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RESUMO

Base tedrica. As diretrizes assistenciais recomendam biopsias de vigilancia na DGF, no
entanto, tais diretrizes sdo de uma época em que a efetividade dos regimes
Imunossupressores, em prevenir rejeicdo aguda, era consideravelmente menor. A
elevada incidéncia de disfuncdo inicial do enxerto (DGF) observada no Brasil determina
que biopsias de vigilancia sejam realizadas com consideravel frequéncia em pacientes

transplantados renais.

Objetivo. O objetivo do estudo € avaliar a utilidade presente dessas bidpsias e as

caracteristicas clinico-laboratoriais associadas aos desfechos do enxerto renal.

Métodos. Coorte retrospectiva de pacientes transplantados renais com 6érgdos de
doadores falecidos no Hospital de Clinicas de Porto Alegre entre Janeiro de 2006 e

Julho de 2019 com DGF submetidos a bidpsia de vigilancia.

Resultados. Realizadas 356 bidpsias, maioria dos pacientes masculinos (61,2%),
caucasoides (74,9%), sendo 51,7% sem sensibilizacdo HLA. O tempo de isquemia fria
foi 25,645,6 horas. Em 89,1% dos casos houve inducdo da imunossupressdo com
anticorpos. Em média as biopsias foram realizadas no dia 14,7+8,2 de pds-operatorio.
Na andlise histoldgica foram identificadas 6 (1,7%) bidpsias normais, 142 (39,9%)
bidpsias com necrose tubular aguda isolada, 90 (25,3%) alteracGes borderline, 87
(24,4%) casos de rejeicdo aguda celular, 5 (1,4%) rejeides agudas mediadas por
anticorpos, 23 (6,5%) necroses de coagulacdo, 1 (0,3%) microangiopatia trombdtica e 2
(0,6%) pielonefrites. Nao houve correlacdo entre idade do doador, raca, sensibilizacéo e
doador limitrofe com rejeicdo aguda. Em analise multivariada foram significativas as
correlacdes da rejeicdo aguda com o tempo de DGF, idade do receptor e tipo da terapia

de inducéo.

Conclusdo. A elevada incidéncia de rejeicdo aguda nesse grupo de pacientes, mesmo
sob terapia imunossupressora contemporanea, faz com que as bidpsias de vigilancia
permanecam um recurso diagnostico essencial em pacientes transplantados renais com

Orgdos de doador falecido que apresentem DGF.

Palavras chave: transplante renal, disfuncdo inicial do enxerto, bidpsia de vigilancia,

rejeicdo aguda.



ABSTRACT

Background. The high incidence of delayed graft dysfunction (DGF) observed in
Brazil determines that surveillance biopsies are performed with considerable frequency
in kidney transplant recipients. The still current guidelines were written in an era in
which the effectiveness of immunosuppressive therapy was substantially lower in

preventing acute rejection.

Objective. To evaluate the usefulness of surveillance biopsies and the clinical-
laboratory characteristics associated with renal graft outcomes in particular acute graft

rejection.

Methods. Retrospective cohort of kidney transplant patients at the Hospital de Clinicas
of Porto Alegre between January 2006 and July 2017 who underwent a surveillance

graft biopsy during the DGF period.

Results. Three hundred and fifty-six biopsies were performed in 335 patients who were
predominantly males (61.2%), Caucasoid (74.9%), and without HLA sensitization
(51.7%). Mean cold ischemia time was 25.6+£5.6 hours. Antibody induction therapy
occurred in 89.1% of patients. On average, biopsies were performed at 14.7+£8.2 days
after transplantation. Histological analysis identified 6 (1.7%) normal biopsies, 142
(39.9%) biopsies with isolated acute tubular necrosis, 90 (25.3%) borderline alterations,
87 (24.4%) cases of acute cellular rejection, 5 (1.4%) acute antibody-mediated
rejections, 23 (6.5%) coagulation necrosis, 1 (0.3%) thrombotic microangiopathy and 2
(0.6%) pyelonephritis. There was no correlation between donor age, race, sensitization
and borderline donor with acute rejection. In the multivariate analysis, the correlations

between DGF length, recipient age and type of induction therapy were significant.

Conclusion. The high incidence of acute rejection in the subset of kidney transplant
recipients with DGF, even under contemporary immunosuppressive therapy, sustains
surveillance biopsies as an essential diagnostic resource in deceased donor kidney

transplant recipients with DGF.

Key words: kidney transplantation, delayed graft function, surveillance biopsies, acute

rejection.
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1. INTRODUCAO

Nos Ultimos 10 anos o transplante renal, como forma de tratamento para doenga
renal crénica, vem crescendo em nimeros absolutos, com aumento expressivo da oferta
de doadores falecidos em relacdo aos doadores vivos. Conforme dados do Registro
Brasileiro de Transplantes (RBT), em 2006 foram realizados 1525 transplantes renais de
doadores falecidos e 1774 transplantes com doadores vivos, ja no ano de 2018
realizaram-se 4905 transplantes de doadores falecidos e 1018 com doadores vivos (1,2).

Essa maior oferta de rins de doadores falecidos traz consigo um aumento na
disponibilidade e utilizacdo de rins de doadores com caracteristicas ndo ideais ou
limitrofes, que apesar de apresentarem resultados funcionais piores quando comparados
aos orgdos chamados ideais, prolongam a sobrevida e levam a melhor qualidade de vida
do receptor em relacdo aqueles pacientes que permanecem em lista de espera para o

transplante (3-6).

A maior disponibilidade de rins de doadores limitrofes ou de critério expandido,
além de outras varidveis como tempo de isquemia, aspectos cirdrgicos,
imunossupressao, entre outros, contribui para um aumento da prevaléncia da disfuncao
inicial do enxerto (DGF - delayed graft function), definida pela necessidade de dialise
nos primeiros sete dias ap6s o transplante, levando, portanto, a maior necessidade de

realizacdo de bidpsias renais de vigilancia, que sdo o escopo do presente trabalho (7,8).

Bidpsias de enxertos renais podem ser classificadas em (a) bidpsias por indicacéo
clinica, nas situacbes em que ocorre disfuncdo de enxerto funcionante; (b) biopsias
protocolares, as que ssdo realizadas em periodos fixos, determinados pelos programas
de transplante, mesmo que ndo haja qualquer alteracdo clinica ou laboratorial
preceptivel e (c) bidpsias de vigilancia, que sdo as que executa em enxertos em que nao
ha funcdo inicial, ou seja na fase de disfuncdo inicial do enxerto (DGF). Estas biopisas
estéo indicadas nos primeiros dias de disfungéo e preconiza-se a sua repeticdo a cada 7 a

10 dias, até que o enxerto adquira fungéo (9-12).
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Realiza-se também, em alguns centros transplantadores, as biopsias protocolares,
com o objetivo de identificar alteracdes subclinicas que possam interferir ou prejudicar
os desfechos em longo prazo do enxerto renal (13).

As bidpsias por indicacdo clinica sdo geralmente feitas quando ocorre deterioracéo
da fungdo do rim transplantado, quando a sua funcgdo é inferior a esperada de acordo
com as caracteriticas do doador ou quando ocorre surgimento, ou aumento de
proteindria para niveis nefréticos. Evidentemente, antes da realizacdo da bidpsia por
indicacdo as causas evidenciaveis pelo exame clinico, exames laboratoriais e de imagem
devem ser adequadamente descartardas e incluem principalmente, desidratacéo,
infeccOes do trato urinario, obstrucdo do trato urinario, obstrucdes vasculares do enxerto
e niveis elevados de inibidores de calcineurina. Descartadas essas possibilidades sugere-
se, para um diagndstico e tratamento adequado, a realizacdo de uma biopsia do enxerto
renal, pois nessas situacdes somente a avaliacdo do tecido renal pode indicar a etiologia
da disfuncdo do enxerto, cujo diagnostico diferencial inclui principalmente a rejei¢do
aguda, nefrototoxicidade, pielonefrite, microangiopatia trombética, nefrite por polioma

virus e recorréncia de doencgas renais primarias (14).

Com os avangos na imunossupressdo, em especial nos dltimos 15 anos, tanto em
termos de maior disponibilidade de drogas quanto em melhor utilizacdo das mesmas, 0s
episddios de rejeicdo aguda diminuiram substancialmente em frequéncia. Dessa forma,
espera-se um aumento na porcentagem das bidpsias de vigilancia cujos achados seriam
apenas os relacionados as lesdes de isquemia e reperfusdo, situacdo na qual a
informacdo propiciada pela analise histolégica ndo leva a modificacdo da terapia e,

portanto, a bidpsia ndo seria necessaria (15,16).

