2 (6.3) 12 (46.2)
Grade | 2 (6.3) 8 (31)
Grade Il - 4(15.1)

Nonspecific changes 8 (25) 5(19.2)

Not representative 3(9.4) 2(7.7)

Total 32 (100) 26 (100)

CAN - chronic allograft nephropathy

N (%)



Table 2. Demographic and clinical data for patients with and without subclinical rejection

B-2mo B-12mo

ASCR NoASCR CAN NoCAN

(n=16) (n=13) (n=12) (n=12)
Age (years) 36 + 12 33+ 11 41 +10° 32+ 13
Sex (M/F) 12/4 8/5 8/4 10/2
Donor (C/L) 8/8 5/8 5/7 6/6
Donor’s age 33+12 37+9 3612 30+9
(years)
Last panel (%) 6+6 1+3 0+0 6+ 11
Cold ischemia 18 + 4 20+ 4 22+3° 17 £ 4
(hours)
Anastomosis 42+ 15 42 + 16 46 + 18 36+13
(minutes)
ATN (n[%]) 4 (25) 5 (38) 5 (42) 3 (25)
AR (n[%]) 10 (63)° 4 (31) 6 (50) 4 (33)
AR - Total 06+05 0.3+0.5 0.5+0.5 0.3+0.5

M/F - male/female; C/L - cadaver/living; ATN - acute tubular necrosis; AR - acute rejection

2 P=0.077 vs. NoCAN; ® P = 0.066 vs. NoCAN; P = 0.095 vs. NoASCR



Table 3. Serum creatinine and proteinuria levels in the groups with and without subclinical

rejection

B-2mo B-12mo

ASCR NoASCR CAN NoCAN

(n=16) (n=13) (n=12) (n=12)
Creatinine (mg/dl)
2 months 1.36 £ 0.29 1.31+0.34 1.37 £ 0.30 1.23+£0.22
6 months 1.35+ 0.41 1.28+0.28 1.38 +0.36 1.21+0.25
12 months 1.46 + 0.53 1.34 + 0.31 1.45 + 0.49 1.24 +0.32
36 months 2.01+1.79° 1.47 + 0.35 2.15+1.97° 1.37 £ 0.40
Proteinuria (mg/24 h)
2 months 400 + 210 382 + 345 407 + 272 415 + 306
12 months 404 + 526 327 + 251 506 + 597 278 + 165
24 months 409 + 362 570 £ 720 537 + 647 448 + 433
36 months 548 + 885° 325 + 358 637 + 1011° 363 + 299

2p = 683 vs. NOASCR ; " P = .128 vs. NoCAN; °P = .705 vs. NoASCR; “ P = .651 vs.

NoCAN
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Table 4. Immunohistochemical scores in the analysis of the cellular infiltrate in patients with

and without subclinical rejection

Biopsy at 2 months Biopsy at 12 months

ASCR NoASCR CAN NoCAN

(n=16) (n=13) (n=12) (n=12)
CD3+ cells 1.92 + 0.80° 1.11+£0.73 1.79+0.75 1.58 £ 0.70
CD4+ lymphocytes  1.90 + 0.99" 1.08 £ 0.83 1.20 £ 0.81 1.35+0.99
CD8+ lymphocytes 1.15 + 0.82° 0.75+0.33 1.57 +0.95 1.44 +0.89
Macrophages 2.20 + 0.70° 1.52 £ 0.56 1.58 £ 0.75 1.77 + 0.66

P =0.01vs. NOASCR ; ° P = 0.032 vs. NOASCR ; P = .107 vs. NoASCR; ° P = 0.008 vs.

NOASCR



106

Table 5. Immunohistochemical scores in the analysis of the immune activation markers in

patients with and without subclinical rejection

Biopsy at 2 months

Biopsy at 12 months

ASCR NoASCR CAN NoCAN

(n=16) (n=13) (n=12) (n=12)
IL-2R 1.48 + 0.86° 0.63 £0.64 0.56 £ 0.62 0.63 +0.46
Perforin 1.42 +0.90° 0.87 +0.50 0.80+0.72 0.55+0.28
Granzyme B 1.24 +0.97° 0.36 £ 0.55 1.01+0.85 0.63 + 0.69
TGF-B4 1.36 +0.72 1.60 + 0.49 1.73+£0.54 1.44 £ 0.69

Abbreviations: IL-2R - interleukin 2 receptor; TGF-B, - transforming growth factor beta.

2P =0.01vs. NOASCR: "P =0.068 vs. NOoASCR : °P = 0.001 vs. NoASCR
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A avaliagcao clinica, histologica e imunohistoquimica precoce pode ser preditiva do
desenvolvimento de nefropatia cronica do enxerto?

Introdugdo. A rejeicdo aguda subclinica (RASC) ocorre em aproximadamente 30% dos
pacientes transplantados renais estaveis submetidos a biopsias de protocolo. No presente
estudo foram avaliadas a incidéncia de RASC e a expressdo de marcadores de
imunoativacdo em bidpsias de vigilancia do enxerto renal, que foram correlacionadas com o
desenvolvimento de nefropatia cronica do enxerto.

Pacientes e Métodos. Foram realizadas bidpsias de protocolo aos 2 e 12 meses pos-
transplante em pacientes transplantados renais com fungdo estavel, utilizando-se a
classificagao de Banff para o diagnostico histoldgico. A fungdo do enxerto e a proteindria
foram mensurados até 36 meses de seguimento. Foi realizada avaliagdo imunohistoquimica
das subpopulagées de células e de marcadores de imunoativagdo nas bidpsias de
protocolo. A associagdo de variaveis independentes com nefropatia cronica do enxerto foi
analisada por regresséo logistica com selegao progressiva.

Resultados. A incidéncia de RASC aos 2 meses foi 28,1% e de NCE aos 12 meses foi
46,2%. Os pacientes com RASC que evoluiram para NCE no primeiro ano de transplante
apresentaram fungdo do enxerto significativamente pior no final do seguimento. Tanto a
marcagado positiva para linfocitos T CD3+ e CD4+ e macréfagos quanto a expresséo de IL-
2R e granzima B foram significativamente mais intensas no grupo RASC. Entretanto, no
modelo de regressao logistica somente a expressdo de granzima B correlacionou-se
significativamente com RASC,; a idade do receptor e a creatinina sérica aos 2 meses foram
preditivas de NCE aos 12 meses.

Conclusdes. A presenca de RASC em bibpsia de protocolo aos 2 meses esteve associada
com pior funcdo do enxerto no 3° ano pds transplante naqueles pacientes que evoluiram
para NCE. Embora ndo tenha sido observado neste estudo associagdo de RASC com
rejeicdo cronica, nossos resultados sugerem que a RASC € um processo imunologicamente

ativo podendo potencialmente danificar o enxerto renal. Estes achados enfatizam a
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importancia das bidpsias de protocolo na monitorizagao imunoldgica do rim transplantado.
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Introdugao

Diversos estudos tém mostrado que cerca de 30% dos rins transplantados com
funcdo estavel e que sdo submetidos a bidpsias de protocolo apresentam um infiltrado
mononuclear tlbulo-intersticial e critérios histolégicos para rejeicdo aguda [1-7]. A
fenotipagem do infiltrado celular através de imunohistoquimica demonstrou que estas
células sdo predominantemente linfécitos T CD4+ e linfocitos T CD8+, e em menor
proporcdo monécitos e macrofagos [1, 2, 8-10]. Mais recentemente, foi detectada a
expressao in situ de antigenos HLA de classe I, citocinas, moléculas de ades&o e fatores
de crescimento em bidpsias de enxertos renais sem rejeicdo clinicamente manifesta,
sugerindo a presenga de um processo imunoldgico ativo de significado até entdo nao
identificado [11-16].

A reagdo de polimerizagdo em cadeia (PCR) permitiu detectar e quantificar a
transcricdo de genes de diversas citocinas e moléculas citotdxicas em enxertos estaveis,
alguns deles com rejeicdo aguda histologica definida pelos critérios de Banff [17]. Foi entéo
demonstrada a presenca inequivoca de imunoativagéo, embora em grau menor do que na
rejeicdo acompanhada de disfuncdo do enxerto [18-21]. Apesar destas evidéncias, ainda é
controverso se pacientes com rejeicao aguda subclinica (RASC) poderiam apresentar uma
evolugdo clinica desfavoravel a longo prazo, no que se refere a pior fungdo do enxerto,
evolugdo para nefropatia cronica e menor sobrevida do rim transplantado [6, 22, 23-26].
Também é discutivel se a identificacdo da RASC através de bidpsias de protocolo e 0 seu
tratamento com imunossupressdo mais vigorosa poderia modificar o curso imunologico e
clinico do rim transplantado [27-29].

Neste estudo pacientes transplantados renais estaveis foram submetidos a
bidpsias de protocolo no primeiro ano poés transplante, avaliando-se a incidéncia de rejeigao
subclinica, o fenotipo das células do infiltrado e a expressado de moléculas de imunoativacédo

no aloenxerto. Parametros clinicos e imunohistoquimicos aos 2 meses foram
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correlacionados com o desenvolvimento de nefropatia cronica do enxerto (NCE) aos 12

meses, com o objetivo de identificar variaveis preditivas de rejei¢cdo cronica.

Pacientes e Métodos

Entre margo de 1996 e outubro de 1997 trinta e dois pacientes transplantados
renais da Unidade de Transplante Renal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA)
foram incluidos neste estudo. Os critérios de inclusao foram creatinina sérica com variagao
inferior a 20% e imunossupressao inalterada por pelo menos 15 dias antes das bidpsias de
protocolo. Pacientes com disfungdo aguda do enxerto ou presenga de infecgdo ativa foram
excluidos. Este protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica do HCPA.

Foram avaliadas as seguintes variaveis no momento do transplante: idade e sexo
do receptor, tipo e idade do doador, compatibilidade HLA para transplante intervivo,
transplantes prévios, gestacoes, nimero total de transfusoes, valof da dltima avaliagdo pré-
transplante da reatividade de anticorpos contra painel, tempo de isquemia fria e tempo de
anastomose vascular. Apos o transplante, foram avaliados a incidéncia de necrose tubular
aguda (NTA), definida pela necessidade de dialise na primeira semana do transplante, e a
presenca e numero total de rejeicdes agudas clinicas. O diagnoéstico de rejeigdo aguda foi
baseado nas manifestagdes clinicas classicas quando presentes, resposta ao fratamento e
na bidpsia do enxerto em casos de rejeicao cortico-resistente.

A evolugdo da fungao do aloenxerto foi determinada pela dosagem da creatinina
sérica diariamente até a alta hospitalar, duas vezes por semana no primeiro e segundo
meses, semanal no terceiro més, quinzenal no 4° més, mensal até o 12° més e bimensal
até o 36° més. Foi dosada a proteindria de 24 horas aos 2, 12, 24 e 36 meses para
rastreamento de nefropatia cronica do enxerto.

A imunossupressao de base consistiu de prednisona, azatioprina e ciclosporina
neoral em 29 (90,6 %) pacientes; em trés pacientes foi utilizado micofenolato mofetil em

substituicdo a azatioprina. Quatro pacientes receberam terapia de indu¢do com OKT3, e em
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trés casos o OKT3 foi empregado para resgate de rejeigdo cortico-resistente.

As biodpsias de protocolo foram realizadas aos 2 meses pods transplante (B-2me)
nos 32 pacientes incluidos, e aos 12 meses (B-12me) em 26 (81%) casos. Seis pacientes
nao foram rebiopsiados por: recusa (2), gestagéo (1), 6bito com rim funcionante (1), perda
do enxerto no final do 3° més (1) e alteragdo da imunossupressao pelo paciente no 12° més
(1).

O procedimento foi realizado com pistola Bard (C.R. Bard Inc., Corington, GA,
USA) e agulha 16-Gauge ap0s localizagdo ecografica. Foram retirados dois fragmentos, um
para microscopia Optica (MO) com as coloragdes convencionais e outro para
imunohistoquimica. A interpretacdo da histopatologia foi realizada de acordo com a
classificagdo de Banff de 1997 [30] por patologista renal (SD) sem conhecimento dos dados
clinicos.

O fragmento para imunohistoquimica foi embebido em O.C.T. (Tissue-Tek®),
imediatamente congelado em nitrogénio liquido e estocado a —70° C, até a realizagdo da
imunohistoquimica. Os anticorpos anti-granzima B e anti-fator de crescimento transformador
beta 1 (TGFB4) foram aplicados no tecido cortado do bloco de parafina; os demais foram
processados em tecido congelado, cortado no criostato. Para fenotipagem das células do
infiltrado foram utilizados anticorpos monoclonais murinos anti-humanos contra linfocito T
CD3, linfocito CD4 e macrogafo (CD68) (Dakopatts, Copehagen, Dinamarca), e linfocito
CD8 (Chemicon International, Inc., Temecula, CA). A técnica empregada para os anticorpos
anti-CD3 e anti-CD68 foi a da fosfatase alcalina-antifosfatase alcalina (APAAP) [12], e para
os anticorpos anti-CD4 e anti-CD8  estreptavidina-biotina-fosfatase alcalina [31]. Como
marcadores de imunoativagao, foram utilizados anticorpos monoclonais contra receptor de
interleucina 2 (IL-2R) (Clonab — Biotest AG, Dreieich, West Germany), granzima B
(Chemicon International, Inc., Temecula, CA) e perforina (Pharmacell, Paris, France),
através da técnica da estreptavidina-biotina-fosfatase alcalina [31]. Como marcador de

fibrose, foi empregado o anticorpo monoclonal contra o fator de crescimento transformador
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beta 1, TGFB, (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA), através da técnica da avidina-
biotina-peroxidase [31].

