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RESUMO



O transplante renal representa atualmente a melhor opgéo terapéutica e de
reabilitacdo para o paciente com insuficiéncia renal crénica terminal. As rejei¢oes
sdo as principais causas de perda dos rins transplantados e, entre essas, as rejeicoes
agudas sdo as que apresentam maior relevancia clinica. Desta maneira, a
monitorizacdo do transplante renal com vistas ao diagnostico precoce da rejeicéo e
seu rapido tratamento é de grande relevancia no manejo adequado desses pacientes.

Como a rejeicdo celular aguda é mediada predominantemente por
linfocitos T e, visto que, a enzima adenosina deaminase (ADA) é encontrada
principalmente, a nivel de sangue periférico, em linfécitos, objetivou-se com esse
estudo, verificar a possivel associagdo entre atividade sérica da ADA e a rejeicdo
aguda do enxerto renal. Buscou-se, também, determinar a sua utilidade como método
diagndstico de rejeicao celular aguda.

Foram acompanhados até 1 més de internacdo 35 pacientes transplantados
renais. Dosagens da atividade de ADA sérica foram feitas cinco vezes por semana e
sempre que houvesse suspeita clinica de rejeicdo aguda. O diagndstico de rejeicéo
aguda foi estabelecido por 2 nefrologistas, aos quais foram omitidos os resultados
dos niveis seéricos ADA. Estes médicos tinham todas informacdes clinicas e
laboratoriais, incluindo valores séricos de creatinina e ciclosporina, cintilografias,
ecografias, citologia aspirativa, puncao bidpsia renal quando esta era realizada e
resposta aos diferentes tratamentos imunossupressores usados.

A andlise estatistica foi feita utilizando-se testes de Mann-Whitney e Qui-
guadrado. O nivel p menor do que 0,05 foi considerado como significativo.

A mediana dos episodios de rejeicdo celular aguda ficou entre o sexto e

sétimo dia pds-transplante, havendo diferenca estatisticamente significativa nos



valores de ADA no sexto dia de seguimento entre os pacientes com rejeicdo (60.16),
em relacdo aos que nao tiveram rejeicdo celular aguda (24,55) (p=0,021 MW).

Para se avaliar a eficacia da atividade sérica de ADA com método
diagndstico de rejeicdo aguda, empregou-se pontos de corte de valores de
ADA>35,>40,>45, >50 e > que 30% dos valores do periodo pré-rejeicdo. Houve
associacdo estatisticamente significativa entre ADA>30% e rejeicdo celular aguda
(p=0.035 MW). Verificou-se, também, aumento significativos da atividade sérica de
ADA em pacientes anti-HCV positivos e com necrose tubular aguda, sem
interferéncia sobre os resultados dos episodios de rejeicdo celular aguda. Usando
esses pontos de corte como pardmetros de diagndstico para rejeicdo aguda observou-
se: sensibilidade = 55,5%, especificidade = 82,3%, valor preditivo positivo = 76,9%,
valor preditivo negativo = 63,6% e acuracia = 69,0%.

Conclui-se que ha um aumento significativo da atividade sérica da ADA
durante os episodios de rejeicdo aguda de enxertos renais humanos, encontrando-se
associacao significativa entre o0 aumento de 30% dos valores de ADA pré-rejeicédo e

o diagndstico de rejeicdo celular aguda.
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ABSTRACT

Currently renal transplantation is the best therapeutic and rehabilitation
option for pacients with end stage renal failure. However, acute and chronic
rejection still are the main causes of failure of transplanted kidneys. Among them,
acute rejection has a higher clinical relevance. Monitoring renal allografts aiming an
early diagnosis of acute rejection episodes and its treatment is of utmost importance
in the adequate clinical care of these patients.

Considering that acute cellular rejection is predominantly mediated by T
lymphocytes which are the main source of the adenosine deaminase enzyme (ADA)
in peripheral blood we decided to study a possible association between the ADA
serum activity and acute renal allograft rejection. Additionally we sought to
determine its its utility as a diagnostic tool for acute cellular rejection in this setting.

Thirty-five renal transplanted patients were followed up for up to a month.
Determination of the serum ADA activity was perfomed five times a week and
whenever there was a clinical suspicion of acute rejection. The diagnosis of acute
rejection was established by 2 nephrologists, which were unaware of the ADA
serum level results. Theses physicians had all information on clinical and laboratory
data including creatinine and cyclosporine levels, nuclear scans, ultrasounds,
aspiration cytology and percutaneous renal biopsies as well as the response to
different imunosuppressive manipulations.

Statistical analysis was perfomance by using Mann-Whitney test and chi-

square tests. A p level of less than 0,05 was considered as signicant.
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The median for acute rejection episodes occurence was between the sixth
and seventh post-transplant day. On day six a statistically significant difference was
found in the comparison of the ADA serum activity between rejecting (60,16) and
non-rejecting (24,55) patients (p = 0,021 MW).