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estratégias para localizar e selecionar as informacoes

Esta revisdo se baseia em identificar as orientagcdes e diretrizes (“‘guidelines”)
para a realizagdo das biopsias de vigilancia em transplantados renais. Por definicdo

essas bidpsias sdo aquelas indicadas nos pacientes cujo enxerto esteja sem funcédo
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inicial, ou com disfuncéo inicial do enxerto (DGF), indicando-se sua realizacdo nos
primeiros dias pos transplante e sua repeticdo a cada 7 a 10 dias, até que o enxerto
adquira funcdo. A estratégia de busca envolveu as seguintes bases de dados: PubMed,
SciELO e banco de teses da CAPES, no periodo de 1995 a 2019. Foram realizadas
buscas através dos termos “Surveillance biopsy in kidney transplantation”, “delayed
graft function”, “protocol biopsies”, “subclinical rejection”, “acute rejection” e suas

combinagoes.

3667 artigos

([FU s artieos
| 36322 artgos

[ 5026 artigo:_|
z e T

H

]

1= Surveillance biopsy in E
kidney transplantation
2-Delayed graft function |
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E e

i Hgﬁ i

i

593 artigos

[2s] RSN BT
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| sanigns |

{ ]

Figura 1. Estratégia de busca de referéncias bibliogréficas sobre as bases que
fundamentam este estudo. Caixas verdes indicam os artigos que foram incluidos nesta
revisdo.

2.2 DefinicBes e conceitos (DGF e bidpsia de vigilancia)

Existem na literatura diversas defini¢cbes da disfungéo inicial do enxerto ou
funcdo tardia do enxerto (do inglés: DGF — delayed graft function), que utilizam como
critério a necessidade de diélise, alteracBes da creatinina sérica ou a combinacdo de
ambos os critérios, com uma variabilidade na incidéncia de DGF de 24,3% a 70% em

transplantes com doadores falecidos em morte encefélica. A definicdo mais amplamente
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utilizada e com aplicacdo mais simples e reprodutivel, é aquela que considera apenas a

necessidade de diélise nos primeiros sete dias ap0s o transplante (7,17).

As bidpsias de vigilancia, que sdo as que fazem parte do escopo deste estudo,
sdo conceitualmente as realizadas no periodo de disfuncdo inicial do enxerto renal.
Preconiza-se a sua realizacdo a cada 7-10 dias no periodo de DGF, quando a creatinina
sérica ainda ndo é Util para que seja suspeitada a ocorréncia de rejeicdo aguda ou de
outras causas de disfuncdo do enxerto (12). Em pacientes com elevado risco para
rejeicdo, em especial a rejeicdo aguda mediada por anticorpos (RAMA) e gque evoluem

com DGF, constitui pratica comum a realizacdo mais precoce da bidpsia de vigilancia.

2.3 Fatores de risco para disfuncao inicial do enxerto (DGF)

A DGF, previamente definida pela necessidade de dialise na primeira semana
apos o transplante, apresenta grande variabilidade de incidéncia entre diferentes centros
transplantadores e paises. Os registros Norte Americanos demonstram incidéncia de
DGF em aproximadamente 24% dos pacientes transplantados renais enquanto dados
Brasileiros demonstram incidéncia muito mais elevada, atingindo em torno de 60% dos
pacientes submetidos a transplante renal com doador falecido (8,18,19). Além da
variabilidade entre centros, a incidéncia de DGF varia com o perfil de risco do receptor
e do doador, sendo mais comum em pacientes afro-descendentes receptores de 6rgéos
de doador falecido e com risco cerca de trés vezes maior com a utilizagdo de rins de
doadores acima dos 60 anos quando comparados aos doadores com menos de 40 anos
(20). Adicionalmente, a incidéncia de DGF sofreu uma elevacdo no decorrer dos anos
concomitantemente a maior utilizacdo de 6rgdos de doadores de critérios expandidos de
acordo com os critérios UNOS (United Network for Organ Sharing) (17) ou doadores
com KPDI (Kidney Donor Profile Index) elevado (5,21-23).

Os fatores de risco para DGF podem estar relacionados: (a) ao processo da
procura e captagdo dos 0rgéos, rins de doadores de coragdo parado (modalidade ndo
utilizada no Brasil atualmente), mas por vezes 0s rins sdo retirados em parada cardiaca
do doador em morte encefalica, uso de drogas inotrdpicas, tempo de isquemia fria, tipo
de solucdo de preservacdo e tipo de preservacdo renal, estatica ou pulsatil; (b) ao
doador, idade e presenca de doengas tais como hipertensao arterial e diabetes, doador
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como sendo de critérios expandidos (Critérios UNOS: doador > 60 anos ou com idade
entre 50 e 59 anos com pelo menos dois dos trés fatores a seguir: AVC como causa da
morte encefalica, hipertensdo arterial e creatinina sérica > 1,5 mg/dL) ou com KPDI
elevado, além da qualidade da manutencdo do potencial doador ap6s o diagnostico de
morte encefalica até a captacdo do 6rgdo; (c) ao receptor, presenca de hipovolemia,
hidratacdo trans-operatoria insuficiente, hemodialise com ultrafiltracdo recente, etnia,
obesidade, re-transplantes, e (d) a cirurgia do transplante e pés-operatério imediato,
tempo das anastomoses vasculares, dificuldades técnicas no implante, manejo volémico

e hemodinamico inadequado no pos-operatério imediato (14,24,25).

Em um grande estudo norte-americano em base de dados, envolvendo 24.337
receptores de transplante renal com doador falecido, os fatores de risco descritos como
de maior impacto para DGF foram o tempo de isquemia fria, a creatinina sérica final do
doador, o indice de massa corporal do receptor, doador em morte cardiaca e a idade do
doador (20). Dados mais recentes, publicados em 2018, em estudo retrospectivo de
centro Unico, realizado no Brasil por Helfer et al. reiteraram como varidveis
significativas para DGF em andlise multivariada a creatinina final do doador, a idade do
doador, o tempo de isquemia fria além do uso de terapia de inducdo com anticorpos
(26).

2.4 Leséo de isquemia e reperfusao

A interrupcdo do fluxo sanguineo renal no momento da captacdo renal para
transplante e a subsequente reperfusdo do érgdo induzem importantes perturbacdes no
metabolismo celular e inflamacdo tecidual. Essas alteragdes relacionadas a isquemia-
reperfusdo contribuem para a disfuncdo inicial do enxerto e aumentam a

imunogenicidade do enxerto.

Em nivel celular, a isquemia causa uma rapida deplecdo do suprimento
energético (ATP) nas células tubulares renais, o que induz a desorganizacdo do
citoesqueleto com quebra das jungdes intercelulares, perda da polarizagéo celular e
disfuncéo dos transportadores idnicos da membrana celular. Como consequéncia destes
eventos as células endoteliais e epiteliais desprendem-se de suas membranas basais

ocasionando a obstrugdo dos lumens vascular e tubular, respectivamente (Figura 2). A
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perda da permeabilidade vascular e tubular leva ao acimulo de fluidos no intersticio do
6rgdo, o que ira contribuir futuramente para o atraso na reperfuséo renal e prolongar o
periodo de insulto isquémico. A lesdo celular ocasionada por isquemia e reperfusdo se
associa a producdo de espécies reativas de oxigénico, que Sdo responsaveis pela
oxidacdo prejudicial de lipidios, proteinas, membranas e acidos nucléicos tanto das
células epidteliais como das endoteliais. Além das consequéncias metabolicas hd uma
ativagdo da resposta imune inata através de receptores toll-like que recrutam mediadores

inflamatdrios, gerando uma reacéo inflamatdria local (27,28) (Figura 3).
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Figura 2. Perda da polaridade celular levando ao destacamento celular e obstrugdo da luz
tubular. Adaptado de Schrier et al, 2004(29).
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Figura 3. Ativacdo da resposta imune inata, gerando uma reacéo inflamatdria local. Adaptado
de Gandolfo et al, 2007(30).

2.5 Imunologia de transplantes e imunossupressdo — estratégias para

melhora dos desfechos

O sistema imune € responsavel pelo reconhecimento do que é préprio ou néo-
préprio do organismo e a repostas aos fatores estranhos. Divide-se a imunidade em inata
e adaptativa. A imunidade inata é primitiva e representa uma resposta rapida a um
grande numero de estimulos e é representada por moléculas e células presentes no
individuo, independente de contato prévio com agentes agressores. Os principais
agentes da imunidade inata sdo os macrofagos, neutréfilos, células dendriticas e células
natural killer com mecanismos principais representados pela fagocitose, liberagcdo de
mediadores inflamatdrios, ativacdo do sistema complemento assim como a sintese de
proteinas de fase aguda, citocinas e quimiocinas. Ja a imunidade adaptativa é
dependente de exposi¢do prévia a um antigeno e depende da ativacdo linfocitaria e das
moléculas produzidas a seguir. Esta tem como caracteristicas principais a especificidade
e diversidade de reconhecimento, memoria, especializacdo de resposta, autolimitacéo e

tolerancia aos componentes do proprio organismo (31).