A intensidade da expressdo antigénica foi avaliada através de método
semiquantitativo, convencionando-se os seguintes escores: 0, auséncia de marcacao; 1,
marcagao leve; 2, marcacdo moderada; 3, marcagdo intensa. A leitura das biopsias foi
realizada por outros dois observadores, também cegos aos dados clinicos, sendo o escore
final a média das duas leituras.

Na analise estatistica, foram empregados o teste t de Student n&o pareado e o
teste ndo paramétrico Mann-Whitney (variaveis continuas), e o teste do Qui-quadrado ou
exato de Fisher (variaveis categoricas). Foi realizada uma analise de regresséo logistica
com selecao progressiva e eliminacdo por etapas, para a identificagcdo de variaveis clinicas
e imunohistoquimicas preditivas de nefropatia cronica do enxerto. Valores de p inferiores a

0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Resultados

Trés bidpsias no periodo de 2 meses e 2 bidpsias aos 12 meses ndo foram
representativas, sendo excluidas da analise. Foram incluidas entdo 29 bidpsias e 24
bibpsias nos dois periodos, respectivamente. De acordo com o periodo e o diagndstico
histopatologico (tabela 1), os pacientes foram divididos em quatro grupos. Na B-2me: 1)
presenca de rejeicao aguda subclinica ou suspeita de rejeicdo (RASC), n = 16 (55%) e 2)
auséncia de RASC (SemRASC), n = 13 (45%); na B-12me: 3) presenca de nefropatia
cronica do enxerto (NCE), n = 12 (50%) ou 4) auséncia de NCE (SemNCE), n= 12 (50%).

Os dados demograficos e clinicos sdo apresentados na tabela 2. Houve uma
tendéncia da idade do receptor e do tempo de isquemia fria serem mais elevados nos
pacientes com nefropatia cronica do enxerto, em relagdo ao grupo Sem NCE, e também do
namero total de rejeicdes agudas nos primeiros dois meses ser maior no grupo com RASC

versus SemRASC. Nao houve uma diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao
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tipo e a idade do doador, grau de compatibilidade HLA, nimero de transplantes prévios,
gestacdes, transfusbes, reatividade contra painel, tempo de anastomose vascular e
prevaléncia de NTA entre pacientes com e sem RASC, e também entre os casos com e
sem NCE.

Nao houve diferenga estatisticamente significativa no nivel de func¢do do enxerto e
na excregao de proteinas em urina de 24 horas entre pacientes com RASC vs. SemRASC e
entre o grupo com NCE vs. SemNCE em todos os periodos do seguimento, como
demonstrado na tabela 3. Embora a média de creatinina sérica e da proteintria de 24 horas
tenha sido maior ao final do terceiro ano nos grupos com RASC e com NCE, estes valores
ndo alcancaram significancia estatistica em relagéo aos pacientes sem rejeicao.

Analisando separadamente o subgrupo com RASC aos 2 meses que evoluiu para
NCE aos 12 meses (n = 7; 29,1%), em comparagdo com os pacientes com NCE nao
precedida de RASC na primeira biopsia (n = 5; 20,8%), observamos que a creatinina sérica
ao final do seguimento foi significativamente maior no grupo que apresentou RASC (2,70
mg/dl + 2,50 mg/dl vs. 1,24 mg/dl = 0,13 mg/dl, respectivamente, p = 0,048). A proteinuria
final também foi mais elevada naqueles pacientes com RASC precoce (848 mg/24h + 1294
mg/24h vs. 414 mg/24h + 433 mg/24h, p = 0,662), porém sem diferenga estatisticamente
significativa em rela¢@o ao outro grupo.

A andlise de fenotipagem do infiltrado celular (tabela 4) mostrou que nos pacientes
com rejeicdo aguda subclinica aos 2 meses o nimero de células CD3+ foi
significativamente maior do que no grupo SemRASC, e esta expressdo aumentada se
manteve na biopsia de 12 meses. O nuamero de linfécitos T auxiliares (CD4+) na B-2me
também foi significativamente maior no grupo RASC, assim como o escore da marcagao
para macrofagos que neste grupo também foi significativamente maior na bidpsia inicial.

Na biopsia de 2 meses, 0 escore para marcacao de linfocitos citotoxicos (CD8+)
nao diferiu entre o grupo com RASC vs. SemRASC, como demonstrado na tabela 4.

Entretanto, a marcagdo positiva para células CD8 na bidpsia de 12 meses foi mais intensa
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nos pacientes que haviam apresentado RASC aos 2 meses (1,83 + 0,95 vs. SemRASC,
1,08 + 0,60, p = 0,035), mostrando a persisténcia de um infiltrado inflamatorio
potencialmente citotoxico na bidpsia do periodo tardio.

A expressao de IL-2R e de granzima B na bidpsia de 2 meses apresentou-se
significativamente aumentada nos pacientes com RASC, demonstrando a presenca de
células imunoativadas intraenxerto. Também houve uma tendéncia de uma expressdo mais
intensa de perforina no grupo RASC, como mostram os dados da tabela 5.

Na bidspia de 12 meses, o nimero de células infilirantes e a expressdo das
moléculas de imunoativagdo nos pacientes com NCE foi semelhante ao observado no grupo
SemNCE. Considerando o subgrupo de pacientes com RASC aos 2 meses que evoluiu para
NCE aos 12 meses, apenas a expressao de granzima B na B-12me mostrou significancia
estatistica em relagcdo aos casos com NCE sem RASC prévia (1,43 + 0,81 vs. 0,48 £ 0,42
respectivamente, p = 0,038). O numero de linfécitos CD8+ na B-12me (2,21 £ 0,93 vs. 1,35
+ 0,95, p = 0,164) e a expressao de perforina na B-2me (1,86 + 1,14 vs. 1,05+ 0,48, p =
0,131), embora de maior magnitude no grupo com RASC que evoluiu para NCE, nao
apresentaram diferen¢a estatisticamente significativa em relagdo ao outro grupo.

Na comparagao das categorias histologicas RASC vs. SemRASC e NCE vs.
SemNCE, a analise da intensidade da expressao de TGF-p,, tanto na biopsia inicial quanto
aos 12 meses, nao foi observada uma diferenga estatisticamente significativa, como
apresentado na tabela 5.

No modelo de regresséo logistica foram incluidas as variaveis idade e sexo do
receptor, nimero de transfusdes, tipo e idade do doador, tempo de isquemia fria e de
anastomose vascular, presenca de NTA, nimero de rejei¢des clinicas, creatinina aos 2 e 6
meses pos transplante, presenca de RASC na biépsia aos 2 meses e o escore derivado da
expressao do linfécito T CD3, CD4 e CD8, macréfago, IL-2R, perforina, granzima B e TGFp;4
na biopsia de 2 meses.

Em uma anélise adicional com os mesmos parametros no modelo, considerando
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rejeicdo aguda subclinica aos 2 meses como variavel dependente, a express&o de granzima
B na B-2me foi a unica varidvel que esteve independentemente associada ao desfecho
RASC (Razdo de chances = 58,4; IC 95%, 1,55-2194,67; p = 0,027).

Na andlise das variaveis preditivas de nefropatia cronica do enxerto houve uma
associagao estatisticamente significativa entre idade do receptor e o desenvolvimento de
NCE (Razao de chances = 1,12; IC 95%, 1,004-1,25; p = 0,042), e a creatinina aos 2 meses
mostrou uma tendéncia de associa¢gao com NCE (Raz&o de chances = 58,5; IC 95%, 0,72-
4710,76; p = 0,069). Ajustando-se no modelo o nivel da creatinina para a idade do receptor,
o nivel de funcdo do enxerto aos 2 meses passou a ser preditivo de NCE (Razado de
chances = 358,56; I1C 95%, 1,52-84476,73; p = 0,034).

A presenca de RASC aos 2 meses e a creatinina sérica aos 6 meses ndo foram
fatores preditivos de rejeicdo cronica. Nesta analise o tempo de anastomose vascular
mostrou uma tendéncia de associacdo com NCE (Razéo de chances = 1,09; IC 95%, 0,98-
1,19; p = 0,083). Analisando-se separadamente os 12 pacientes com NCE na B-12me,
nenhuma varidvel clinica ou imunohistoquimica da fase inicial do transplante se
correlacionou com rejeicao cronica aos 12 meses. Considerando-se como variaveis
independentes a co-expressao de linfocito citotoxico CD8+, macréfago e granzima B na B-
2me, ou a co-expressao de IL-2R, perforina e granzima B na B-2me, ndo houve associagdo
estatisticamente significativa entre a expressdo em conjunio destes marcadores de

imunoativagdo com a nefropatia cronica do enxerto aos 12 meses.

Discussao

A utilidade das biopsias de vigilancia para monitorizagdo imunolégica de rins
transplantados estaveis ainda & debatida, embora diversos estudos tenham demonstrado
que ao redor de 30% destes enxertos tem critérios inequivocos de rejeicdo aguda nos
primeiros trés meses pos transplante [3, 5-7, 26], e cerca de 20% a 50% apresentam

rejeicdo cronica histolégica apds 1 ano do transplante [7, 24, 26, 32]. No presente estudo, a
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prevaléncia de RASC e de NCE foi semelhante, 28,1% e 46,2% respectivamente. Serén et
al [24], diferentemente das séries citadas, detectaram RASC em bidpsia de protocolo 8
semanas pos-transplante em apenas 4,1% dos pacientes, o que poderia ser explicado,
entre outros fatores, pelo esquema imunossupressor que incluiu indugdo com anticorpos
antilinfocitarios e pela precocidade da biopsia de vigilancia. Este dado sugere que a
imunossupressao pode influenciar a prevaléncia e a magnitude do infitrado intersticial
mononuclear, como ja observado anteriormente para esquemas que incluiam ciclosporina
[2].

No presente estudo, os pacientes com suspeita de rejeicdo na B-2me foram
incluidos no grupo com rejeigdo aguda subclinica para fins de andlise estatistica, com base
nos dados de Rush et al [33], que encontraram uma correlagao significativa entre alteragoes
limitrofes para rejeicao e episddios de rejeigdo clinica em meses subseqientes. Igualmente,
no estudo de Saad et al [34], o tratamento da rejei¢do “borderline” resultou na melhora da
fungdo do enxerto em uma proporgdo significativa de pacientes, sugerindo que esta
categoria histologica represente uma rejei¢do tubulointersticial de grau leve.

Os dados demograficos e clinicos analisados ndo mostraram associagdo com
rejeicdo aguda subclinica precoce. Outros autores também nZo encontraram correlagdo
com variaveis como tipo e idade do doador, tempo de isquemia fria ou presengca de NTA
[3, 24, 35]. Rush et al [35], através de andlise multivariada, verificaram que o grau de
incompatibilidade HLA-DR entre doador e receptor esteve associado a rejei¢cdo subclinica.
No presente estudo este dado nao foi avaliado, uma vez que a selecdo por compatibilidade
HLA no transplante cadavérico foi introduzida apenas recentemente em nosso centro.

O tempo de isquemia fria mostrou uma tendéncia a ser mais elevado nos pacientes
com NCE na B-12me. A influéncia do tempo de isquemia fria na fungdo e histologia do
enxerto foi demonstrada experimentalmente em ratos [36]. Halloran et al [37] enfatizaram
que na transplantagdo clinica, o aumento dos tempos de preservacdo e de anastomose
constitui um fator de risco para disfungdo e menor sobrevida tardia do rim transplantado.

A idade do receptor e a creatinina sérica aos 2 meses foram preditivos de NCE.
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Entretanto, apesar da significancia estatistica, deve-se ressaltar que, em funcdo do
pequeno numero de casos com desfecho positivo, os valores da razdo de chances e do
intervalo de confianga muito amplos dificultam a interpretag&o dos resultados.

A rejeicao aguda tem sido considerada um importante fator de risco para rejeicao
cronica e menor sobrevida tardia do rim transplantado, mas a associacdo causal entre
rejeicdo aguda e crbnica permanece obscura [37-42]. No estudo de Nickerson et al [25],
cada episoddio de rejeicdo aguda tardia aumentou em 5,9 vezes o risco de fun¢do reduzida
do enxerto renal aos 2 anos pos transplante. Serdn et al [24], avaliando o valor preditivo da
biépsia de protocolo aos 3 meses para perda tardia do enxerto, observaram que a
incidéncia de rejeicao aguda antes da bidpsia de protocolo foi maior nos pacientes com
NCE, e na analise de regresséo logistica, apenas a rejeicao aguda clinica e o nivel sérico
mais elevado de ciclosporina foram fatores preditivos de nefropatia cronica do enxerto. Em
nosso estudo, entretanto, o nimero de episddios de rejeicdo aguda ndo diferiu entre os
grupos com e sem nefropatia crénica do enxerto.