In order to evaluate the accuracy of the ADA serum activity as a diagnostic
method for acute rejection, cut off values of ADA>35, >40, >45, >50 and higher
than 30% of the values of the pre-rejection period were tested. There was a
statistically significant association between ADA>30% and acute cellular rejection
(p = 0,035 MW). It was also observed a signifcant increase in ADA serum activity
in anti HCV positive patients and in those with acute tubular necrosis, whithout
interference on the results observed during acute cellular rejection episodes. Using
this cut off the diagnostic parameters for acute rejection were: sensibility = 55.5%,
specificity = 82.3%, predictive positive value = 76.9%, predictive negative value =
63.6% and accuracy = 69.0%

In conclusion, there is a statistically significant increase of ADA serum
activity during acute rejection episodes of human kidney allografts. A significant
association was found between for a 30% increment from the baseline serum ADA

activity value and the occurence of acute cellular rejection.
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1. INTRODUCAO

O transplante renal representa atualmente, a melhor opcéao terapéutica e de
reabilitacdo para o paciente com insuficiéncia renal cronica terminal
(58,75,95,124,129). As sobrevidas em um ano de érgdos e de pacientes com
doadores cadavéricos tém sido superiores a 80% e 90% respectivamente em varios
centros de Tranplantes (44,117). Contudo, esta forma de tratamento ainda se
encontra longe da perfeicdo, uma vez que 6rgaos transplantados ainda s&o perdidos
por diversas causas. O aprimoramento das técnicas de microlinfocitotoxicidade para
a prova cruzada, a padronizagdo da técnica cirurgica do implante, o emprego de
antibioticos profilaticos eficazes e o uso de drogas imunossupressoras mais potentes
e de melhor seletividade resultaram em uma diminuicdo significativa das chamadas
perdas “técnicas” ou seja, cirdrgicas e “infecciosas”, tanto secundarias a infecgéo
sistémica, quanto localizadas no rim transplantado (16,23,61,116,127). Houve
também, melhora na possibilidade de sobrevida imunoldgica dos enxertos, pelo
menos a curto prazo (83).

As rejeicdes permanecem como as principais causas de perda de rins
transplantados e entre estas, as rejeicdes agudas e cronicas sdo as que apresentam
maior relevancia clinica, uma vez que as hiperagudas sdo atualmente, pouco
freqlientes e em geral, podem ser evitadas através de provas cruzadas bem
executadas (103,120). As rejeicdes agudas e cronicas parecem decorrer da falta de
identidade genética entre doador e receptor com bloqueio incompleto da resposta
imune (118,119). Como ndo existe, no momento atual, terapéutica

comprovadamente eficiente para a rejeicdo cronica, a prevencao, o diagndstico e o
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tratamento da aguda assume importancia primordial no manejo do paciente
transplantado renal, mesmo porque a resolucdo “incompleta” da mesma pode ser o
mecanismo inicial perpetuador dos processos de rejeicdo cronica (29,119). Desta
maneira, a monitorizacdo do transplante renal com vistas ao diagndstico precoce de
rejeicdo aguda e a avaliacdo da resposta ao seu tratamento séo de grande importancia

no manejo ideal desses pacientes.

1.1. Rejeicdo Aguda

A rejeicdo do enxerto renal é definida como uma deterioracdo funcional e
estrutural do rim, devido a uma ativa resposta imune expressa pelo receptor que
independe de causas ndo-imunoldgicas de disfuncéo renal (114).

A incidéncia de rejeicdo aguda varia, principalmente, de acordo com o
grau de identidade genética do doador e do receptor no sistema Antigeno
Leucocitario Humano (HLA). Como regra, quanto melhor a compatibilidade nesse
sistema, menor a probabilidade de rejeicdo. Desta maneira, a incidéncia global de
rejeicdo aguda fica em torno de 40 a 70% no primeiro ano pés-transplante (8,15,53).

Também foi visto que mesmo um Unico episodio de rejeicdo é associado a
taxas de sobrevida dos enxertos inferiores. No registro de transplantes do “United
Network for Organ Sharing” dos Estados Unidos, o receptor de primeiro transplante
que ndo tinha rejei¢do, apresentava uma taxa de sobrevida do enxerto em um ano de
86%, comparada com 67% daqueles com um ou mais episodios de rejeicao (114). Ha

também consequéncias a longo prazo relacionadas com a rejeicdo aguda. A meia-
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vida estimada (tempo para que 50% dos enxertos deixem de funcionar, contado a
partir do primeiro ano pos-transplante) para pacientes sem rejeicdo aguda foi de 8,6
anos e 7,4 anos para 0s receptores com um ou mais episédios de rejeicoes (114).