18

O sistema imune rege a aceitagdo ou rejeicdo de um enxerto transplantado.
Diferentes individuos possuem diferentes moléculas em sua superficie celular e que séo
reconhecidas pelas células do sistema imune do receptor e desencadeiam 0 processo
aloimune que pode suscitar na rejeicdo do orgdo. Em humanos, essas moléculas de
histocompatibilidade s&o principalmente do sistema HLA (human leukocyte antigens).
As moléculas HLA séo glicoproteinas de superficie celular, classificadas como HLA de
classe | e de classe Il. Aquelas de classe | estdo presentes na superficie de
essencialmente todas as células nucleadas, ja as moléculas de classe Il sdo expressas em
alguns tipos celulares, como as células apresentadoras de antigenos (APC): células
dendriticas e macrofagos, além de linfécitos B e linfocitos T ativados. Os loci HLA de
classe | séo principalmente HLA-A, B e C e de classe Il o HLA-DR, DQ e DP; séo
herdados dos genitores em conjunto, formando um haplotipo, possuindo dois alelos

diferentes para cada especificidade HLA (14).

O reconhecimento de antigenos pelas células T se d& a partir da apresentacéo de
peptideos destes antigenos dentro de moléculas HLA, através dos receptores localizados
na superficie celular chamados de receptor de célula T (TCR, T-cell receptor). Este
reconhecimento decorre da interacdo entre MHC, peptideo e TCR. Para ativacdo do
linfocito T, sdo necessarios dois sinais, o primeiro sinal é gerado pela interacdo entre o
aloantigeno e TCR e da inicio ao processo de ativacdo do linfocito T, a seguir ha a
interacdo entre moléculas co-estimulatérias como CD28, nos linfocitos T, e moléculas
B7-1 e B7-2 nas células apresentadoras de antigenos (APCs, do inglés antigen
presenting cells) caracterizando o segundo sinal. A partir dessas vias de ativacdo ha uma
transducdo de sinais intracelulares que culminam na transcricdo de diversos genes e na
sintese de fatores de crescimento, como a interleucina 2 (IL-2), levando a proliferacédo
celular e expansdo clonal dos linfécitos T, a progressdo deste processo leva a
diferenciacdo das células T em efetoras ou células de memoria, que serdo o0s
desencadeadores e mantenedores de um processo de agressdo ao enxerto (Figura 4)
(14,32).
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Resposta Imune ao Tecido Transplantado

Reconhecimento Expansdo Mediadores Células e
antigénico celular clonal solaveis moléculas efetoras

(]
® Granzima B

Perforina

« CD40-CD40L

2522 a-HLAAb

Figura 4. Resposta imune ao tecido transplantado. Fases de apresentacéo, alorreconhecimento
e co-estimulacdo. Expansdo clonal de células ativadas por interleucinas. Fase efetora com
moléculas agressoras e fase humoral com anticorpos anti-HLA.

Como estratégia para melhores desfechos do transplante renal relacionados a
imunossupressdo adota-se protocolos de imunossupressdao baseados nos riscos
imunoldgicos e ndo-imunoldgicos, como o tipo de doador (vivo ou falecido), qualidade
do o6rgdo, presenca de infeccBes e comorbidades. Grande parte dos protocolos atuais se
baseiam na utilizacdo de corticosteroides, inibidores da calcineurina, drogas
antiproliferativas e anticorpos que sdo utilizados na terapia de inducéo.

Considerando pacientes com risco imunoldgico baixo pode ndo ser necessaria a
inducdo da imunossupressao com anticorpos e, em geral, pode-se realizar a manutencao
de imunossupressdo com o uso de corticosteroides, um inibidor da calcineurina e
micofenolato ou azatioprina. Para receptores com risco imunoldgico padrdo, ou seja,
ndo sensibilizados, ndo afrodescendentes, adultos e primeiro transplante usualmente
indica-se a combinacdo de corticosteroides, inibidor da calcineurina e agente
antiproliferativo, podendo ser realizada a indugdo com anticorpos na dependéncia de
fatores como tempo de isquemia fria prolongado ou insuficiéncia renal no doador
(33,34). Ja pacientes de alto risco imunolodgico, incluidos aqueles hipersensibilizados,
com presenca de anticorpos contra o doador (DSAs — donor specific antibodies), prova

cruzada positiva, re-transplantes, afrodescendentes, receptores pediatricos e receptores
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com DGF, necessitam de uma imunossupressao mais intensa, sendo entdo importante a
realizacdo da inducdo da imunossupressao com uso de anticorpos e posterior
manutengdo da imunossupressdo com inibidor da calcineurina associado a agente
antiproliferativo potente, como micofenolato (sédico ou mofetil), além do
corticosteroide. Nestes pacientes de maior risco o uso de agentes depletores de células T
é provavelmente benéfico para a sobrevida do enxerto (35,36).

Como parte da estratégia para propiciar melhores desfechos € importante que a
definicdo do protocolo seja realizada de maneira individualizada, tendo em vista que 0s
pacientes ndo sdo iguais e podem apresentar riscos e efeitos adversos diferentes as
medicacOes empregadas e considerar ainda que uma imunossupressdao de maior
intensidade pode levar a reducdo do risco de rejeicdo mas ao mesmo tempo leva a um

importante acréscimo no risco de infeccBes e neoplasias.

2.6 Nefrotoxicidade dos inibidores da calcineurina

O desenvolvimento da ciclosporina nos anos 1970 revolucionou a
transplantacdo, a partir deste momento o tratamento preferencial para a doenca renal em
estagio final se tornou o transplante renal. Nos Ultimos anos cerca de 94% dos
receptores de transplante renal estdo sob regime imunossupressor contendo um inibidor

da calcineurina (37,38).

A acdo imunossupressora destas medicacdes se da pela inibicdo da calcineurina
levando a supressdo da transcricdo de IL-2 e, em ultima instancia, blogueando a
ativagdo das células T (39).

Em 1984, Myers et al. demonstraram que 0 uso continuado de ciclosporina se
associava ndo apenas com uma reducdo reversivel da TFG como também com uma
piora funcional irreversivel e progressiva com lesdo tdbulo-intersticial e

glomeruloesclerose. (40)

Na fisiopatologia da nefrotoxidade aguda dos inibidores de calcineurina sugeriu-
se como principal fator a vasoconstri¢do das arteriolas aferentes, mediada pela acdo de
fatores como endotelina (potente vasoconstritor liberado pelas células epiteliais renais),

tromboxano e ativacdo do sistema renina-angiotensina que, por sua vez, promove a
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reducdo do fluxo sanguineo renal, potencializando as alteracbes hemodindmicas ja
ocasionadas pelo uso do inibidor de calcineurina. Além dos fatores ja descritos ha
evidéncia também de disfuncéo endotelial associada ao uso de tacrolimus e ciclosporina
por inibirem a formacdo de Oxido nitrico, cuja acdo vasodilatadora poderia

contrabalancear os efeitos vasoconstritores previamente citados (24,40).

A nefrotoxicidade cronica relacionada aos inibidores da calcineurina é advinda
da combinacdo das alteracbes hemodindmicas e dos efeitos toxicos diretos destas
medicacdes nas células epiteliais tubulares, e lesGes sugestivas sdo identificadas em
praticamente todos os pacientes apds 10 anos de transplante (41). As lesdes podem
atingir, irreversivelmente, todos os compartimentos do rim, ou seja, levar a hialinose
arteriolar, atrofia tubular e fibrose intersticial e também ao espessamento e fibrose da

capsula de Bowman (42) (Figura 5).

A ocorréncia de doenca renal cronica em pacientes que recebem transplantes de
Orgdos sélidos outros que ndo o rim também tem sido considerada em suporte ao

relevante papel da nefrotoxicidade dos inibidores de calcineurina (43,44).
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Figura 5. Representacdo esquematica da fisiopatologia, achados histoldgicos e alteracdes funcionais
na nefrotoxicidade dos inibidores da calcineurina.
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2.7 Rejeicdo aguda

A rejeicdo representa um importante obstaculo a trasplantacdo sendo um dos
fatores de mau prognostico mais importante na sobrevida do enxerto. O transplante
entre individuos geneticamente diferentes induz a uma reposta imune no receptor contra
os aloantigenos presentes nas superficies celulares do 6rgdo transplantado. O néo

controle dessa resposta imune culminard com a destruicdo do aloenxerto (45,46).

As alteracBes imunoldgicas se iniciam antes mesmo do transplante, pelos efeitos
inflamatorios sistémicos presentes no doador em morte encefélica e as alteracBes
secundarias a isquemia-reperfusdo que geram uma hiperexpressdo dos antigenos HLA
com liberacdo de quimiocinas, citocinas pro-inflamatérias e moléculas de adesdo no
enxerto, intensificando a resposta imune e aumentando a infiltrac&o celular no enxerto, e

dessa forma aumentando o risco de rejeigéo (45,47).