Pacientes com RASC aos 2 meses mostraram uma tendéncia de um nimero mais
elevado de rejeicdes agudas clinicas no primeiro més pos-transplante. Quatorze (43,8%)
pacientes tiveram rejei¢cédo aguda tratada em média 11,4 + 5,1 dias apds o transplante, e
em 8 (57,1%) destes casos havia rejei¢io histologica na bidpsia de protocolo aos 60 dias. E
possivel que nestes pacientes a RASC represente a continuidade de um processo de
rejeicdo celular aguda inicial nao controlada, como sugere Mazzucchi et al [43], que
demonstraram persisténcia de rejeicao aguda em 25% a 30% dos casos tratados com
metilprednisolona em bibpsias subsequentes, apesar da aparente resposta a pulsoterapia.
Limchiu et al, em estudo prospectivo, demonstraram que RASC aos 2 meses esteve
associada com um maior numero de rejei¢cdes recorrentes até o 3° ano pos transplante, e
no subgrupo de pacientes com RASC que foram tratados houve queda da creatinina sérica
em mais de 20% do valor basal (abstract; Limchiu et al, 14" Annual Meeting of the American

Society of Transplant Physicians 148:110, 1995).
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Um dos objetivos deste estudo foi avaliar se a rejeicao aguda subclinica é um fator
de risco para nefropatia cronica do enxerto. Especula-se que o infiltrado celular
invariavelmente presente em bidpsias seriadas seja imunologicamente ativo, constituindo
uma inflamacdo persistente de baixo grau que danifica o aloenxerto [6, 29, 33]. Em acordo
com esta hipotese, Rush et al [7, 32] demonstraram que pacientes com rejei¢ao limitrofe e
RASC em biopsias seriadas, com escores de Banff mais elevados de inflamag&o aguda,
apresentaram maior grau de lesdes cronicas e pior fun¢do do enxerto no final do 1° ano de
transplante. Esses autores sugerem que a inflamacao persistente, mesmo que subclinica,
pode levar a disfungéo do enxerto se a imunossupressao nao for eficiente para controle da
RASC. Legendre et al [26] também observaram que a RASC presente em bibdpsia de
protocolo aos 3 meses, em pacientes que nunca apresentaram rejei¢ado clinica, foi um fator
de risco para rejei¢gdo cronica aos 2 anos pos-transplante. Nickerson et al [25] também
relataram que a presenca de RASC em bidpsia de protocolo aos 6 meses se correlacionou
independentemente com a creatinina sérica aos 2 anos pos-transplante. No presente
estudo, o grupo com nefropatia cronica precedida de RASC apresentou pior fungdo do
enxerto no 3° ano pos-transplante; a proteinuria também foi maior, embora sem diferenca
estatistica em relagéo aos pacientes sem RASC prévia. Na andlise de regressao logistica,
entretanto, a presenga de RASC aos 2 meses nao foi preditiva de NCE aos 12 meses, mas
é possivel que a auséncia de significancia estatistica possa estar relacionada ao pequeno
namero de pacientes com o desfecho.

Em relagdo aos achados da imunohistoquimica, identificamos um nimero
significativamente maior de linfécitos T CD3+, CD4+ e de macréfagos nas bibdpsias de
pacientes com rejeicao aguda subclinica aos 2 meses pds-transplante. Na bidpsia de 12
meses, o grupo com RASC mostrou marcagdo mais intensa para linfocitos CD8+
citotéxicos, sugerindo a persisténcia de um infiltrado inflamatorio ativo em periodo tardio do
transplante. Diversos estudos empregando métodos de imunohistoquimica ou moleculares
tém demonstrado a presenga de células imunoativadas na rejeicdo aguda acompanhada de

disfungdo do enxerto [18, 44-46] e também no enxerto com fungao estavel [19-21].
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Particularmente, o escore para marcagdo de macrofagos foi mais elevado nas
bidpsias com RASC no presente estudo. Este dado também foi relatado por outros autores,
em que a populacao de macréfagos constituiu quase 50% do total de células infiltrantes dos
rins com rejeicao [20], tendo este perfil fenotipico valor diagnostico e preditivo de graus mais
severos de rejeicdo celular [47]. Subpopulagbes especificas de células do infiltrado,
entretanto, ndo se correlacionaram significativamente com nefropatia crénica do enxerto no
presente estudo.

Na amostra estudada, a expressao de marcadores de imunoativagdo como IL-2R e
granzima B foi significativamente maior nas bidpsias com rejei¢cdo aguda subclinica, e houve
uma tendéncia de marcagdo mais intensa para perforina nessas bidpsias. Na rejeicao
aguda, tanto acompanhada de disfungdo do enxerto quanto subclinica, a expressdo do RNA
mensageiro (RNAm) da IL-2 usualmente & minima ou ausente [18, 19, 48] e provavelmente
ndo sustentada, pois precede a disfungédo do enxerto [49]. Em relag&o ao receptor de IL-2,
Kooijimas-Coutinho et al [50], através de imunohistologia e PCR, documentaram a
expressao precoce de IL-2R em biopsia de protocolo 7 dias apds o transplante, em
associagao com episodios subsequentes de rejeicdo aguda; outros autores demonstraram
na rejeicao clinica em curso a intensa marcagdo para o receptor de IL-2 na superficie de
células infiltrantes ativadas, também presente, embora em menor intensidade, nos enxertos
sem rejeicao histologica [12, 13, 14, 51].

A co-expressao intraenxerto do RNAm dos genes que codificam para perforina,
granzima B e Fas ligante mostrou uma sensibilidade e especificidade de 100% para o
diagnostico de rejeicao aguda [18], havendo uma correlagao direta entre esta co-expresséao
e o grau de severidade da rejei¢ao histologica definida pelos critérios de Banff [45]. Lipman
et al [19], utilizando PCR quantitativo, também demonstraram em biopsias de enxertos
estaveis com rejeicao aguda subclinica a transcricdo dos genes de perforina, granzima B e
Fas ligante. Comparando com biopsias normais e com infiltrado limitrofe para rejeicéo, a
expressao de perforina foi significativamente maior na RASC, assim como a expressdo da

cadeia beta do receptor de célula T, interferon gama, IL-4 e IL-15. No estudo de
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Suthanthiran [52], com mesma metodologia mas em rins com rejei¢ao clinica, a expressao
do RNAm de granzima B e de Fas ligante mostrou uma excelente correlagdo com rejeicdo
aguda, demonstrando o envolvimento das duas vias citoliticas na rejei¢cdo ao aloenxerto. Em
acordo com estes dados, observamos que a expressao de granzima B detectada na B-2me
foi preditiva de RASC aos 2 meses, e que esta expressdo persistiu significativamente
aumentada nos pacientes com RASC que evoluiram para NCE; embora sem diferenca
estatistica, a expressdo de perforina e dos linfécitos CD8+ citotoéxicos também foi mais
intensa. Estes dados reforcam a hipotese de que esta via citolitica pode estar presente
como um dos mecanismos efetores de lesdo do enxerto na rejeicao aguda subclinica.

Mais recentemente, o diagnéstico ndo invasivo de rejeicdo aguda em
transplantados renais também foi realizado através de métodos moleculares, identificando-
se a expressdo de moléculas efetoras em leucocitos do sangue periférico [53] e em células
da urina [54], em correlagdo com a transcricdo dos mesmos genes em bidpsias de enxertos
renais com rejeigdo aguda. No estudo de Li et al [54], a sensibilidade e a especificidade da
expressao do RNAm de perforina e de granzima B em células da urina para o diagnéstico
de rejei¢cao aguda foram 83%, 83%, 79% e 77%, respectivamente.

A expressdo do RNAm do TGF-B4 tem sido associada a produgdo de matriz
extracelular e colageno, fibrose intersticial e nefropatia cronica do enxerto [55]. Na rejeicédo
aguda, a analise quantitativa por PCR da expressdo do gene de TGF-B; tem uma
sensibilidade e especificidade de apenas 45% e 55%, respectivamente, ndo discriminando
entre rejeicdo e nao rejeicao [18]. Na rejeigdo aguda subclinica, a transcricdo do gene de
TGF-B4 € indetectavel, tanto nas bidpsias com rejeigdo limitrofe quanto na RASC [19]. No
presente estudo, ndo houve diféren(;a na expressdo de TGF-B, nas bidpsias com e sem
RASC conforme esperado, mas surpreendentemente na nefropatia cronica do enxerto a
marcagao para TGF-B, foi semelhante a das demais categorias histologicas. Na analise de
regressao logistica este marcador de fibrose também nZo foi preditivo de NCE aos 12

meses. E possivel que a quantificagdo do TGF-B; por um método mais sensivel como o
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PCR pudesse discriminar melhor as categorias histologicas em nosso estudo.

E importante enfatizar que o método imunohistoquimico apresenta limitacdes para
o diagnostico de imunoativagdo. Isoladamente ele ndo permite distinguir se células como
linfécitos e macrofagos, por exemplo, estdo efetivamente produzindo citocinas e outras
moléculas, ou se estes produtos estdo apenas presentes mas inativos [56]. Através de
métodos mais sensiveis e especificos como o PCR ou a hibridizagdo in situ, a identificacdo
de células imunoativadas pode indicar a presenca de um processo patogénico que
necessite de tratamento [27], ou pelo menos uma imunossupressao profilatica mais eficiente
[28] para protecao do enxerto renal.

Em concluséo, a prevaléncia de RASC e de NCE no presente estudo nio diferiu de
outras séries descritas, e a presenga de RASC precoce esteve associada a pior fungdo do
enxerto nos pacientes que evoluiram para NCE. O numero de linfocitos T e de macrogafos
e a expressdo de IL-2R e de granzima B foram significativamente maiores nas bidpsias com
rejeicdo aguda subclinica, demonstrando a presenga de imunoativagdo intraenxerto.
Entretanto, nenhuma célula ou marcador especifico isoladamente ou em conjunto foi
preditivo do desenvolvimento de nefropatia cronica do enxerto. Estes resultados reforcam a
necessidade de mais estudos com biodpsias de protocolo para monitorizacdo imunolégica de

pacientes transplantados renais.
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Tabela 1 - Diagnosticos histologicos conforme a classificagao de Banff 1997.

Normal

Suspeita de rejeicdao aguda

Rejeicdo aguda
Tubulointersticial - Grau IA
Tubulointersticial - Grau 1B
Vascular - Grau {IA

Nefropatia crénica do enxerto
Grau |
Grau |l

Alteracdes inespecificas

Nao representativa

Total

Biopsia de 2 meses

Biopsia de 12 meses

(N=32) (N=26)
3(9,4° 3(11,5)
7(218) 2(7.7)
9 (28,1) 2(7,7)
5 (15,6)

2(6,3) 2(7,7)
2 (6,3) -

2 (6,3) 12 (46,2)
2 (6,3) 8 (31)

- 4 (15,1)
8 (25) 5(19,2)
3(9,4) 2(7,7)
32 (100) 26 (100)

°n (%)
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Tabela 2 - Dados demograficos e clinicos dos pacientes com e sem rejeicao subclinica.

B-2me B-12me

RASC SemRASC NCE SemNCE

(N=16) (N=13) (N=12) . (N=12)
Idade (anos) 36+ 12 33+ 11 41 +10° 32+13
Sexo (M/F) 12/4 8/5 8/4 10/2
Doador (C/V) 8/8 5/8 517 6/6
Idade do doador (anos) 33+ 12 37+9 36 +12 30+9
Uttimo Painel (%) 66 1+3 0+0 6+ 11
Isquemia fria (horas) 18 + 4 20+ 4 22 +3° 17+ 4
Anastomose (minutos) 42+ 15 42 + 16 46 + 18 36+13
NTA (n[%]) 4(25) 5(38) 5(42) 3(25)
RA (n[%]) 10(63)° 4(31) 6(50) 4(33)
Total de RA 0,6+0,5 0,3+0,5 0,5+0,5 0,3+0,5

Abreviagbes: M/F: masculino/feminino; C/V: cadavérico/vivo; NTA: necrose tubular aguda;
RA: rejeicao aguda.
®p = 0,077 versus SemNCE; b p = 0,066 versus SemNCE; © p = 0,095 versus SemRASC.
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Tabela 3 - Nivel de creatinina sérica e de proteinuria nos grupos com e sem rejei¢cao

subclinica.
B-2me B-12me
RASC SemRASC NCE SemNCE
(n=16) (n=13) (n=12) (n=12)
Creatinina (mg/dl)
2 meses 1,36 + 0,29 1,31+ 0.34 1,37 + 0,30 1,23+£0,22
6 meses 1,35+ 0,41 1,28 + 0,28 1,38 + 0,36 1,21+ 0,25
12 meses 1,46 + 0,53 1,34 + 0,31 1,45+ 0,49 1,24 + 0,32
36 meses 2,01 +£1,79° 1,47 + 0,35 2,15+1,97° 1,37 + 0,400
Proteinaria (mg/24 h)
2 meses 400 + 210 382 + 345 407 + 272 415 + 306
12 meses 404 + 526 327 + 251 506 + 597 278 + 165
24 meses 409 + 362 570 £ 720 537 +647 448 + 433
36 meses 548 + 885° 325 + 358 637 + 1011° 363 + 299

°p=0,683, versus SemRASC ; °p=0,128, versus SemNCE; °p=0,705, versus SemRASC;
p=0,651, versus SemNCE.
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Tabela 4 - Escores da imunohistoquimica na analise do infilirado celular nos pacientes com

e sem rejei¢ao subclinica.

Bidpsia de 2 meses Biospia de 12 meses

RASC SemRASC NCE SemNCE

(n=16) (n=13) (n=12) (n=12)
Células CD3+ 1,92 + 0,80° 1,11+0,73 1,79 £ 0,75 1,58 £ 0,70
Linfécitos CD4+ 1,90 + 0,99° 1,08 + 0,83 1,20 + 0,81 1,35+ 0,99
Linfocitos CD8+ 1,15+ 0,82° 0,75+ 0,33 1,57 £ 0,95 1,44 £ 0,89
Macroéfagos 2,20 +0,70° 1,52 + 0,56 1,58 + 0,75 1,77 + 0,66

r=0,01, versus SemRASC ; °p = 0,032, versus SemRASC ; °p=0,107, versus SemRASC;

9y=0,008, versus SemRASC.
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Tabela 5 - Escores da imunohistoquimica na andlise dos marcadores de imunoativagao nos

pacientes com e sem rejeicao subclinica.

Bidpsia de 2 meses

Bidpsia de 12 meses

RASC SemRASC NCE SemNCE

(n=16) (n=13) (n=12) (n=12)
IL-2R 1,48 + 0,86° 0,63 + 0,64 0,56 + 0,62 0,63 + 0,46
Perforina 1,42 +0,90° 0,87 + 0,50 0,80 + 0,72 0,55+0,28
Granzima B 1,24 +0,97° 0,36 + 0,55 1,01£0,85 0,63 + 0,69
TGF-B; 1,36 £ 0,72 1,60+£0,49 1,73+0,54 1,44 + 0,69

Abreviacgoes: IL-2R: receptor de interleucina 2; TGF-$+: fator de crescimento transformador
beta; ® p=0,01, versus SemRASC ; b p=0,068, versus SemRASC ; © p=0,001, versus
SemRASC.
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5.2. ARTIGO 2



Interpretation of Surveillance Kidney Allograft Biopsies According to

the Banff Criteria

F.V. Veronese, L.F. Gongalves, M.I. Edelweiss, and R.C. Manfro

HE DEVELOPMENT of chronic rejection has been

correlated with acute rejection episodes,' and late
renal transplant loss is mainly due to chronic rcjection.?
Subclinical rejection, detected by routine graft biopsics in
approximately 30% of stable kidney allografts, is being
incrcasingly described* and treated.” Its relation to chronic
allograft nephropathy and the need for altering immuno-
suppression to treat it is still unclear.

The purpose of this study was to evaluate the utility of
surveillance kidney allograft biopsics to diagnose early
subclinical rejection, to determine its prevalence in our
transplant center, and to verify its association with late
development of chronic rejection.

MATERIALS AND METHODS
Patients

Thirty-two adult transplant paticnts (17 from cadaveric and 15
from living-related donors) participated in the study, which was
approved by the Mcdical Ethics Committee at Hospital de Clinicas
dc Porto Alegre. Basic immunosuppression consisted of pred-
nisonc, azathioprine, and cyclosporine A; six paticnts reccived
antilymphocytic therapy (OKT3); four as an induction and two for
steroid-resistant rejection.

Biopsies

Inclusion criteria were stable graft function (scrum creatinine
variation less than 10%) and unaltered immunosupression from 15
days before biopsy. Core renal biopsies were donce at 2 (B1) and 12
(B2) months after transplantation, using a spring-loaded 16-gauge
gun after ultrasound localization. Histologic diagnosis using the
Banff schcma® was carricd out by a renal pathologist who was
blinded to clinical data. A sccond analysis was performed 6 months
later to measure reproducibility. In five patients the sccond biopsy
was not done, because of refusal (2), pregnancy (1). death with a
functioning kidney (1), and carly allograft oss (1). Onc B2 biopsy
was not representative, so it was cxcluded from the analysis.
Thirty-two Bl biopsics and 26 B2 biopsics were included in the
study.

Biopsy findings were corrclated with clinical and laboratory data.
The association between carly subclinical rejection and the devel-
opment of chronic rejection at 1 year was also studied,

Statistics

Comparisons were made by analysis of variance (ANOVA) and
chi-squarc test and also by Kruskall-Wallis and Fisher Exact Test
when appropriate. Intraobscrver variation in respect to the pres-

© 1999 by Elsevier Science Inc.
655 Avenue of the Americas, New York, NY 10010
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Table 1. Demographic and Clinical Data From
Transplant Cohort

n* (%)
Age (y) 35.6 = 11.91
Gender (male/female) 18 (56)/14 (44)
Number of pregnancies 1413
Number of transfusions 19+29
Preservation time (h) 18.2 £ 4.3
Vascular anastomosis time (min) 40.6 = 14.8
Delayed graft function 10 (31)
Acute clinical rejection 17 (63)

‘n = 32.
Tmean = SD.

cnce or absence of acute (B1) and chronic (B2) rejection was
cstimated by kappa statistic. P values < .05 were considered as
significant.

RESULTS

Demographic and clinical data are shown in Table 1. The
complication related to ‘the biopsy procedure was self-
limiting gross hematuria that occurred in four cases, with
bladder clots in two of these patients.

At 2 months, average serum creatinine was 1.3 = 04
mg/dL and proteinuria 403 * 269 mg/d. In this period,
16(50%) biopsics were interpreted as normal (no rejec-
tion), 3(9%) were borderline for acute rejection, 10(31%)
patients had acutc cellular rejection as Banft 1 or II; 1(3%)
had chronic allograft nephropathy (Banff I) and 2(6%) had
cyclosporine-associated changes (Table 2). At 1 year, aver-
age serum crecatinine was 1.4 = 0.4 mg/dL and protcinuria
524 = 836 mg/d (2 versus 12 month values, P = .28). Among
the l-year biopsies nine (33%) werc described as normal,
onc (4%) was borderline for acute rejection, two (8%) were
classificd as having acute cellular rejection Banft 11 and 111,
six (22%) biopsics had histologic findings of chronic rejec-
tion, cither Banff I or II: six (23%) had the diagnosis of
cyclosporine-associated changes, and five (19%) werce char-
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Table 2. Histologic Findings According to the Banff Schema

Diagnosis B1 (2 months) B2 (12 months)

Normal (no rejection) 16 (50) 9 (33)
Borderline changes 39 1)
Acute rejection grade | 8 (25) —
Acute rejection grade Il 2 (6) 1(4)
Acute rejection grade Il —_— 1(4)
CAN' grade | 1(3) 3(11)
CAN grade Il — 3(11)
Cyclosporine-associated changes 2 (6) 6 (23)
Nonspecific changes — 2(7)
Total 32 (100) 26 (100)

n (%).
TCAN: chronic allograft nephropathy.

acterized as a chronic process. In two (7%) biopsies there
were nonspecific changes, described as focal interstitial
fibrosis and tubular atrophy in one biopsy and segmental
sclerosis in few glomeruli in the other.

Kappa values for intraobserver agreement were 0.60 (P =
.03) to the presence or absence of acute rejection at the Bl
biopsy and 0.50 (P = .12) to the prescnce or absence of
chronic rejection at the B2 biopsy.

Comparing patients with and without subclinical rejec-
tion, no difference was found on the prevalence of delayed
graft function and serum creatinine and proteinuria levels
(Table 3). Patients with early clinical rejection had a higher
serum creatinine both at 2 and 12 months (1.5 * 0.4
mg/dL X 1.2 = 0.2 mg/dL, P = .01 and 1.6 = 0.5 mg/dL X
1.2 = 0.2 mg/dL, P = .04, respectively), but the proteinuria
levels were not different in this comparison.

There was no association between the presence of sub-
clinical rejection at 2 months and chronic allograft nephrop-
athy in the 12-month biopsy (RR = 0.73; [95% Cl], 0.56 —
0.94; P = .14), but there was a trend toward the occurence
of carly clinical rejection to be associated with chronic
rejection (RR = 1.41; [95% CI], 0.68 — 2.13; P = .07). No
association was found between early clinical rejection and
the presence of subclinical rejection in the protocol biopsies
at 2 and 12 months posttransplantation.

Table 3. Clinical Findings in Patients With and Without
Suclinical Rejection at 2 Months

Subclinical No Subclinical
Rejection Rejection
n = 10) n = 22) P
Delayed graft function 2 (20%)" 8 (36%) NS*
Serum creatinine (mg/dL)
2 months 1.2 = 0.2% 14+04 NS
12 months 1305 1404 NS
Proteinuria (mg/day)
2 months 377 + 186 415 * 303 NS
12 months 524 * 658 525 + 925 NS
*n (%).
NS = not significant.
*mean * SD.

VERONESE, GONCALVES, EDELWEISS ET AL

DISCUSSION

This study showed a high prevalence of subclinical rejection
in renal transplant patients with an optimal and stable graft
function. Histologic acutc cellular rejection at 2 months
(31%) and chronic allograft nephropathy at 12 months
(22%) were the main findings. Other authors have de-
scribed similar findings,*”® such as the association of
subclinical rejection with impaired renal transplant function
in the long term.” Rush et al'® have reported that subclin-
ical rejection at 6 months is an independent predictor of an
clevated serum creatininc at 24 months. Even a borderline
mononuclear infiltrate can be associated with late chronic
damage and graft disfunction.” We didn’t find such an
association, perhaps because the cohort was small, and the
follow-up short. As in other studies,'? our results showed a
higher creatinine in patients with clinical rejection in the
short and long term and a trend for early clinical rejection
to be associated with chronic rejection at 1 year.

In five patients with cyclosporine-associated chronic
changes the diagnosis of chronic allograft nephrophaty
could not be ruled out. In account of this, the prevalence of
chronic damage related to rcjection in the I-ycar biopsy
may be underestimated.

Scveral clinical validation studies of the Banff 1993 to
1995 classification have been performed,'*!? but its utility
in terms of predicting outcome remains undefined. How-
ever, as in our study, routine renal transplant biopsies
scored according to Banff schema have proved to add to the
immunologic monitoring of kidney allografts.*™®° Cer-
tainly more studies on subclinical rejection will have to be
performed. Immunohistology and molecular methods will
need to be done for better definition of the mechanisms of
rejection and probably they will help in individualization of
therapy.

REFERENCES
1. Matas AJ, Gillingham K, Paync WD, ct al: Transplantation
57:857, 1994

2. Flechner S, Modlin C. Secrrano D, et al: Transplantation
62:1235, 1996

3. Paul L: Kidney Int 47:1491, 1995
4. Seron D, Moresco F, Bover J, et al: Kidney Int 51:10, 1997

5. Rush DN, Nickerson P, Gough J, ¢t al: J Am Soc Nephrol
9:2129, 1998

6. Solez K, Benediktsson H, Cavallo T, ct al: Transplant Proc
28:441, 1996

7. Scrén D, Diaz-Gallo C, Grind I, ct al: Transplant Proc
23:1267, 1991

8. Isoniemi H. Krogerus L, von Willebrand E, ct al: Kidney Int
41:155, 1992

9. Rush DN, Jeffrey J. Gough J: Transplant Proc 27:1017, 1995

10. Nickerson P, Jeffrey J, Gough J, ct al: J Am Soc Nephrol
9:482, 1998

I1. Gaber LW, Moorc LW, Alloway RR, ct al: Kidncy Int
49:481, 1996

12. Hansen HE, Olsen S, Madsen M: J Am Soc Nephrol 8:684a,
1997



138

Versao em portugués do artigo:

“Interpretation of Surveillance Kidney Allograft Biopsies According to the Banff

Criteria”

Interpretagdo de Biopsias de Vigilancia do Aloenxerto Renal de Acordo com os

Critérios de Banff

Autores

F.V. Veronese, L.F. Gongalves, M.l. Edelweiss, and R.C. Manfro

Instituicao
Unidade de Transplante Renal, Divisdo de Nefrologia, Hospital de Clinicas de Porto Alegre;

Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil

Autor para correspondéncia
Francisco V. Veronese, Divisdo de Nefrologia, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Rua

Ramiro Barcelos 2350, Porto Alegre, RS. Brasil, CEP 90035-003.



139

Introdugao

O desenvolvimento de rejeicdo cronica tem sido correlacionado com episddios de
rejeicdo aguda'?, e a perda tardia do rim transplantado é principalmente devida & rejeicao
cronica®. A rejeicdo subclinica, detectada por biopsias de rotina do enxerto em
aproximadamente 30% dos rins transplantados estaveis, esta sendo cada vez mais descrita*
e tratada’. Ainda é controversa a relagéo causal entre rejeicao aguda subclinica e a
nefropatia cronica do enxerto, assim como a necessidade de alterar a imunossupressao
para tratar a rejeigcdo subclinica.

O objetivo  deste estudo foi avaliar a utilidade das bidpsias de vigilancia do
aloenxerto renal para o diagndstico precoce da rejeicdo subclinica, determinar a sua
prevaléncia no nosso centro de transplante e verificar a sua associagdo com o

desenvolvimento tardio de rejeigéo cronica.

Material e métodos
Pacientes

Trinta e dois pacientes adultos transplantados (17 de doador cadaver e 15 de
doador vivo parente) participaram do estudo, que foi aprovado pelo Comité de Etica Médica
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. A imunossupressao de base consistiu de
prednisona, azatioprina e ciclosporina A; seis pacientes receberam terapia antilinfocitaria
(OKT3®), quatro como terapia de indugdo e dois para tratamento de rejeigdo cortico-

resistente.