Na década de 1960 a imunossupressao no transplante renal era constituida
unicamente por azatioprina e corticosterdides e eram comuns as rejei¢cfes agudas
acompanhadas por febre, oliguria e endurecimento do enxerto. Esta apresentacgdo clinica
praticamente desapareceu com a introducdo, na década de 1980, dos inibidores de
calcineurina e com o melhor pareamento imunoldgico entre doadores e receptores,
reduzindo o risco de rejeicdo aguda para menos de 15% no primeiro ano apds o
transplante. 1sso levou a melhores sobrevidas demonstradas em analise realizada entre
1988 e 1996 por Hariharan et al. No entanto, esses desfechos favoraveis em curto prazo

ndo impactaram na sobrevida dos enxertos em longo prazo (45,46,48).

Classicamente as rejeicGes foram classificadas temporalmente como: (a)
rejeicdo hiperaguda (ocorrendo em minutos ou poucas horas); (b) rejeicdo aguda
(dias a semanas); (c) rejeicdo aguda tardia (apés trés meses) ou (d) rejeicdo cronica

(meses a anos apos o transplante).

Modernamente, desde a década de 1990, as histopatologias dos enxertos e por
conseguinte as rejei¢oes, sdo avaliadas pela classificagdo de Banff. Tal classificagéo foi

revisada em 2017 e encontra-se na Tabela 1 abaixo (14,45,49).



Tabela 1. Classificacao de Banff 2017

Categoria 1: Biopsia normal ou alteragdes ndo especificas.
Categoria 2: AlteracGes mediadas por anticorpos.
Rejeicdo aguda mediada por anticorpos: deve preencher os trés critérios para diagnéstico:

1. Evidéncia histolégica de lesdo tecidual aguda, incluindo ou mais dos seguintes:

- Inflamacdo microvascular (g>0 e/ou ptc>0), na auséncia de glomerulonefrite de novo,

entretanto, na presenga de RAC, infiltrado borderline ou infecgdo, ptc>1 apenas ndo ¢

suficiente e g deve ser >1);
- Arterite intimal ou transmural (v>0);
- Microangiopatia trombotica, na auséncia de outras causas;

- Necrose tubular aguda, na auséncia de outras causas aparentes.

2. Evidéncia de interacdo atual ou recente de anticorpos com o endotélio vascular, incluindo um

ou mais dos seguintes:

- Marcagdo Cd4 linear em capilares peritubulares (C4d2 ou C4d3 em IF, ou C4d>0 por IHQ

em tecido parafinado).

- No minimo inflamagdo microvascular moderada ([g + ptc] >2) na auséncia de glomerulefrite

de novo, entretanto, na presenca de RAC, infiltrado borderline ou infeccdo ptc>2

isoladamente nao ¢ suficiente e g deve ser >1.

- Aumento na expressdo de transcritos ou classificadores génicos no tecido renal que sejam

fortemente associados a RAMA e validados.

3. Evidéncia soroldgica de anticorpos especificos contra o doador (DSA contra HLA ou outros

antigenos).

- Positividade C4d ou expressédo de transcritos/classificadores génicos, como acima no critério
2 podem substituir o DSA. Entretanto a testagem completa de DSA, incluindo anticorpos anti-

HLA, se a testagem dos anticorpos anti-HLA for negativa, é fortemente recomendado que 0s

critérios 1 e 2 estejam presentes.
Rejeicdo cronica mediada por anticorpos: preencher os trés critérios para diagnostico

1. Evidéncia morfoldgica de lesdo tecidual cronica, incluindo 1 ou mais dos seguintes:

- Glormerulopatia do transplante (cg>0) se ndo houver evidéncia de MAT crbnica ou

glomerulonefrite recorrente/de novo; inclui alteracbes evidentes apenas pela microscopia

eletrnica (cgla).
- Membrana basal de capilar peritubular severamente espessada (requer ME)
- Fibrose arterial de inicio recente, excluidas outras causas.

2. ldénticos aos critérios 2 para RAMA.

3. ldénticos aos critérios 3 para RAMA, incluindo forte recomendacgéo para testar DSA quando

presentes os critérios 1 e 2.

Marcacdo C4d sem evidéncia de rejeicdo: os 4 critérios devem estar presentes para o

diagndstico:

1. Marcacdo C4d linear em capilares peritubulares.

23
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2. Auséncia do critério 1 para RAMA ou RCMA.

3. Auséncia de evidéncia molecular de RAMA ou RCMA.

4. Auséncia de RAC ou alteracGes borderline.
Categoria 3: Alteracdes borderline
Alterages suspeitas (borderline) para RAC.
Tubulite (t>0) com inflamacao intersticial leve (i0 ou i1), ou inflamacao intersticial moderada a severa
(i2 ou i3) com tubulite (t1) moderada.
Auséncia de arterite intimal ou transmural (v=0).
Categoria 4: Rejeicdo mediada por células T
Rejeicdo aguda mediada por células T
IA — inflamacéo intersticial envolvendo >25% do parénquima cortical (i2 ou i3) com tubulite
moderada (t2) envolvendo 1 ou mais tlbulos, excluindo os tibulos severamente atréficos.
IB - inflamac&o intersticial envolvendo >25% do parénquima cortical (i2 ou i3) com tubulite severa
(t3) envolvendo 1 ou mais tubulos, excluindo os tibulos severamente atréficos.
1A — leve a moderada arterite (v1), com ou sem inflamagcéo intersticial e/ou tubulite.
11B — arterite intimal severa (v2), com ou sem inflamacéo intersticial e/ou tubulite.
Il — arterite transmural e/ou necrose fibrindide da camada muscular média com presenca de arterite
intimal com células mononucleares (v3), independente da presenga ou ndo de inflamagdo intersticial
e/ou tubulite.
Rejeicdo cronica mediada por células T
IA — inflamacdo intersticial envolvendo >25% do cortex (score ti 2 ou 3) e >25% de esclerose cortical
(score IFTA 2 ou 3) com tubulite moderada (t2) envolvendo 1 ou mais tUbulos, sem inclusdo de
tbulos severamente atroficos; outras causas conhecidas de IFTA devem ser descartadas.
IB - inflamacdo intersticial envolvendo >25% do cortex (score ti 2 ou 3) e >25% de esclerose cortical
(score IFTA 2 ou 3) com tubulite severa (t3) envolvendo 1 ou mais tdbulos, sem inclusdo de tubulos
severamente atrdficos; outras causas conhecidas de IFTA devem ser descartadas.
Il — arteriopatia cronica do enxerto (fibrose intimal arterial com presenca proliferacdo celular
mononuclear e formacédo de neointima).
Adaptado de Haas et al, 2018 (49).

Na rejeicdo hiperaguda, que nos dias atuais praticamente inexiste devido a
melhora nas técnicas de prova cruzada pré-transplante que detectam com melhor
eficiéncia anticorpos especificos contra o doador, ha a ativacdo da via cléssica da
cascata do complemento seguida por necrose endotelial, deposicdo plaquetaria e
coagulacdo local, ocorrendo quase imediatamente ap0s a liberacdo dos clampes
vasculares. O enxerto pode se apresentar visualmente como um rim de aspecto moteado

e flacido, reflexo da deposicdo de anticorpos contra antigenos HLA expressos no
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endotélio glomerular e na microvasculatura que em dltima instancia ira levar a

necessidade de remocéo do enxerto.(50,51)

A rejeicdo aguda mediada por anticorpos, que se inicia alguns dias apds o
transplante, ou em algumas semanas quando utilizada terapia imunossupressora potente,
tem como caracteristica uma rapida disfuncdo do enxerto secundaria a inflamac&o. Essa
resposta inflamatdria pode manifestar-se com mais rapidez quando ha exposi¢éo prévia
a alguns antigenos que irdo gerar uma elevacao nos titulos de anticorpos fixadores de
complemento, que terdo como principal alvo os antigenos MHC dispostos no endotélio
dos capilares peritubulares e glomerulares do doador. A lesdo dessas células endoteliais
induz a liberag&o de diversas moléculas agressoras como: o fator de von Willebrand e P-
selectina, que promovem agregacdo plaquetaria; citocinas como IL-la e IL-8 e
quimiocinas como CCL2 que ocasionam a aderéncia de leucécitos aos glomérulos
(glomerulite) ou aos capilares peritubulares; e os quimiotaticos C3a e Cba. Esse
processo de agressao tecidual se acompanha da deposicdo do C4d, marcador classico de
ativacdo do complemento, nos capilares peritubulares e, o C5b é o gatilho para a
formacdo do complexo de ataque a membrana (C5b-C9) que ird resultar em necrose
endotelial localizada e apoptose, bem como o descolamento das células endoteliais da
membrana basal (figura 6). O diagnéstico e tratamento precoces nesta situacdo sdo

indispensaveis para a manutencédo do enxerto (45,50,52).
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Figura 6. Ligacao dos anticorpos aos antigenos endoteliais com consequente ativacdo do
complemento e formagdo do complexo de ataque a membrana que resulta em necrose
endotelial. Adaptado de Nankivell et al,2010 (45).
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A rejeicdo aguda mediada por células se inicia pela apresentacdo de
aloantigenos do doador aos linfocitos T do receptor através das células apresentadoras
de antigenos (APCs). O complexo principal de histocompatibilidade (MHC) contém os
genes HLA, altamente polimérficos, e que codificam as glicoproteinas que permitem
que as APCs apresentem fragmentos de antigenos (peptideos) aos receptores de células
T. As moléculas MHC sdo, como previamente descrito, de classe | ou classe I, tendo
como principal diferenca funcional que as moléculas de classe | apresentam peptideos
derivados de proteinas intracelulares aos linfocitos citotoxicos T CD8, enquanto as
moléculas de classe Il apresentam peptideos derivados de proteinas extracelulares aos

linfocitos T CD4, no fendmeno conhecido como “restricdo do MHC” (Figura 7).
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Figura 7. Processamento de antigenos enddgenos (peptideos derivados de proteinas
intracelulares) através dos linfocitos T CD8 e dos antigenos exdgenos (peptideos derivados de
proteinas extracelulares) através dos linfocitos T CD4. Adaptado de Nankivell et al, 2010 (45).
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Essa apresentacdo de antigenos pode se dar por trés vias de alorreconhecimento:
(@) via direta, os linfocitos T do receptor reconhecem MHC + peptideo nas APC do
doador; (b) via indireta, linfocitos T do receptor reconhecem os antigenos derivados do
doador processados e apresentados por APC do proprio receptor e; (c) via semi-direta,
os linfocitos T do receptor reconhecem moléculas MHC derivadas do doador que foram
transferidas para a superficie de células do receptor por mecanismo chamado
trogocitose (figura 8). A via indireta de alorreconhecimento se torna mais importante no
processo de injdria ao enxerto com o passar do tempo, na medida em que desaparecem
as APCs do doador. (14,45,53)
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Figura 8. Vias de alorreconhecimento.

Apds a apresentacdo do antigeno pela APC, o linfocito T é ativado e, a seguir,
prolifera e se diferencia em subgrupos de células T auxiliares que possuem diferentes
perfis de producéo de citocinas. Existe, no entanto, uma sobreposi¢éo das suas fungdes
efetoras, ja que as células T CD4+ produzem citocinas inflamatorias como IF-y e IL-2,
indutoras da reposta celular, e 1L-4, IL-5 e IL-13, indutoras da resposta humoral, e as

celulas T CD8+ promovem citotoxicidade direta (figura 9) (45,54,55).
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Figura 9. Ativacao e diferenciacao linfocitaria. Adaptado de Nankivell et al, 2010 (45).

Além das células mononucleares, como os linfécitos T CD4+ e T CD8+,
citocinas inflamatorias e quimiocinas se acumulam nos locais de rejeicao celular aguda
e ha, também, a participacdo de outras células e vias na rejeicdo. A expressdo de genes
de células B e CD20 aumentam em rejeicdo celular severa, infiltragdo eosinofilica
ocorre em rejeicBes corticorresistentes, macrofagos ativados secretam citocinas pro-
inflamatorias (IL-1, IL-12, e IL-18, TNF-a, e IF-y) intensificam a reac¢do inflamatoria

que propicia a deterioragédo da funcdo do enxerto (45,52,56).

Em decorréncia de proliferacdo clonal ocorrendo no intersticio ha infiltracdo por
células mononucleares, que a seguir, invadem os tubulos renais causando o fenémeno
conhecido por “tubulite”. Citocinas inflamatérias produzidas por esses linfocitos T no
instersticio ativam as células epiteliais tubulares que, por sua vez, atraem mais linfocitos
através da liberagdo de quimiocinas (como CCL2, CCL5 e CXCL1). Os linfocitos T
CD8+ que tem especificidade imunoldgica com o enxerto cruzam a membrana basal do
tubulo, onde proliferam e levam a apoptose das celulas tubulares e, por fim essas células

tubulares lesadas contribuem para a promocao da fibrose intersticial. Esse mecanismo
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de ruptura da membrana basal associado a necrose das células epiteliais tubulares levam

a uma disfungéo do enxerto e atrofia tubular progressivas (45,57).

Rejeicdo vascular (arterite ou endarterite) que se caracteriza pela infiltracdo dos
vasos por células mononucleares, apoptose de células endotelais e a sintese de matriz
protéica e coldgeno pelos miofibroblastos. Nesta apresentacao, os linfocitos T CD4+e T
CD8+ e macrofagos invadem a camada intima e o subendotélio das artérias por
intermédio da moléculas de adesdo ICAM-1 ou VCAM, além da participacdo de
anticorpos anti-MHC, células natural killer e IF-a nesta invasdo vascular. Esta forma de
rejeicdo é uma condicdo severa que geralmente ndo responde a corticoterapia e necessita
terapia potente com anticorpos antilinfécitarios (45,58,59).

Com a evolucao dos esquemas imunossupressores a incidéncia de rejeicao aguda
apresentou importante reducdo nos ultimos anos. Mesmo descrescendo ao longo do
tempo ela permanece sendo uma complicacdo importante, principalmente no grupo de
pacientes que apresentam disfungéo inicial do enxerto, com repercussfes sobre o
prognostico do transplante. Em estudo recente Sandes-Freitas et al. demonstraram
incidéncia de RA significativamente maior em pacientes com DGF em comparagdo com
aqueles sem DGF (36,2% vs. 12,2%, p < 0,001) (19). Outro estudo, ainda mais recente,
publicado no mesmo periddico, confirma maior incidéncia de rejeicdo aguda
comprovada por bidpsia em pacientes do grupo DGF (27,3% no grupo DGF vs. 17,9%
no grupo sem DGF, p < 0,05) (60). A ocorréncia da DGF também se associou a maior
incidéncia de rejeicao aguda com classificagdo de Banff >IA (RA em 24,5% do grupo
com DGF e 14,7% em grupo sem DGF, p=0,017) no estudo apresentado por Helfer et
al., além de ter apresentado uma funcdo reduzida do enxerto até seis anos apds o
transplante e menor sobrevida do enxerto (26). Esses dados, recentemente publicados,
ratificam a importancia da realizacdo de bidpsias de vigilancia no grupo de pacientes
com disfuncdo inicial do enxerto, que conforme citado previamente, apresentam um
aumento de imunogenicidade do enxerto com consequente aumento do risco de rejeicdo

e reducdo da sobrevida do enxerto.
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3. MARCO CONCEITUAL
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Figura 10. Representagdo esquematica simplificada do marco conceitual: utilidade da biopsia
de vigilancia.
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4. JUSTIFICATIVA

As bidpsias de rins transplantados geralmente sdo indicadas com o objetivo de
identificar lesdes que levam a alteracdo da funcdo renal ou produzem sinais de agressao.
Estudos prévios demonstram que a rejei¢do aguda subclinica € prevalente em bidpsias
protocolares (aquelas realizadas a despeito da funcdo renal e em momento pré-
estabelecido) e se associa disfuncéo tardia do enxerto (61), assim como o tratamento
precoce destas alteracdes poderia reduzir a progressdo para fibrose intersticial e atrofia
tubular (FI/AT), além de melhorar a fun¢do do enxerto renal a longo prazo (62-65). No
entanto esses estudos iniciais foram realizados em coortes de pacientes transplantados
que receberam regimes de imunossupressao consideravelmente menos eficientes e
estudos com pacientes que receberam terapia imunossupressora mais eficiente mostram

uma diminuigdo significativa da incidéncia de rejeicéo subclinica (66).

Com relagdo as bidpsias chamadas “de vigilancia” ainda ha uma escassez de
dados publicados. Em uma coorte anterior de nosso servico demonstramos que as
bidpsias de vigilancia permaneciam um instrumento Util em pacientes transplantados
renais durante o periodo de DGF e com disfuncéo aguda do enxerto (67). No entanto o
impacto da terapia imunossupressora contemporanea nessa utilidade nao foi avaliado até

0 presente momento.

As bidpsias de vigilancia sdo recomendadas pelas diretrizes e exercidas na
pratica clinica, sendo realizadas em 7 a 10 dias nos pacientes com DGF (9-12). O
racional para sua realizacdo € revelar processos nocivos ao enxerto que estejam
mascarados pelas lesdes de isquemia-reperfusdo, em especial a necrose tubular aguda
(NTA). Entre essas lesdes destacam-se a rejeicdo aguda (RA), pielonefrite do enxerto e
a nefrotoxicidade por drogas imunossupressoras, primordialmente os inibidores da

calcineurina.