Biopsias

Os critérios de inclusdo foram fun¢éo do enxerto estavel (variagdo da creatinina
sérica inferior a 10%) e imunossupressao inalterada quinze dias antes da biopsia. As
biopsias renais foram realizadas aos 2 meses (B1) e 12 meses (B2) apds o transplante,

usando uma pistola automatica com agulha 16-gauge ap6s localizagdo ultrassonografica. O
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diagnostico histologico utilizando a classificagdo de Banff foi efetuado por um patologista
renal, sem conhecimento dos dados clinicos. Uma segunda analise foi realizada 6 meses
apds para avaliar a reprodutibilidade (variagdo intraobservador). Em cinco pacientes a
segunda bidpsia ndo foi realizada, por recusa (2), gravidez (1), 6bito com rim funcionante (1)
e perda precoce do aloenxerto (1). Uma bidpsia de 2 meses (B2) nao foi representativa,
sendo excluida da analise. Trinta e duas biopsias B1 e 26 biopsias B2 foram incluidas no
estudo.

Os achados histologicos foram correlacionados com dados clinicos e laboratoriais.
A associacao entre rejeicao subclinica precoce e desenvolvimento de rejeicao cronica aos

12 meses também foi estudada.

Analise Estatistica

Comparacdes entre grupos foram realizadas por analise de variancia (ANOVA) e
teste de Kruskall-Wallis, e pelo teste do Qui-quadrado e teste Exato de Fisher quando
apropriados. A variagao intraobservador em relagcdo a presencga ou auséncia de rejeicdo
aguda (na B1) e cronica (na B2) foi estimada pela estatistica kappa. Valores de p < 0,05

foram considerados estatisticamente significativos.

Resultados

Os dados demograficos e clinicos sdo apresentados na Tabela 1. Como
complicagdes do procedimento foi observado hematliria macroscopica auto-limitada em
quatro casos, com coagulos na bexiga em dois destes pacientes.

Aos 2 meses, a média de creatinina sérica foi 1,3 + 0,4 mg/dl e de proteinlria 403 +
269 mg/dia. Neste periodo, 16 (50%) biopsias foram interpretadas como normais (sem
rejeicdo), 3 (9%) foram limitrofes para rejeicéo, 10 (31%) pacientes tiveram rejeicao celular
aguda com Banff grau | ou grau II; 1 (3%) apresentou nefropatia cronica do enxerto (Banff

grau l) e 2 (6%) casos foram detectadas alteragdes associadas a ciclosporina (Tabela 2).
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Aos 12 meses, a média de creatinina sérica foi 1,4 + 0,4 mg/dl e de proteinuria 524 + 836
mg/dia (valores de B1 versus de B2, p = 0,28). Em relacdo as bidpsias de 12 meses, 9
(33%) foram descritas como normais, 1 (4%) como limitrofe para rejeicado, 2 (8%) foram
classificadas como rejeigao celular aguda com Banff grau Il e grau IlI; seis (22%) biopsias
tiveram achados histolégicos de rejeicdo cronica, com Banff grau | ou grau Il; em seis (23%)
o diagnostico foi alteracdes associadas a ciclosporina, e 5 (19%) foram caracterizadas como
dano cronico do enxerto. Em duas (7%) biépsias havia alteragbes inespecificas, descritas
como fibrose intersticial focal e atrofia tubular em uma bidpsia, e esclerose segmentar em
alguns glomeérulos na outra.

Os valores de kappa da concordancia intraobservador para presenga ou auséncia
de rejeigao aguda na biopsia B1 foram k = 0,60 (p = 0,03) e para a presenca ou auséncia de
rejeicdo cronica na biopsia B2, k= 0,50 (p = 0,12).

Comparando pacientes com e sem rejeicao subclinica aos 2 meses, nao foi
observada diferenca estatisticamente significativa na prevaléncia de necrose tubular aguda,
nos valores de creatinina sérica e na excregdo de proteinas em urina de 24 horas (Tabela
3). Pacientes com rejeicao clinica precoce tiveram uma creatinina sérica mais elevada, tanto
aos 2 meses quanto aos 12 meses (1,5 + 0,4 mg/dl x 1,2 + 0,2 mg/dl, p=0,01e 1,6 £ 0,5
mg/dl x 1,2 = 0,2 mg/dl, p = 0,04, respectivamente), mas os niveis de proteintria ndo
diferiram entre os dois grupos.

N&o houve associaggo estatisticamente significativa entre a presencga de rejeicdo
subclinica aos 2 meses e de nefropatia cronica do enxerto na bidpsia de 12 meses (RR =
0,73; [IC 95%], 0,56 — 0,94, p = 0,14), mas houve uma tendéncia da rejei¢do clinica precoce
estar associada com rejei¢ao cronica (RR = 1,41; [IC 95%)], 0,68 — 2,13; p = 0,07). Nao foi
observada associagao estatisticamente significativa entre rejeicido clinica precoce e a
presenca de rejeicao subclinica nas bidpsias de protocolo aos 2 meses e 12 meses apds o

transplante.
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Discussao

Este estudo mostrou uma alta prevaléncia de rejeicdo subclinica em pacientes
transplantados renais com func¢do 6tima e estavel do enxerto. A rejeicdo celular aguda
histologica aos 2 meses (31%) e a nefropatia crénica do enxerto aos 12 meses (22%) foram
os principais achados. Outros autores tém descrito achados similares*”® tais como a
associacdo de rejeicdo subclinica com pior funcdo do rim transplantado a longo prazo®.
Rush e colaboradores™ demonstraram que rejeigao subclinica aos 6 meses é um fator
preditivo independente de uma creatinina sérica elevada aos 24 meses. Mesmo um
infiltrado mononuclear limitrofe pode estar associado com dano cronico tardio e disfungao
do enxerto®. Neste estudo ndo foi observada esta associacdo, talvez pelo fato da coorte
estudada ser pequena e o tempo de seguimento curto. Assim como em outros estudos'?,
nossos resultados mostraram uma creatinina maior em pacientes com rejei¢ao clinica a
curto e a longo prazo, e uma tendéncia da rejeicao clinica precoce estar associada com
rejei¢ao cronica em 1 ano de transplante.

Em cinco pacientes com alteragbes cronicas associadas a ciclosporina o
diagnostico de nefropatia crénica do enxerto ndo pode ser excluido. Por este motivo, a
prevaléncia de dano crbnico relacionado a rejeigdo na biopsia de 1 ano pode estar
subestimada.

Muitos estudos de validacéo clinica da classificacao de Banff de 1993-1995 tém

sido realizados'""?

, mas a sua utlidade em termos de predizer desfechos permanece
indefinida. Entretanto, assim como demonstrado no presente estudo, bidpsias de rotina de
rins transplantados graduadas por escores da classificagdo de Banff tém comprovada
utilidade para a monitorizacdo imunologica dos aloenxertos renais®”®°. Certamente mais
estudos sobre a rejeicao subclinica deverdo ser realizados. Métodos imunohistolégicos e

moleculares serdo necessarios para melhor definir os mecanismos de rejeicao,

provavelmente auxiliando na individualizagéo da terapia imunossupressora.
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Tabela 1 - Dados Demogréficos e Clinicos da Coorte de Transplantados

n* (%)
Idade (anos) 35,6 +11,9*
Sexo (masculino/feminino) 18 (56)/14 (44)
Numero de gestacdes 14+13
NUmero de transfusdes 1,9+29
Tempo de preservacao (horas) 18,2+4,3
Tempo de anastomose vascular (minutos) 40,6 +14,8 -
Necrose tubular aguda 10 (31)
Rejeicdo aguda clinica 17 (63)

n* =32

** media + desvio-padrao



Tabela 2 - Achados Histologicos de Acordo com os Critérios de Banff.
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Diagnostico B1 (2 meses) B2 (12 meses)
Normal (sem rejei¢ao) 16 (50)* 9 (33)
Alteracoes limitrofes 3(9) 1(4)
Rejei¢ao aguda grau | 8(25) —
Rejeicdo aguda grau Il 2(6) 1(4)
Rejeicao aguda grau lll — 1(4)
NCE** grau | 1(3) 3(11)
NCE** grau |l — 3(11)
Alteracbes associadas a ciclosporina 2(6) 6(23)
Alteragdes nao especificas — 2(7)
Total 32(100) 26(100)
*n (%)

**NCE: nefropatia crénica do enxerto
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Table 3 - Achados Clinicos em Pacientes Com e Sem Rejei¢céo Subclinica aos 2 Meses.

Rejeicéo Sem Rejeicao
Subclinica Subclinica
(n=10) (n = 22) P
Necrose tubular aguda 2 (20%)* 8 (36%) NS **
Creatinina sérica (mg/dl)
2 meses 1,2+ 0,2 1,4+0,4 NS
12 meses 1,3+0,5 1,4+0,4 NS
Proteindria (mg/dia)
2 meses 377 + 186 415 + 303 NS
12 meses 524 + 658 525 + 925 NS

*n (%).
** NS = nao significativo
*** média * desvio-padrao
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Summary

Purposes: Acute subclinical rejection (SAR) in stable renal transplant patients may be a
risk factor for chronic allograft nephropathy (CAN). In this study clinical parameters and the
expression of immunoactivation markers on protocol biopsies were analyzed, to identify
predictive variables associated with the development of CAN and poor graft function up to
three years of follow-up post-transplant.

Materials and Methods: Protocol biopsies were obtained at 2 months (B-2mo) and 12
months (B-12mo) post-transplant in patients with stable renal function. The Banff criteria
were used for histological diagnosis. Graft function and urinary excretion of protein in 24
hours were assessed through 36 months of follow-up. Immunohistochemical evaluation of
cell subpopulations (CD3+, CD4+, and CD8+ T lymphocytes and macrophages) and
immunoactivation markers (interleukin-2 receptor (IL-2R), perforin and granzyme B) were
performed on the biopsies. Interobserver variation in relation to the Banff diagnosis was
measured by the kappa statistic.

Results: The prevalence of SAR at two months and of CAN at 12 months was 32% and
58%, respectively. Graft function at 6 months was significantly worsened in patients with
SAR that developed CAN in the first year post-transplant. Kappa values for interobserver
agreement was excellent for acute rejection (k=0.72, p=0.0001) but the reproducibility for
chronic rejection was poor (k=0.01, p=0.93). In SAR patients, a significantly increased
number of positive CD3 and CD8 T cells and a significantly higher expression of granzyme B
were found in B-2mo, as well as an increased IL-2R expression in B-12mo. There was no
association between SAR, cell phenotypes or expression of immunoactivation markers at B-
2mo and the development of CAN at 12 months post-transplant.

Conclusion: Although we could not identify in this study any clinical or
immunohistochemical marker to specifically predict the development of CAN, a high

prevalence of SAR with signs of immunoactivation was found 2 months after transplantation,
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and 40% of these patients developed chronic rejection later. These findings strengthen the

value of protocol biopsies and the need for additional studies.
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Introduction

Subclinical acute rejection is found in nearly 30% of stable renal transplant patients
submitted to surveillance biopsies (1,2,3). Protocol biopsies are not routinely done in clinical
practice, because it is still controversial if this silent inflammatory infiltrate reflects intragraft
immunoactivation and if it is associated with the development of chronic lesions and late
graft dysfunction (4,5). The need to increase the immunnosuppression in the face of
subclinical rejection is also under discussion (6,7).

In this study stable renal transplant patients were submitted to protocol biopsies in
the first year posttransplant, which were classified according to Banff schema. Clinical
parameters and the expression of immunoactivation markers on these biopsies were
analyzed, to identify predictive variables associated with the development of chronic allograft

nephropathy and poor graft function up to three years of follow-up.

Materials and methods

Thirty-two patients transplanted between March, 1996 and October, 1997 were
included in this prospective study. Inclusion criteria were stable graft function (serum
creatinine variation less than 10%) and no alteration of immunosuppression at least fifteen
days prior to biopsy.All patients had the first biopsy done at 2 months (B-2mo) and 26(81%)
were biopsied also at 12 months (B-12mo) posttransplant (2 refuses, 1 graft loss, 1 death, 1
pregnancy, and 1 altered immunosuppression). Histological diagnosis using the Banff 1997
schema was carried out by two renal pathologists, who were blinded to the clinical data and
to the other histological diagnosis and grading. Reproducibility of the Banff diagnosis in
respect to the presence of acute rejection in B-2mo and chronic allograft nephrophaty at B-
12mo was also evaluated.

Renal biopsy specimens were analyzed by immunohistochemistry using alkaline
phosphatase antialkaline phosphatase (APAAP) and streptavidine-biotin techniques and the

following monoclonal antibodies: T cell surface markers (CD3, CD4, CD8), macrophage
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(CD68) and immunoactivation markers (interleukin-2 receptor (IL-2R), perforin and
granzyme B). Biopsies were semiquantitatively scored by two another blind observers,
according to the intensity of the antigen expression : 0, no positivity; 1+, weak positivity; 2+,
moderate positivity; 3+, intense positivity. The average of the two scores was presented.

Graft function and 24-hours proteinuria were evaluated through the third year post-
transplant. These data and also acute subclinical rejection and immunohistochemistry at 2
months biopsy were correlated with the development of chronic allograft nephropathy at 12
months.