O aprimoramento dos regimes de imunossupressdao levou a uma redugéo
significativa da rejeicdo aguda e da nefrotoxicidade, assim, atualmente as bidpsias de
vigilancia provavelmente tenham uma relevancia significativamente menor do que no
passado. Dessa forma, o presente estudo busca identificar grupos de pacientes que
poderiam ndo se beneficiar da biopsia de vigilancia, na medida que a bidpsia renal
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agrega riscos e custos. Apesar de baixa probabilidade de complicacBes clinicamente
relevantes ocorrerem em bidpsias de pacientes estaveis (bidpsias protocolares), ndo ha
uma avaliagdo sistematica do custo-beneficio das bidpsias de vigilancia (16,68).

Dessa forma realizamos o presente estudo para testar a hipdtese de que as
bidpsias de vigilancia possam ndo mais ser necessarias em fungdo da maior efetividade

da terapia imunossupressora contemporanea.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo geral:

Avaliar resultados das biopsias de vigilancia em transplantados renais com

disfuncéo inicial do enxerto.

5.2 Objetivos especificos:

5.2.1. Avaliar o impacto do regime de imunosupressdo na incidéncia de

rejeicdo aguda observada nas bidpsias de vigilancia;
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Abstract

Current guidelines recommend performing surveillance biopsies in patients with
delayed graft function (DGF). These guidelines were written in an era in which the
effectiveness of immunosuppressive therapy was substantially lower in preventing acute
rejection. The elevated incidence of DGF observed in Brazil, after deceased donor
kidney transplantation, leads to an elevated need for performing such biopsies since an
elevated incidence of acute rejection is observed in these patients. This is a single-
center, retrospective study including kidney transplant recipients (KTR) that underwent
a graft biopsy during the DGF period between January 2006 and July 2019. Three
hundred and fifty six biopsies were performed in 335 patients, the results were 6 (1.7%)
normal biopsies, 142 (39.9%) isolated acute tubular necrosis, 90 (25.7%) borderline
rejections, 92 (25.7%) acute rejections, 23 (6.5%) coagulation necrosis, 1 (0.3%)
thrombotic microangiopathy and 2 (0.6%) pyelonephritis. As significant risk factors for
acute rejection we identify on multivariate analysis recipient age, DGF duration,
vascular anastomosis time as well as an important protective effect of induction therapy
with polyclonal antibodies. In conclusion, surveillance biopsies of kidney grafts
undergoing DGF remain an essential tool for clinical care of Kidney transplant

recipients.

Abbreviations: DGF, delayed graft function; ECD, expanded criteria donors; BDD,
brain dead donors; DSA, donor specific antibodies; AR, acute rejection; PRA: panel

reactive antibodies.
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Introduction

Over the last decades kidney transplantation has become an effective lifesaving
procedure for a substantial portion of patients with end-stage kidney diseases (1).
Besides increasing life expectancy, successful renal transplants offer a better life-quality
as compared to other forms of renal replacement therapies (2). In the decade between
2009 and 2018 the number of kidney grafts increased by 32 % in the USA and by 55 %
in Brazil. A substantial part of this increase is due to a more flexible policy or living
donation in some countries but not in all (3). However, the large majority of the kidney
transplants continues to be performed with organs of deceased donors in both countries
(4,5). As compared to transplants with organs from living-donors, deceased donor
kidney transplantation is associated with a higher incidence of delayed graft function
(DGF), which itself as long being associated to lower graft survival and perhaps lower

patient survival (6-8).

Besides, another observed phenomenon, is the increasing age of deceased donors
and the use of donors in circulatory death (DCD) (9). Also, organs donated by expanded
criteria donors (ECD), from donors with high kidney donor profile index (KDPI) are
largely utilized, and tend to be allocated to older recipients (10,11). Such donors and
recipients characteristics, along with a variety of others, that include cold ischemia time
(CIT), type of preservation solution and technique (static versus pulsatile) and
Immunosuppressive regimen are associated with the occurrence of DGF that is currently
best characterized by the need of dialysis within the first week after transplantation (12).
Delayed graft function occurs in approximately one fourth of kidney transplants in in
North America but for reasons that are not entirely clear yet, has a much higher
incidence in Brazil (3,6). Graft injuries, during DGF, immunologic and others, usually
go unnoticed due to the absence of graft functional parameters usually used to monitor
such injuries. Therefore, the only reliable tool to uncover injury is the graft surveillance
biopsy. Importantly, the incidence of acute rejection is substantially higher in kidney
grafts undergoing DGF (13,14).

Current guidelines indicate graft tissue histologic evaluation every 7-10 days
until the graft acquires function (15,16). Accordingly, surveillance biopsies are
frequently performed in this setting mainly in centers in which a high incidence of DGF

is observed. However, guidelines were proposed in an era in which the effectiveness of
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immunosuppressive therapy, in terms of preventing acute rejection, was substantially
lower (15,17).

The aim of the present study is to evaluate the utility of surveillance biopsies in
uncovering graft injuries, other them those related to reperfusion-ischemia injuries that
would lead to specific treatments, mainly acute cellular and/or antibody-mediated

rejections.
Materials and Methods
Study design, variables and biopsies

This a retrospective study that included all deceased donor kidney transplant
recipients who developed DGF and underwent a surveillance graft biopsy between
January 1%, 2006 and July 31%, 2019 at Hospital de Clinicas de Porto Alegre, RS,
Brazil. The study flow-chart is shown in Figure 1. All data was acquired by systematic
review of medical charts and electronic medical records. Individual patient’s records
were anonymous registered in the study database. During the study period 1204
deceased donor (brain dead) kidney transplants were performed. Three hundred and
thirty-five patients were submitted to 351 surveillance biopsies and were included in the
survey. Variables included in the analysis were: (a) donors variables: age, ethnicity,
acute renal injury and ECD; (b) recipients variables: age, ethnicity, gender, previous
transplantation, antibody induction therapy, calculated panel reactive antibodies
(cPRA), presence of donor specific antibodies (DSA), HLA mismatches, positive flow
cytometry cross match and DGF duration; and (c) transplant variables: cold ischemia

time and vascular anastomosis time.

The kidney biopsies were performed through real-time ultrasonography
guidance, using a semiautomatic gun with a 16-G biopsy needle. Slides were stained
with hematoxylin-eosin, periodic acid shift and Masson’s trichrome and evaluated by a
kidney transplant pathologist who was unaware of the clinical data. Slides were

interpreted according to the Banff classification current at the time of the evaluation.

Due to the retrospective nature of this study, the informed consent was not
required. The study was approved by the local Ethics Committee (protocol number
64239617.4.0000.5327).
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Definitions

Delayed graft function was defined as the requirement of at least one dialysis
session during the first week after transplantation (12,13). DGF duration was recorded
from the day of transplantation to the day of the last dialysis session. Expanded criteria
donors were defined according to the UNOS criteria as all donors aged 60 years or older
and those aged 50 to 59 years with at least two of the following conditions:

cerebrovascular cause of death, serum creatinine > 1.5 mg/dL, and hypertension (18,19).
Statistical analysis

Data is presented in absolute numbers, percentages and frequencies. Continuous
variables are presented as mean * standard deviation, compared using ANOVA, with
Tukey post hoc test. Categorical variables as frequencies, and compared using Chi-

square tests.

Sixteen variables included in the model for acute rejection risk analysis. Namely,
donor and recipient age, donor and recipient ethnicity, recipient gender, donor final
serum creatinine > 1,5 mg/dL, ECD, previous transplantation, cPRA > 0, HLA
mismatches, DSA, cold ischemia time, vascular anastomosis time, DGF duration (days),
positive flow cytometry cross match and immunosuppressive antibody induction with
polyclonal anti T cell antibody. Analyzed by robust Poisson regression.

P values lower than .05 were considered statistically significant. Variables with a

P value < .2 in the univariable analysis were included in multivariable analysis model.

Statistical analysis was performed using SPSS v. 18.0 software (SPSS, Inc., Chicago,
IL, USA).