Comparisons between groups were made by t test for unpaired data. Chi-square
test was used to test for associations between categoric variables. The interobserver
variation in relation to the Banff diagnosis was calculated by the kappa statistic. Significant

differences were defined by p < 0.05.

Results

One biopsy at 2 months and two biopsies at 12 months were excluded because the
specimens were not representative. According to the time of the biopsy and to Banff
diagnosis four groups where categorized: at B-2mo, subclinical acute rejection (SAR),
n=10(32%), and patients without evidence of SAR (NoSAR), n=21(78%); at B-12mo, chronic
allograft nephropathy (CAN), n=14(58%), and biopsies without CAN (NoCAN), n=10(42%).

Demographic and clinical data did not differ between SAR and NoSAR, and also
between CAN and NoCAN groups, except for the cold ischemia time that had been
significantly higher in the CAN group (21 h versus 16 h, p=0.049). Graft function and
proteinuria were not statistically different between patients with and without acute and
chronic rejection up to the third year post-transplant, but there was a trend towards a higher
serum creatinine at six months in the CAN group compared to NoCAN (1.5 + 0.3 mg/dL
versus 1.1 + 0.3 mg/dL, p=0.09).

Four (40%) patients with subclinical acute rejection in B-2mo developed chronic
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allograft nephropathy at 12 months. Considering all clinical and immunohistochemical
variables, only serum creatinine at 6 months reached statistical difference when these
patients were compared to patients that did not develop CAN (1.6 + 0.2 mg/dL versus 1.1
0.1 mg/dL, p=0.007, respectively). A trend for a higher serum creatinine at 12 and 24 months
had also been showed in these four patients, but at the end of follow-up graft function was
similar (2.0 + 0.6 mg/dL versus 1.5 + 0.5 mg/dL, p=NS). There was no association between
early subclinical acute rejection and the development of chronic allograft nephropathy at 1
year.

Kappa values for interobserver agreement was excellent for acute rejection (k =
0.72, p=0.0001) but the reproducibility for chronic rejection was poor (k = 0.01, p=0.93).

Immunohistochemical findings showed that in patients with subclinical acute
rejection in the B-2mo there was a significant increased number of positive cells expressing
CD3 (2.1 + 0.8 versus 1.3 + 0.7, p=0.02) énd CD8 (1.4 + 0.9 versus 0.8 + 0.5, p=0.02), and
a trend to a higher number of CD4+ lymphocytes (2.0 + 1.1 versus 1.3 £ 0.8, p=0.09). An
increased expression of granzyme B in this group was also observed (1.3 + 0.9 versus 0.6 +
0.8, p=0.047), when compared to NoSAR patients. In the B-12mo, a higher expression of IL-
2R (0.4 + 0.4 versus 0.9 + 0.6, p=0.034) was found in the NoCAN group; the scores for the
remaining antibodies did not differ between the patients who had and who had not
developed chronic rejection one year post-transplant.

No specific cell phenotype or immunoactivation marker at 2 months was associated
with the development of CAN one year after transplantation, but a trend towards a higher

CD4 positivity (p=0.09) was observed in B-12mo with chronic rejection.

Discussion
In this study one-third of protocol biopsies performed at 2 months in stable renal
transplant recipients had subclinical acute rejection according to Banff criteria. Other groups

had shown this finding before, suggesting that silent tubulointerstitial infiltrates could have
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harmful effects on graft function and long-term outcome (1,2,8,9). According to this data, our
results showed a higher serum creatinine at six months in patients with chronic allograft
nephrophaty that have had subclinical acute rejection 2 months after transplantation.
However, there was no statistically significant difference in graft function between SAR and
NoSAR groups at the end of follow-up. A higher level of proteinuria at 1 and 3 years was
also observed in patients with subclinical acute rejection at 2 months, but this finding did not
reach statistical significance.

We also analyzed phenotypic and immunoactivation markers of the graft cells by
immunohistochemistry. No specific cell or molecule expressed in the 2 months biopsy was
associated with later chronic rejection, but a trend for a higher expression of CD4+ T cell
was found in patients with CAN. Grimm et al (10) compared protocol biopsies with normal
graft histology or subclinical rejection with those with clinical rejection. They found a
spectrum of increasing expression of CD3, CD4, CD8, CD68, IL-2R and perforin from normal
trough subclinical to clinical rejection. Interestingly, only CD3 was higher expressed in
subclinical rejection when compared to normal biopsies. Lipman et al (11), using competitive
template polimerase chain reaction, also demonstrated molecular evidence for subclinical
rejection when heightened amounts of transcripts for interferon-gama, IL-4, IL-15, perforin
and Fas Ligand genes were expressed in stable renal allograft biopsies compared to normal
ones.

Although we could not identify any immunoactivation marker to specifically predict
the development of CAN, a high prevalence of SAR with signs of immunoactivation was
found 2 months after transplantation, and 40% of these patients got on to chronic rejection
later. These findings strengthen the value of protocol biopsies and the need for additional

studies.
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Table 1 - Demographic and clinical data of patients with and without subclinical rejection.
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B-2mo B-12mo

SAR NoSAR CAN NoCAN

(n=10) (n=21) (n=14) (n=10)
Age (years) 38+12 34 +11 39+12 32+12
Gender (M/F) 7/3 15/6 10/4 8/2
Donor (C/L) 6/4 8/13 6/8 5/5
Cold ischemia (h) 18 +5 19+ 4 21+3 16+5"
Anastomosis (min) 43 + 17 40+ 13 44 + 18 37+ 13
DGF [n(%)] 3(30) 6(29) 6(43) 2(20)
Clinical AR [n(%)]  5(50) 9(43) 5(36) 6(60)

M/F: male/female; C/L: cadaveric/living; DGF: delayed graft function; AR: acute rejection.

' p = 0.049, CAN versus NoCAN
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Table 2 - Serum creatinine and proteinuria in patients with and without subclinical

rejection.
B-2mo B-12mo
SAR NoSAR CAN NoCAN
(n=10) (n=21) (n=14) (n=10)
Creatinine (mg/dl)
2 months 1,3+0,2 1,3+0,3 1,4+04 1,2+0,3
6 months 1,4+0,3 1,3+0,4 1,5+ 0,4 1,1+0,3"
1 year 1,5+0,5 1,3+0,4 1,5+0,4 1,2+0,4
3 years 1,7+ 0,6 1,8+£1,6 1,6+0,5 20+2.2
Proteinuria (mg/24h)
2 months 370 + 182 398 + 299 449 + 338 364 + 193
1 year 537 + 648 290 + 219 366 + 231 433 + 651
3 years 680 + 1055 337 + 362 348 + 343 729 + 1076

"p =0.09, CAN versus NoCAN
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Table 3 - Scores from the immunohistochemical data in patients with and without subclinical

rejection.

B-2mo B-12mo

SAR NoSAR CAN NoCAN

(n=10) (n=21) (n=14) (n=10) P
CD3 2,1+0,8 1,3+£0,7 0,02 1,6+0,7 1,9+0,8 NS
CD4 20+11 1,3+£0,8 0,09 11+£08 1,711 NS
CD8 1,4+0,9 0,8+0,5 0,02 1,3+0,9 1,9+1,1 NS
CD68 2,1+0,6 1,8+0,7 NS 1,7+0,7 1,7+£0,7 NS
IL-2R 1,1+1,0 1,1+0,8 NS 04+04 0,9+0,6 0,034
Perforin 1,4+1,1 1,0+0,6 NS 0,7+0,7 0,6 +04 NS
Gz-B 1,3+0,9 0,6 +0,8 0,047 06+0,5 1,0+ 11 NS

CD68: macrophage; Gz-B: granzyme B; NS: not significant.
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Resumo

Objetivos: A rejeicdo aguda subclinica (RASC) em pacientes transplantados renais
estaveis pode ser um fator de risco para a nefropatia cronica do enxerto (NCE). Foram
analisados neste estudo parametros clinicos e a expressdo de marcadores de
imunoativacao em bidpsias de protocolo, com o objetivo de identificar variaveis preditivas do
desenvolvimento de NCE e disfun¢do do enxerto até trés anos de seguimento apds o
transplante.

Materiais e Métodos: As bidpsias de protocolo foram realizadas aos 2 meses (B-2me) e
12 meses (B-12me) pods-transplante em pacientes com funcdo do enxerto estavel. Foram
empregados os critérios de Banff para o diagnoéstico histologico. A fungdo do enxerto e a
excrecao urinaria de proteinas em 24 horas foram avaliadas até 36 meses de seguimento.
Foi realizada nas biopsias a avaliagdo imunohistoquimica das subpopulagdes de células
(linfocitos T CD3+, CD4+ e CD8+, e macrofagos) e dos marcadores de imunoativagdo
(receptor de interleucina 2 (IL-2R), perforina e granzima B). Foi mensurada a variagao
interobservador para o diagnéstico de Banff.

Resultados: A prevaléncia de RASC aos 2 meses e de NCE aos 12 meses foi de 32% e
58% respectivamente. A fungdo do enxerto aos 6 meses foi significativamente pior nos
pacientes com RASC que desenvolveram NCE no primeiro ano de transplante. O valor de
kappa para o grau de concordancia interobservador foi excelente para rejeicdo aguda
(k=0,72, p=0,0001), mas a reprodutibilidade para rejeicao cronica foi pobre (k=0,01, p=0,93).
Nos pacientes com RASC, foi observado um nimero significativamente maior de células T
CD3+ e CD8+, e uma expressdo significativamente aumentada de granzima B na B-2me,
assim como uma maior expressao de IL-2R na B-12me. Nao houve associag¢do entre RASC,
fendtipo das subpopulacdes de células ou expressdo dos marcadores de imunoativagdo na
B-2me com o desenvolvimento de NCE aos 12 meses pos-transplante.

Conclusodes: Embora ndo tenha sido identificado neste estudo nenhum marcador clinico
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ou imunohistoquimico preditivo do desenvolvimento de NCE, foi observada uma prevaléncia
elevada de RASC com sinais de imunoativagdo aos 2 meses ap6s o transplante, e 40%
desses pacientes desenvolveram rejeicéo cronica tardiamente. Esses achados reforcam o

valor das bidpsias de protocolo e a necessidade de estudos adicionais.
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introducao

A rejeicao aguda subclinica é encontrada em aproximadamente 30% dos pacientes
transplantados renais estaveis submetidos a bidpsias de vigilancia’*®. As biopsias de
protocolo ndo sdo realizadas rotineiramente na pratica clinica, pois ainda é controverso se o
infiltrado inflamatorio que invariavelmente se observa reflete a presenca de imunoativagao
intra-enxerto, e se esta rejeicdo esta associada com o desenvolvimento de lesdes crénicas
e disfuncdo tardia do enxerto™. A necessidade de aumentar a imunossupressdo na
presenca de rejeicio subclinica também permanece em discussao®’.

Neste estudo, pacientes transplantados renais estaveis foram submetidos a
bidpsias de protocolo no primeiro ano apds o transplante, as quais foram classificadas de
acordo com os critérios de Banff. Par@metros clinicos e a expressdo de marcadores de
imunoativagdo nestas bidpsias foram analisados, para identificar variaveis preditivas do
desenvolvimento de rejeicdo cronica e pior fungdo do enxerto até trés de anos de

seguimento pos-transplante.

Material e métodos

Trinta e dois pacientes transplantados renais entre marco de 1996 e outubro de
1997 foram incluidos neste estudo prospectivo. Os critérios de inclusdo foram funcio do
enxerto estavel (variagdo da creatinina sérica inferior a 10%) e nenhuma alteracdo da
imunossupressao por pelo menos quinze dias antes das bidpsias. Todos os pacientes foram
submetidos a uma primeira biopsia aos 2 meses (B-2me) e 26 (81%) pacientes foram
biopsiados também aos 12 meses (B-12me) apo6s o transplante (2 recusas, 1 perda do
enxerto, 1 Obito, 1 gestagdo, 1 alteragdo de imunossupressdo). O diagndstico histologico
utilizando os critérios de Banff de 1997 foi realizado por dois patologistas renais cegados
para os dados clinicos e para o diagnostico e graduagdo histolégica do outro patologista. A
reprodutibilidade do diagnostico de Banff em relagdo a presenga de rejeicdo aguda na B-

2me e de nefropatia cronica do enxerto na B-12me também foi avaliada.
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As biopsias do enxerto renal foram analisadas por imunohistoquimica através das
técnicas da fosfatase alcalina anti-fosfatase alcalina (APAAP) e estreptavidina-biotina,
utilizando-se os seguintes anticorpos monoclonais: marcadores de superficie do linfocito T
(CD3, CD4, CD8), macrofagos (CD68) e marcadores de imunoativacdo (receptor de
interleucina 2 (IL-2R), perforina e granzima B). As bidpsias receberam escores através de
método semi-quantitativo por dois outros observadores também cegados aos dados clinicos
e ao diagnostico histolégico, de acordo com a intensidade da expresséo antigénica: 0, sem
positividade; 1+, positividade fraca; 2+ positividade moderada; 3+, positividade intensa. O
escore final foi derivado da média dos escores dos dois observadores.

A funcdo do enxerto e a proteinuria foram avaliados até o 3° ano de fransplante.
Estes dois parametros, e também a presenga de rejeicdo aguda subclinica e a
imunohistoquimica da bidpsia de 2 meses, foram correlacionados com o desenvolvimento
de nefropatia cronica do enxerto aos 12 meses.

Comparacbdes entre grupos foram efetuadas pelo Teste t para dados néo pareados. O
teste do Qui-quadrado foi usado para testar associagbes entre as variaveis categoricas. A
variagao interobservador em relagéo aos diagnosticos de Banff foi calculada pela estatistica

kappa. Diferencas estatisticamente significativas foram definidas por p < 0,05.

Resultados

Uma bidpsia de 2 meses e duas biopsias de 12 meses foram excluidas pois as
amostras nao foram representativas. De acordo com o periodo da biopsia e com os
diagnosticos de Banff foram categorizados quatro grupos: na B-2me, presenca de rejeicdo
aguda subclinica (RASC), n=10 (32%), e pacientes sem evidéncias de RASC (SemRASC),
n=21 (78%); na B-12me, presenca de nefropatia cronica do enxerto (NCE), n=14 (58%), e
biopsias sem NCE (SemNCE), n = 10 (42%).

Os dados clinicos e demograficos nao diferiram entre os grupos RASC e

SemRASC, e também entre NCE e SemNCE, exceto o tempo de isquemia fria que foi
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significativamente maior no grupo NCE (21 horas vs. 16 horas, p=0,049). A funcdo do
enxerto e a proteinuria ndo foram estatisticamente diferentes entre pacientes com e sem
RASC e com e sem NCE nos primeiros trés anos de transplante, mas houve uma tendéncia
da creatinina sérica aos 6 meses ser mais elevada no grupo NCE quando comparado com o
grupo SemNCE (1,5 + 0,3 mg/dl vs. 1,1 + 0,3 mg/dl, p = 0,09).

Quatro (40%) pacientes com rejeicdo aguda subclinica na B-2me desenvolveram
nefropatia crénica do enxerto aos 12 meses. Considerando todas as variaveis clinicas e
imunohistoquimicas deste subgrupo, apenas a creatinina sérica aos 6 meses alcangou
diferenca estatisticamente significativa em relagdo aos pacientes que nado desenvolveram
NCE (1,6 £ 0,2 mg/dl vs. 1,1 + 0,1 mg/dl, p=0,007, respectivamente). Uma tendéncia para
aumento da creatinina sérica aos 12 e 24 meses também foi observada nesses quatro
pacientes, mas no final do seguimento a funcdo do enxerto foi semelhante em relacdo ao
outro grupo (2,0 £ 0,6 mg/dl vs. 1,5 £ 0,5 mg/dl, p=NS). Nao houve associacdo entre
rejeicdo subclinica precoce e o desenvolvimento de nefropatia crénica do enxerto 1 ano
apos o transplante.

O valor de kappa para concordancia do diagnéstico histolégico foi excelente para
rejei¢ao aguda (k = 0,72, p=0,0001), mas a reprodutibilidade para o diagnostico de rejeicao
crdnica foi pobre (k = 0,01, p=0,93).

Os achados imunohistoquimicos da B-2me revelaram que nos pacientes com
rejeicdo aguda subclinica o numero de células positivas para CD3 (2,1 + 0,8 vs. 1,3 £ 0,7,
p=0,02) e para CD8 (1,4 + 0,9 vs. 0,8 + 0,5, p=0,02) foi significativamente maior do que no
grupo SemRASC, e também houve uma tendéncia de um maior nimero de linfécitos CD4+
naquele grupo (2,0 £ 1,1 vs. 1,3 + 0,8, p=0,09). Uma expressédo aumentada de granzima B
no grupo RASC também foi observada (1,3 + 0,9 vs. 0,6 + 0,8, p=0,047), em relacéo aos
pacientes do grupo SemRASC. Na B-12me, uma maior expressdo de IL-2R (0,4 + 0,4 vs.
0,9 + 0,6, p=0,034) foi verificada no grupo SemNCE; os escores para os demais anticorpos

avaliados ndo diferiram entre os pacientes que tinham e os que ndo tinham desenvolvido
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rejeicao cronica 1 ano apos o transplante.

Nenhum fendtipo celular ou marcador de imunoativagéo especifico na bidspia de 2
meses esteve associado com o desenvolvimento de NCE um ano poés-transplante, mas
observou-se uma tendéncia para maior positividade de linfocitos CD4 (p=0,09) nas biopsias

de 12 meses com rejei¢éo cronica.

Discussao

Neste estudo um tergo das bidpsias de protocolo realizadas aos 2 meses ap6s o
transplante em receptores de transplante renal estaveis apresentou rejeicdo aguda
subclinica pelos critérios de Banff. Outros autores haviam mostrado estes achados
anteriormente, sugerindo que este infiltrado tubulointersticial silencioso poderia ter efeitos

289 Em acordo com estes

prejudiciais na fungdo e sobrevida do enxerto a longo prazo
dados, no presente estudo a creatinina sérica aos seis meses foi significativamente mais
elevada nos pacientes com nefropatia cronica do enxerto que tiveram rejeicdo aguda
subclinica na biopsia de 2 meses pos-transplante. Entretanto, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa na fun¢éo do enxerto entre os grupos RASC e SemRASC no
final do acompanhamento. Uma maior excre¢ao de proteinas em 24 horas no 1° e 3° anos
pos-transplante também foi observada no grupo com rejeicdo aguda subclinica aos 2
meses, mas este resultado n&o alcangou significancia estatistica.

Também foram analisados marcadores fenotipicos e de imunoativagao das células
do enxerto através da imunohistoquimica. Nenhuma célula ou molécula especifica com
expressao na bidpsia de 2 meses esteve associada com rejei¢cdo cronica tardia, mas uma
tendéncia para maior expressdo de linfocitos T CD4+ foi encontrada nos pacientes com
NCE. Grimm e cols."® compararam rins transplantados com histologia normal, com rejeicao
subclinica e com rejeicdo acompanhada de disfungdo do enxerto diagnosticados por

bidpsias de protocolo. Estes autores encontraram um espectro crescente de expressao de

células CD3+, CD4+, CD8+, CD68+, de IL-R2 e de perforina partindo de bidpsias normais e
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com RASC até os enxertos com rejeicao aguda clinica. Um dado interessante relatado por
esses autores foi que apenas a expressao de linfocitos CD3+ estava significativamente
aumentada nas biépsias com rejeicdo subclinica em relagdo as bidpsias normais. Lipman e
cols."", utilizando reacdo em cadeia pela polimerase pelo método competitivo, também
demonstraram evidéncias moleculares de imunoativagdo na rejeicao subclinica, detectando
um aumento estatisticamente significativo da transcricdo dos genes de interferon-gama, IL-
4, IL-15, perforina e Fas ligante em bidpsias de enxertos renais estaveis com RASC em
relacdo a rins histologicamente normais.

Embora nao tenha sido identificado nenhum marcador de imunoativagcao especifico
preditivo do desenvolvimento de NCE, uma prevaléncia elevada de RASC com sinais de
imunoativagao intra-enxerto foi observada aos 2 meses ap6s o transplante, e 40% desses
pacientes desenvolveram rejei¢cao cronica posteriormente. Estes achados reforgam o valor

das bidpsias de protocolo e a necessidade de estudos adicionais.
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Tabela 1. Dados demograficos e clinicos dos pacientes com e sem rejei¢do subclinica

B-2me B-12me

RASC SemRASC NCE SemNCE

(n=10) (n=21) (n=14) (n=10)
Idade (anos) 38 + 12 34 + 11 39+ 12 32+ 12
Sexo (M/F) 7/3 15/6 10/4 8/2
Doador (C/V) 6/4 8/13 6/8 5/5
Isquemia fria (h) 185 19 + 4 21+3 16 + 5"
Anastomose (min) 43 + 17 40 + 13 44 + 18 37+13
NTA [n(%)] 3(30) 6(29) 6(43) 2(20)
RA Clinica 5(50) 9(43) 5(36) 6(60)

M/F: masculino/feminino; C/V: cadavérico/vivo; NTA: necrose tubular aguda

RA: rejeicao aguda;, T p = 0,049, NCE versus SemNCE



Tabela 2. Creatinina sérica e proteiniria dos pacientes com e sem rejei¢ao subclinica
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B-2me B-12me
RASC SemRASC NCE SemNCE
(n=10) (n=21) (n=14) (n=10)
Creatinina (mg/dl)
2 meses 1,3+£0,2 1,3+0,3 1,4+0,4 1,2+0,3
6 meses 1,4+0,3 1,3+0,4 1,5+0,4 1,1+0,3"
1 ano 1,56+0,5 1,3+0,4 1,5+04 1,2+0,4
3 anos 1,7+ 0,6 1,8+1,6 1,6 +0,5 2,0+2,2
Proteinuria (mg/24h)
2 meses 370+ 182 398 + 299 449 + 338 364 + 193
1 ano 537 + 648 290 + 219 366 + 231 433 + 651
3 anos 680 = 1055 337 + 362 348 + 343 729 + 1076

Tp =0,09, NCE versus SemNCE
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Tabela 3. Escores da expressao imunohistoquimica das bidpsias com e sem rejeicéo

subclinica

B-2me B-12me

RASC SemRASC NCE SemNCE

(n=10) (n=21) " (n=14) (n=10) P
CD3 2,1+0,8 1,3+0,7 0,02 16+07 1,9+0,8 NS
CD4 20+1,1 1,3+0,8 0,09 1,1+08 1,7+1,1 NS
CD8 1,4+0,9 0,8+0,5 0,02 1,3+0,9 1,9+ 1,1 NS
CD68 21+0,6 1,8+0,7 NS 1,7+0,7 1,7+£0,7 NS
IL-2 1,1+1,0 1,1+0,8 NS 04+04 0,9+0,6 0,034
Perforina 1,4+ 1,1 1,0+0,6 NS 0,7+0,7 0,6+04 NS
GzB-B 1,3+0,9 0,6 +0,8 0,047 0,6 0,5 1,0+ 1,1 NS

CD68: macréfago; GzB-B: granzima B; NS: nao significativo.
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6. ANEXOS
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6.1. ANEXO 1

CLASSIFICAGAO DE BANFF 1997

1. Normal
2. Rejeicao mediada por anticorpos
Imediata; Retardada
3. Suspeita de rejei¢cao aguda
Infiltrado focal de células mononucleares de leve a moderado, com focos de
tubulite leve, t1 (1 a 4 células mononucleares por secgdo tubular); sempre <i2 {2
4. Rejeicdo aguda '
Tipo A — “tubulointersticial” sem presenca de vasculite; i2 ou i3 (>25%
parénguima)
Leve a moderada - infilirado intersticial i2 (>25% do parénquima afetado) e
focos de tubulite moderada (t2); Moderada a severa — infiltrado intersticial
(idem) e focos de tubulite severa (t3)
Tipo B — “vascular’ com arterite da intima
Leve — v1; moderado — v2
Tipo C — rejeicdo aguda severa
Alteragoes fibrindides e/ou arterite transmural e necrose das células musculares
lisas da média (v3)
5. Nefropatia cronica do enxerto
Espessamento fibroso da intima das artérias, ruptura da lamina elastica interna
e/ou glomerulopatia do transplante
Grau I: leve (fibrose intersticial e atrofia tubular leve; ct1, ci1)
Grau ll: moderada (fibrose intersticial e atrofia tubular moderada (ct2, ci2) em
25% a 50% do parénquima
Grau llI: severa (fibrose intersticial e atrofia tubular severa (ct3, ci3) em > 50% do

parénquima

Adaptado de: Racusen LC, Solez K, Colvin RB, Bousib SM, Castro MC, Cavallo T, et al.
The Banff 97 working classification of renal allograft pathology. Kidney Int
1999;55(2):713-23.
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6.2. ANEXO 2

A. CRITERIOS QUANTITATIVOS DE BANFF PARA SEVERIDADE DA REJEICAO AGUDA:
1. GLOMERULITE (g): acamulo de células mononucleares na luz capilar, com edema da
célula endotelial
0 = sem glomerulite
1 = glomerulite em < 25% dos glomérulos
2 = glomerulite segmentar ou global em 25% a 75% dos glomérulos
3 = glomerulite (mais global) em todos ou quase todos os glomérulos
2. TUBULITE (t): invasao de células mononucleares através da membrana basal tubular
(MBT), embaixo ou entre as células tubulares
0 = sem células mononucleares nos tubulos
1 = focos de 1 a 4 células por secdo tubular ou 10 células tubulares
2 =focos com 5 a 10 células por sec¢do tubular ou 10 células tubulares
3 = focos com > 10 células por sec¢do tubular ou t2 (e i2 ou i3) com pelo menos 2
areas de destruicdo da MBT acompanhadas de {2 e i2/i3 em alguma area da
biopsia.
3. INFLAMACAO INTERSTICIAL (i): extensdo de parénquima infiltrado por células

*

mononucleares; i* = presenga de numeros significativos de eosindfilos, PMN ou
plasmocitos (especificar qual)

0 = < 10% do parénquima com infilirado intersticial
1=11% a 25% do parénquima com infiltrado intersticial
2 = 26% a 50% do parénquima com infiltrado intersticial
3 =>50% do parénquima com infiltrado intersticial

4. VASOS:

4.1 ARTERIAS (v): arterite da intima; v* = indica infarto e/ou hemorragia intersticial

0 = sem arterite

1 = arterite da intima leve a moderada em pelo menos 1 vaso
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2 = arterite da intima moderada a severa em pelo menos 1 vaso.