Results

In the study period 356 allograft biopsies were performed in 335 kidney
transplant recipients. All recipients received organs from brain dead deceased donors.
Demographic data of recipients, donors and transplant related variables are

demonstrated in Table 1.
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The majority of the patients were male (61.2%), Caucasians (74.9%) and
without HLA sensitization (51.7% zero PRA). All patients received an initial
Immunosuppressive regimen consisting of steroids, calcineurin inhibitor (tacrolimus or
cyclosporine) and  anti-proliferative  agents  (azathioprine,  sodium/mophetil
mycophenolate) with or without antibody induction (Basiliximab in 148 patients
(44.1%; 156 biopsies) or polyclonal anti-T cell antibodies in 151 patients (45.0%; 157
biopsies). The most common maintenance regimen was tacrolimus, sodium

mycophenolate and steroids in 288 (85.9%) patients.
Biopsy results

The number of patients with one, two and three biopsies were 317,15 and 3
respectively. As depicted in Figure 2 six biopsies (1.7%) were read as normal transplant
kidney, 142 (39.9%) presented with pure acute tubular necrosis (ATN), 90 (25.3%)
presented borderline acute rejections, 92 (25.7%) presented acute rejection (AR), either
cellular (87 cases, 24.3%) or antibody-mediated (5 cases, 1.4%), 23 (6.5%) were read
with coagulation necrosis, 2 (0.6%) with acute pyelonephritis and one biopsy (0.3%)

was interpreted as having thrombotic microangiopathy (Figure 2).

Figure 3 shows the Banff classification the biopsies that were interpreted as
having acute rejection. As shown in the Figure the large majority were cellular
rejections, predominantly 1A and I1A phenotype and a small proportion of the more
severe phenotypes, including antibody-mediated rejection, was observed. Importantly
all biopsies with acute antibody-mediated rejection were from high immunological risk
patients that received induction therapy with polyclonal anti T cell antibodies. (Figure
3).

The risk factors for acute rejection included in the analysis were: donor related
(age, ethnicity, acute renal injury and ECD), recipient related (age, ethnicity, gender,
previous transplantation, antibody induction therapy, cPRA, presence of DSA, HLA
mismatches, positive flow cytometry cross match and DGF duration) and those related
to the surgery (cold ischemia time and vascular anastomosis time). Risk factors were
analyzed through univariate and multivariate (table 2) methods. Variables with a P

value lower than 0.2 in the univariate analysis were included in multivariate analysis.
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In the univariate analysis the risk factors with statistical significance for
rejection were: positive flow cytometry cross match (p<0.05), vascular anastomosis
time (p<0.05), DGF duration (p<0.05) and a protective effect of induction therapy with
polyclonal antibodies (p<0.005). These factors and recipient’s age (p<0.2) were

included in multivariate analysis.

In multivariate analysis model the variables that remained significant were
recipient’s age, DGF duration, vascular anastomosis time and induction therapy with

polyclonal antibodies (Table 2).
Immunosuppressive regimen and the occurrence of rejection

The incidence of rejection was influenced by the immunosuppressive regimen.
In the 36 patients that did not receive induction the incidence of acute rejection was
36.1% (13 episodes; all cellular rejection phenotype). Patients treated with Basiliximab
(N = 148) 37.8 % incidence was observed (56 episodes; all cellular rejection
phenotype). And 151 patients treated with polyclonal anti T cell antibodies had a 15.2%
incidence of acute rejection (23 episodes; 18 cellular and 5 antibody-mediated
phenotypes). The frequencies of rejection were not different between the groups of
patients without antibody induction and the group the received Basiliximab (P = 0.126).
However, the incidence of acute rejection in the group that was treated with polyclonal
anti T cell antibodies was significantly lower than in the group without antibody
induction (P < 0.001) and also lower than the group treated with Basiliximab (P <
0.001). Table 3 shows the frequency of acute rejection according to the Banff
classification and presence and type of antibody-induction. Importantly, this lower
incidence in the depleting antibody group occurred in spite of the considerably higher
rejection risk in this group of patients. Cold ischemia time, frequency of re-transplants,
class 1 and Il cPRA and frequency donor specific anti-HLA antibodies were all

significantly higher in this group recipients.
Delayed graft function length and the occurrence of rejection

The incidence of rejection was influenced by DGF length. For this analysis
patients were divided in three groups according to DGF duration. Group 1, up to 13

days (18 rejections); group 2, 14 to 26 days (33 rejections) and group 3 that included
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patients with DGF longer than 27 days (41 rejections). The median day and interquartile
interval (P25-75) for the biopsy procedure were 11 [7-13] days (group 1), 13 [10-14]
(group 2) and 16 [10-20] days (group 3), and the percentages of acute rejection were in
the groups were 15.0 , 28.2 and 34.4 %, respectively (P = 0.016).

Discussion

In the present study we analyzed the utility of surveillance graft biopsies of
kidney transplants undergoing DGF and found a high frequency of injuries in particular
cellular acute rejection. Importantly this occurred within a period of time in which the
current immunosuppressive regimen did not change substantially but was different the

most employed regimens used at time of guidelines publications.

Delayed graft function is a frequent complication of brain dead deceased donor
kidney transplantation and is even more frequent when kidneys of circulatory death
donors are transplanted (9). The incidence is also higher with organs from expanded
criteria donors or high KDPI donors (13,20). Although there are a variety of definitions,
the currently most accepted is the need for dialysis within the first week after
transplantation (12). Clinically DGF occurs as a post-transplant acute kidney injury with
graft failure that may be associated with organ procurement (inotropic support of the
donor, cold ischemia time, and cold storage preservation), donor age, renal function and
comorbidities, recipient factors (hypovolemia, previous transplantation, preformed anti-
donor antibodies, and obesity). It may also be related to the transplant surgery and
postoperative care (hydration, vascular anastomosis time, hemodynamic support) (21—
25).

The incidence for DGF is highly variable. In the literature and in registry reports
it ranges from around one forth to approximately two-thirds of transplants with brain
dead deceased donors transplants (4,26-28). In addition, a higher incidence, around
40% is observed in transplants with organs from donors in circulatory death (9,13,29).
Interestingly, for reasons that are not entirely clear, the reported incidence of DGF is
consistently much higher in Brazil as compared to the one reported in national registries
(7,8,28).
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In this retrospective cohort, as expected, the largest percentage of the biopsies
obtained during DGF presented histological diagnosis of isolated acute tubular necrosis.
However, Banff IA or higher acute rejections were identified in one fourth of the
biopsies and another one-fourth presented borderline findings of uncertain clinical
significance. In the multivariate analysis, we found recipient age, vascular anastomosis
time, and length of DGF as independent risk factors for acute rejection and antibody
induction with polyclonal anti-T cell antibodies as a protective factor. Recently an
important association between DGF duration and acute rejection was also demonstrated
by Lim et al, who described that three-fourths of the acute rejection episodes occurred
in kidney transplant recipients whose DGF period was longer than two weeks (29).
Borderline findings can be the expression of an initial T cell mediated rejection but can
also be due to non-alloimmune inflammation induced by different injuries, leaving its

significance uncertain (14,30).

In the present study DGF was defined by the need of dialysis in the first week
after transplantation. By this definition 64.5% of the deceased donor transplants within
the study period underwent DGF. This frequency is similar to the one observed in
previous studies from our center (7) and from other Brazilian centers (8) and is much
higher than the incidence reported in national and transnational registries in the US and
Europe, respectively (4,27,29). Most importantly a high frequency of acute rejection
was found in the biopsies and this frequency was similar to the one previously reported
by our and another large Brazilian transplant center (7,8). Additionally, longer periods
of DGF correlated with a higher frequency of rejection episodes. Such relationship
between DFG duration an increased risk of rejection was also reported in a large study

by the Australian and New Zealand Dialysis and Transplant Registry (29).

The observed controversy, in the literature, on whether DGF is associated with
an increased incidence of acute rejection and reduced graft survival is, at least partly,
due to a lack of homogeneity of study cohorts and also to the large variety of DGF
definitions (12,14,17,31). However, a variety of reports describes a much higher
incidence (14,17,31). Wu and collaborators reported that DGF is an major risk factor
for acute rejection in the modern era of immunosuppression and deceased donor kidney
transplantation, showing that the cumulative probability for rejection was greater in

DGF patients at all points over the follow-up period (17). A more recent study by
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Weber et al demonstrated that the hazard ratio for developing acute rejection within the
first year after transplantation was 71% higher in the group of patients with DGF (14).
Perhaps the major hurdle of DGF is the inability of detecting or even suspecting the
occurrence of graft acute rejection, due to the lack of graft functional parameters usually
used to monitor injuries. Importantly, in the absence of accurate tools or biomarkers of
rejection in this setting, the only reliable tool to uncover alloimmune graft injury is the
surveillance biopsy.

In accordance with previous studies our results showed that the rejection rates
decreases with age, that is, aging as a protective factor, reinforcing the suggestion that
the immunosuppressive therapy could perhaps be reduced in aged recipients since they

may have a progressive decline of immune functions (32-34).

Another strategy related to decreasing rejection incidence was the use of
polyclonal anti-T cell antibodies (anti-thymocyte globulin), as induction therapy. In this
study the cohort of patients that received anti-thymocyte globulin displayed a
considerably higher immunological risk and, in spite of this, presented a substantially
lower rejection incidence as compared with patients induced with monoclonal anti-1L2
receptor antibodies (Basiliximab) or patients that did not receive antibody induction
therapy. Recently, was published by Alloway et al a report reanalyzing data from prior
trials comparing ATG versus monoclonal antibodies indicated the superiority of ATG
over Basiliximab in preventing acute rejection (35). Moreover, previous studies
including patients with DGF ATG was more efficient in preventing acute rejection
(36,37).

A small study of Hatoum and collaborators evaluated the utility of surveillance
allograft biopsies during DGF in patients under current immunosuppressive therapy and
concluded that rejection during DGF is uncommon and the utility of serial biopsies is
limited in this setting due to the low incidence of acute rejection. Their results differ
from ours in some aspects. The incidence of DGF is much lower, the study included
recipients of living donors kidneys and had a higher proportion of african-american
recipients (37). The differences found can perhaps be due to the severity of the
ischemia-reperfusion injury. It is entirely conceivable that with higher incidence of DGF
and use of organs from expanded criteria donors the incidence of rejection will be
higher (14).
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An interesting finding of this work was the independent association of prolonged
vascular anastomosis time with the occurrence of acute rejection. The association of a
prolonged vascular anastomosis time with DGF is expected and confirmed in a recent
study (27). Moreover, the prolongation of warm ischemia can lead to a more intense
ischemia and reperfusion injury. A well-known consequence of IRI is the activation of
the innate immunity where signaling to transcription factors that encode genes involved
in the regulation of inflammation. In such inflamed environment graft antigens are
processed by antigen presenting cells and presented to host immune system facilitating

acute rejection processes (38,39).

The present work, by selecting only biopsies of patients with DGF, does not
allow analysis of DGF risk factors such as cold ischemia time, terminal serum
creatinine and donor age, among others (21,40). However, in previous studies, cold
ischemia time surfaced as an independent risk factor for acute rejection (24,41). We did
not find such correlations and believe that the effect may have been lost due to the
usually prolonged ischemia time, observed in our region, and perhaps for sample size

matters.

Our study has limitations that are mostly related to its retrospective and single
center design. In addition, early protocol biopsies, at a similar time of the surveillance
DGF biopsies, of function Kkidney grafts could uncover unexpected lesions.
Nevertheless, a considerable incidence of acute cellular rejection occurred during DGF
period indicating that surveillance biopsies are instrumental for clinical care of kidney

transplant recipients.

In conclusion, surveillance biopsies of kidney grafts undergoing DGF remain an
essential tool for clinical care of kidney transplant recipients. This is perhaps even more
important on settings where prolonged cold ischemia times and high incidences of DGF

occur.
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Table 2. Demographic data of recipients, donors and transplantations.

52

Recipients/biopsies (number) N = 335/356
Recipients” age (years, mean * SD) 46.1+12.9
Recipients “s gender (male, number, %) 205 (61.2%)
Recipients s ethnicity (Caucasian, number, %) 251 (74.9%)
Donor’s age (years, mean = SD) 43.7+16.6
Donor’s creatinine (mg/dL) — (median; 95%CI) 1.40 [1.52-1.91]
Expanded criteria donors — (number; %) 116 (34.4%)
HLA mismatches — (median; 95%CI) 4.00 [3.34-3.76]
cPRAO 163 (51.7%)
cPRA 1-50 107 (33.9%)
cPRA >50 45 (14.2%)
DGF duration (days mean + SD) 26.4+19.9
Dialysis sessions — (median; 95%CI) 9.0[9.4-12.5]
Cold ischemia time (hours, mean + SD) 25.615.6
Vascular anastomosis time (minutes, mean = SD) 27.7+6.6
All biopsies postoperative day (mean + SD) 14.7+8.2
First biopsy postoperative day (N = 317; mean + SD) 12.446.1
Second biopsy postoperative day (N = 15; mean + SD) 23,618.0
Third biopsy postoperative day (N = 3; mean + SD) 41.3+13.4

Table 1. DGF: delayed graft function. m: mean. SD: standard deviation. 95%CI: confidence interval 95%. cPRA:

calculated panel reactive antibodies.



Table 2. Univariate and multivariate analysis of acute rejection risk factors.

Univariate analysis r p-value

Donor related factors:

Age 1.001 0.842
Ethnicity (non-white) 0.929 0.771
ECD 0.882 0.535
Renal insufficiency™ 1.082 0.668
Recipient related factors:

Age 0.988 0.078
Ethnicity (non-white) 1.275 0.228
Gender (male) 1.083 0.678
Previous transplantation 0.586 0.255
Induction therapy (polyclonal antibodies) 2.529 0.000
PRA>0 0.799 0.223
DSA 0.761 0.322
HLA mismatches 1.100 0.251
+veFCXM 2.364 0.023
DGF duration 1.010 0.005
Surgery related factors:

Cold ischemia time 0.983 0.245
Vascular anastomosis time 1.018 0.000
Multivariate analysis r p-value
Recipient age 0.981 0.008
Induction therapy (polyclonal antibodies) 3.436 0.000
+veFCXM 1.782 0.231
DGF duration 1.013 0.003
Vascular anastomosis time 1.011 0.040

Table 3. ECD = expanded criteria donors. *Serum creatinine > 1,5 mg/dL. PRA = panel reactive antibodies. DSA =
donor specific antibody. +veFCXM = positive flow cytometry cross match. DGF = delayed graft function. Statistical
analysis by Robust Poisson Regression.
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Table 3. Acute rejection according to the Banff classification and presence and type of
antibody-induction therapy.

No Ab induction Basiliximab Anti T cell
Patients/Biopsies (36/43) (148/156) (151/157)
Banff classification

Borderline 10 (23.2%) 47 (30.1%) 33 (21.0%)

1A 4 (9.3%) 36 (23.0%) 8 (5.0%)

IB 2 (4.6%) 2 (1.2%) 0 (0%)

A 6 (13.9%) 11 (7.0%) 7 (4.4%)

1B 0 (0%) 5 (3.2%) 3 (1.9%)

i 1(2.3%) 2 (1.2%) 0 (0%)

ABMR 0 (0%) 0 (0%) 5 (3.1%)

Table 3. Ab = antibody; AMBR = antibody-mediated acute rejection
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Figure 2. Histologic results of surveillance biopsies.
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Figure 2. Histologic results of surveillance biopsies. ATN = acute tubular necrosis. BL = borderline rejection. AR =
acute rejection. CN = coagulation necrosis. TMA = thrombotic microangiopathy. PyN = pyelonephritis.
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Figure 3. Surveillance biopsies with acute rejection accordingly to the Banff
classification.

16%

14% (48)

12%

...
-4
R

Percentage
&

(24)
6%
4%
2% 5) (5)
(4) (3)
N = m B
1A B HA ]3] 1] ABMR

Figure 3. Surveillance biopsies with acute rejection accordingly to the Banff classification. T cell mediated rejection
grades IA, IB, 1IA, 11B and Ill. ABMR = antibody-mediated acute rejection.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

O transplante renal,como tratamento para doenca renal crénica em estagio final
permanece, o tratamento com melhores resultados tanto em termos de sobrevida quanto

de qualidade de vida quando comparado a outras formas de substitui¢do da fungéo renal.

Na ultima década, mesmo com o aumento do nimero absoluto de transplantes
renais, a necessidade estimada de 6rgdos no Brasil permanece maior que duas vezes a
quantidade de rins efetivamente transplantados. Houve, nos Gltimos anos, importante
acréscimo no numero de transplantes realizados com rins de doadores falecidos,
consequentemente, aumentando a utilizacdo de rins de doadores com caracteristicas ndo
ideias, ou seja, doadores de critérios expandidos, que apesar de apresentarem resultados
funcionais piores se comparados aos 6rgaos chamados ideais, ainda assim, prolongam a
sobrevida e melhoram a qualidade de vida dos receptores em relacdo aqueles que

permanecem em lista de espera para o transplante.

Essa maior oferta de 6rgdos de doadores de critérios expandidos promove, aliada
a outras variaveis, um aumento na prevaléncia de disfuncdo inicial do enxerto (DGF)
que, por sua vez, poderia levar ao acréscimo de risco para rejeicdo aguda,
principalmente, conforme identificado nesta coorte, quando ocorre DGF com duracao

prolongada.

Ainda que a maioria dos resultados histoldgicos das bidpsias de vigilancia
identificados nesta coorte se devam a lesbes relacionadas ao préprio processo de
transplante, como a necrose tubular aguda isolada, identificamos também uma parcela
importante de pacientes com rejeicdo aguda ou com alteracdes borderline durante o
periodo de DGF, indicando que a realizacdo de bidpsias de vigilancia permanece um
instrumento essencial para o manejo dos pacientes transplados renais, mesmo sob

terapia imunossupressora contemporanea.