3 = arterite da intima severa em > 1 vaso e/ou arterite “transmural’, alteracdo
fibrindide e necrose das células musculares lisas da média, freqlientemente
com infarto e hemorragia intersticial focais.

4.2 ARTERIOLAS (ah): espessamento arteriolar hialino PAS positivo e com padrao
nodular na periferia das arteriolas (sugestivas de toxicidade por ciclosporinag;
diferenciar de hipertensdo ou diabete no receptor)

0 = sem espessamento arteriolar hialino PAS positivo

= espessamento arteriolar hialino PAS positivo leve a moderado em pelo menos 1
arteriola

2 = espessamento arteriolar hialino PAS positivo moderado a severo em > 1
arteriola

3 = espessamento arteriolar hialino PAS positivo severo em muitas arteriolas

B. CRITERIOS QUANTITATIVOS DE BANFF PARA SEVERIDADE DA NEFROPATIA
CRONICA DO ENXERTO: colocar a letra “c” antes de g, i, te v
1. GLOMERULO (cg): alargamento do espaco subendotelial, expansdo mesangial,
edema das células endoteliais, interposicao periférica do mesangio e ocasionalmente
crescentes celulares e adesbes do tufo glomerular a capsula de Bowman (PAS e
PASM)
cg 0 = sem glomerulopatia crénica do transplante (duplo contorno em < 10% das
algas capilares periféricas, nos glomérulos mais severamente afetados).
cg 1 = glomerulopatia cronica do transplante leve (espessamento da MB com duplo
contorno em < 25% dos glomérulos ndo esclerosados).
cg2 = glomerulopatia cronica do transplante moderada (idem, em 26%-50%...).
cg 3 = glomerulopatia cronica do transplante severa (idem, em > 50%...).

2. TUBULO-INTERSTICIO (ct, ci): atrofia e/ou perda tubular (atrofia progressiva e
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severa), fibrose intersticial (tricromio, PAS, PASM).

ct 0 = sem atrofia ou perda tubular.

ct 1 = atrofia ou perda tubular leve (< 25% dos tubulos corticais).

ct 2 = atrofia ou perda tubular moderada (> 25% e < 50% dos tUbulos corticais).

ct 3 = atrofia ou perda tubular severa (> 50% dos tubulos corticais).

ci 0 = sem fibrose intersticial.

ci 1 = fibrose intersticial leve, frequentemente com infiltrado inflamatério
mononuclear em area cortical (> 6% e < 25% do intersticio).

ci 2 = fibrose intersticial moderada, frequentemente com infiltrado inflamatorio
mononuclear (> 25% e < 50% do intersticio).

ci 3 = fibrose intersticial severa, freqlentemente com infiltrado inflamatério
mononuclear (> 50% do intersticio).

3. VASOS (cv): espessamento fibroso da intima das artérias, ruptura da lamina elastica
interna das arterias.

cv 0 = sem alteracdes vasculares.

cv 1 = espessamento fibroso da intima leve (de até 25%), freqliientemente com
fragmentacdo da lamina elastica interna, ou presenca de “foam cells” ou
células mononucleares ocasionais.

cv 2 = espessamento fibroso da intima moderado (26% a 50%), freqiientemente
com fragmentacao da lamina elastica interna.

cv 3 = espessamento fibroso da intima severo (> 50%), freqlientemente com
fragmentacao da lamina elastica interna (oclusao severa).

4. MATRIZ MESANGIAL (mm): expansao do espago mesangial entre os capilares
adjacentes. Se a largura deste espaco exceder o de 2 células mesangiais em pelo
menos 2 lébulos glomerulares, a mm sera considerada moderadamente aumentada.

mm O = auséncia de aumento da mm.

mm 1 = aumento pelo menos moderado da mm em até 25% dos glomérulos ndo
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esclerosados afetados.

mm 2 = aumento pelo menos moderado da mm de 26% a 50% dos glomérulos ndo
esclerosados afetados.

mm 3 = aumento pelo menos moderado da mm em > 50% dos glomérulos ndo

esclerosados afetados.
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6.3. ANEXO 3
TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Nome do paciente:

Titulo da Pesquisa: Reprodutibilidade da Classificagdo de Banff na Avaliagdo de Rejeicdo
do Enxerto em Biopsias de Protocolo de Pacientes Transplantados Renais.

Investigador principal: Dr. Francisco José Verissimo Veronese.

Numero do protocolo:

1. Objetivo do estudo:

Pesquisar se existe rejeigao no rim transplantado que esta funcionando bem, e pelo
estudo de médicos especialistas em bidpsias tentar estabelecer qual o tipo e gravidade da
rejeicéo.

2. Procedimento:

Vocé sera submetido a uma bidpsia do rim transplantado, no 2° e no 12° meses do
transplante. Normalmente esta bidpsia s6 € realizada quando o rim transplantado néo esta
funcionando bem, mas para fins desta pesquisa este procedimento sera realizado duas
vezes, se nao houver rejeicdo aparente e se o rim estiver funcionando normalmente nas
ultimas duas semanas antes da bidpsia.

A bidpsia é feita da seguinte maneira: 1) limpeza da pele com &lcool e colocagéo
de panos esterilizados, para diminuir o risco de infecgéo; 2) injegdo de remédio para tirar a
dor no local onde sera feita a biopsia; 3) corte pequeno (2 a 3 mm) na pele com o bisturi 4)
colocagao da agulha no rim para retirar um pedacinho do mesmo, com cerca de 10 mm de
comprimento por 1,5 mm de largura. A bidpsia sera entdo enviada para o laboratério.

Apos a bidpsia vocé ficara deitado de costas por 12 a 24 horas, com um peso de 1
kg sobre o rim para evitar que sangre. Durante 12 a 24 horas, sera feita verificacdo
freqliente da pressdo arterial e do pulso, e também controle da cor e quantidade da urina.

3. Riscos e desconfortos:

Os problemas que podem surgir pela bidpsia do rim sdo sangramento, choque



178

(pressé@o arterial baixa) e infeccdo. Mas esses problemas ocorrem com muito pouca
freqiiéncia, em menos de sete de mil pacientes que sédo biopsiados. O risco de morte por
estas complicagbes € muito baixo, de 0,1%.

4. Beneficios:

Embora vocé possa nao receber nenhum beneficio direto ou imediato deste estudo,
a sua participagdo sera muito importante para o conhecimento médico sobre a rejeicdo do
rim transplantado.

5. Procedimentos alternativos:

Existe outra técnica para pesquisar a rejeicao no rim transplantado, a aspiracdo do
rim com uma agulha muito fina. Os riscos desta aspiragao do rim sdo menores do que os da
bidpsia, mas a aspiragdo s6 mostra alguns tipos de problemas, nem sempre permitindo que
se possa diferenciar qual a complicagdo que esta afetando o rim transplantado,
principalmente quando ja se passaram alguns meses do transplante. Assim a bibpsia
permite um diagndstico mais preciso e definitivo.

6. Custo/pagamento:

Se vocé escolher participar deste estudo, nao existe custo ou pagamento de
qualquer espécie por sua participagao.
7. Confidencialidade:

Os seus exames serao identfficados por um codigo (nimero de registro), e o seu
nome nunca sera citado em nenhum registro ou divulgacao desta pesquisa.

Pelo presente termo de Consentimento Informado, declaro que fui informado, de
forma clara e detalhada, dos objetivos, da justificativa, dos procedimentos a que serei
submetido, dos riscos, desconfortos e beneficios da presente pesquisa, assim como dos
procedimentos alternativos aos quais poderia ser submetido, todos acima listados.

Fui igualmente informado:

- da garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer duvida
acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a

pesquisa;
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- da liberdade de retirar meu consentimento, a qualquer momento, e deixar de participar do
estudo, sem que isto traga prejuizo a continuagao do meu cuidado e tratamento;
- do compromisso de proporcionar informacgao atualizada obtida durante o estudo, ainda que
esta possa afetar a minha vontade em continuar participando;
- da disponibilidade de tratamento médico e de indenizagdo, conforme estabelece a
legislagéo, caso existam danos a minha saude, diretamente causados por esta pesquisa;
- de que se existirem gastos adicionais, estes serdo por conta do orcamento da pesquisa.

O Pesquisador Responsavel por este Projeto de Pesquisa € o Dr. Francisco
Veronese, cujo telefone é 3233.8914, tendo este documento sido revisado e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa desta Instituigdo de atencdo a satde em I/

Data: / /

Nome e assinatura do Paciente ou Voluntario

Nome e assinatura do Responsavel Legal, quando for o caso

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Observagao: O presente documento, baseado nos artigos 10 a 16 das Normas de Pesquisa
em Salde, do Conselho Nacional de Saude, sera assinado em duas vias, de igual teor,
ficando uma via em poder do Paciente ou de seu Responsavel Legal e a outra com o

Pesquisador Responsavel.
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6.4. ANEXO 4
PROTOCOLO DOS DADOS CLINICO-LABORATORIAIS

PACIENTE N°.:
1. DADOS DEMOGRAFICOS:

Nome: Registro: /

Idade:_ anosSexo: ()M()FCor: ()B()P ( )M
Transplante prévio: ( )Naéo ( )1 ( )2
CMV: ( yPos ( )Neg Hepatite: ( B ( )C
Gestacdes: ( )Nao ( ) Especificar  Transfusbes: ( )Nao ( ) Especificar
Reatividade contra painel: atual: historica: pico:
Compatibilidade HLA: () Ohaplo ( )1 haplo ( )identico
Doador: ( ) vivorelacionado ( ) vivo ndo relacionado ( ) cadaver
Isquemia fria;___ horas Isquemiaquente:__ minutos
NTA: ( )Sim ( )Nao
N°. de rejeicoes: ( )o ()1 | Y2 () Especificar
Imunosupressao: ( ) Prednisona + Azatioprina + Ciclosporina
( ) ldem + OKT3 profilatico
( ) ldem + OKT3 terapéutico
( ) Prednisona + Ciclosporina ( ) Prednisona + Azatioprina

( ) Outro (especificar):

Toxicidade por Ciclosporina: ( yNao ( ) Clinica ( ) Na bidpsia

Infecgdo nos 1°.s dois meses: ( ) Sim  ( } Nao
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Dia|1 (7 |14 |21 |30 |45 |60 |75 {90 |4m [5m {6m |7m {8m |9m |10 |11 |12
m (m [m

Crf X | X [ X[ XXX XIXIX|X|X|X|X|X|X|X|X]|X

RA

Prot X X X

Abreviaturas: m: més  Cr: creatinina (mg/dl) RA: rejeicdo aguda
Prot: proteinuria de 24 horas (mg/dia)

Urocultura: () negativa ( ) Agente: Periodo:

() Agente: Periodo:

CMV agudo: () Sim ( ) Nao

Outra infecgao:
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6.5. ANEXO 5
DADOS DA HISTOPATOLOLOGIA

Bidpsia renal: Bx 2 meses ( ) representativa  ( )} ndao representativa

() complicagodes:
Bx 12 meses ( ) representativa  ( ) nao representativa

() complicagodes:

BIOPSIA 2 MESES | PROTOCOLO N°

Esco- | g cg T Ct i Ci v cv Mm | ah
re

0

1

2

3

Conclusdo | Usar 1 codigo apenas:

BIOPSIA 12 MESES | PROTOCOLO N°

Esco- | g cg t Ct i Ci Vv oV Mm ah
re

0

1

2

3

Conclusdo | Usar 1 codigo apenas:




CODIGOS:

1.

9.

Normal

. Suspeita de rejeicdo aguda
. Rejeicao aguda tipo | A

. Rejeigao aguda tipo | B

. Rejeicao aguda tipo I A

. Rejeicdo aguda tipo I B

. Rejei¢ao aguda tipo Il

. Nefropatia cronica do enxerto grau |

Nefropatia cronica do enxerto grau i

10. Nefropatia cronica do enxerto grau lli

11. Alteracoes associadas a ciclosporina (agudas/cronicas)

12. Outras alteragdes (ndo relacionadas a rejei¢ao)

13. Tecido nao representativo
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6.6. ANEXO 6

Imunohistoquimica aplicada nas biopsias de vigilancia do rim transplantado.

Foto 1 — Expressao de linfécitos T CD3 positi\)oé, de localizacéo intersticial e periglomerular
(400x).

Foto 2 - Exprésséo de linfécitos T CD4 positivos, de localizag&o peritubular e intersticial
(400x).
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Foto 3 - ExpreSséo de Iinfécifos T CD8 positivos, de localizagéo peritubmér e intersticial

(400 x).

Foto 4 — Expressao de macrofagos (células CD68 positivas), em células tubulares e

intersticiais (400 x).
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Foto 5 - Expressémo de per?orina em linfécitos citotdxicos, de localizagdo peritubular e
intersticial (400 x).

g

Foto 6 — Expresséao de granzima B em linfocitos ciﬁxicos, em células tubulares e

intersticiais (400 x).
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Foto 7 — xpesséo de fator de crescimento transformador beta-1 ZTGF[M) em células

tubulares (400 x).