Rejeicdo aguda € também considerada como fator significativo para
subsequiente desenvolvimento de rejeigédo crénica, que € a maior causa de disfuncéo e
perda do enxerto a longo prazo. Associado a isto, ha o impacto desfavoravel do
processo da rejeicdo, ocasionado pelo uso de altas doses de terapia anti-rejeicéo,
superimposta na manutencdo da imunossupressao, que sdao a maior causa de
morbidade e mortalidade associadas ao transplante (114).

Outros fatores que afetam a incidéncia de rejeicdo aguda sdo o grau de
sensibilizacdo aos antigenos HLA, a “quantidade” e o tipo de imunossupressao e a
compatibilidade no sistema secundario (menor) de histocompatibilidade. Achados
experimentais recentes, assim como evidéncias clinicas, sugerem que a auséncia de
funcdo primaria do enxerto, em geral atribuida a necrose tubular aguda (NTA), pode
aumentar a incidéncia de rejeicdo aguda através do aumento da expressao de

antigenos HLA classes | e Il das células do enxerto (16,106).

1.2. A Resposta Imune ao Aloenxerto.

A resposta imune ao aloenxerto é efetivada por diversos tipos de
leucdcitos incluindo, macrdfagos, células T citotoxicas (CD8+) e auxiliares (CD4+)
e plasmocitos. Essas células se envolvem em uma cascata de eventos, na qual

mediadores solUveis (citocinas) desempenham importante papel que culminara na
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expansdo clonal de ceélulas efetoras e anticorpos com atividade citotoxica que
terminam por destruir o0 enxerto quando a reacdo ndo é modificada, em tempo, por
drogas imunossupressoras (Fig.1.).

O tecido transplantado representa uma importante carga antigénica. No
inicio da resposta imune, parte destes antigenos é captada e processada pelas células
apresentadoras do antigeno - mondcitos, macréfagos ou células dendriticas - que por
sua vez, apresentam o antigeno do doador na forma de pequenos peptidios em sua
superficie, mais especificamente na fenda dos antigenos classe Il do Complexo
Principal de Histocompatibilidade (CPH - ou Sistema HLA) as células auxiliares
(CD4+) do receptor. Moléculas CD4+ ou CD8+ (citotdxicas), na superficie dos
linfocitos T, estdo proximas as moléculas de receptores da célula T (RCT) que, por
sua vez, encontram-se associadas ndo covalentemente a molécula CD3, encarregada
da transmisséo do sinal de ativacdo para o citosol da célula T.

Os linfécitos CD4+ exercem um papel fundamental na ativacdo da cascata
imune e sdo subdividos em duas subpopulagdes que sdo os linfocitos T auxiliares 1 e
2. Os primeiros (Thl) s&o produtores de interleucina-2 (IL-2), fator de necrose
tumoral-beta e interferon-gama, responsaveis pelo componente celular da reacéo e
que parecem ser ativados pela interleucina-12 (IL-12). Os linfécitos T auxiliares 2
(Th2), por sua vez, sdo produtores de interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5),
interleucina-6 (IL-6) e interleucina-10 (IL-10), que sdo responsaveis pelo
componente humoral e possivelmente pela supresséo da via regida pelos Th1l, através
da acdo supressora da IL-10, sendo por sua vez, aparentemente ativados pela propria

IL-4 (28,32,74,76).
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Fig.1. Resposta Imune ao Aloenxerto. Adaptado de Suthanthiran (114).

Outro tipo de sinal deriva da estimulacdo das células T auxiliares pela
interleucina-1 (IL-1) e interleucina 6 (IL-6), produzidas pelas células apresentadoras
do antigeno apds o contato com 0 mesmo. Mais recentemente, outras moléculas tem

sido apontadas como mediadores do segundo sinal: CD28-CTLA-4, B7.1 B7.2, e

16
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CD40-CD154. Apds a estimulacdo pelo antigeno e por estas citocinas, as células T
auxiliares produzem IL-2, um potente fator de crescimento dos linfécitos T, e
expressam o receptor para a IL-2 em sua superficie. A interacdo da IL-2 com seu
receptor, por mecanismos autocrinos e parécrinos, estimula a divisdo celular e
consequente expansao clonal das células auxiliares e citotoxicas. Além disso, a I1L-2
é um estimulo adicional as células T, ativadas pelo antigeno, a produzir algumas
linfocinas que desempenham um papel importante na rejeicdo. Também ocorre
producdo de interleucina-3 (IL-3). Esta linfocina estimula a proliferagdo de células
precursoras que se diferenciam em granuldcitos e macrofagos. O interferon-gama,
cuja sintese também é estimulada pela IL-2, aumenta a expressao de antigenos classe
I, classe 1l e ICAM-1 nas células induziveis, aumentando a imunogenicidade dos
enxertos, tornando-os mais vulneraveis aos linfécitos T citotoxicos. Adicionalmente,
a IL-2 ativa a funcdo citodestrutiva dos macréfagos (13,14,46).

Apos a ativagdo de linfdcitos T auxiliares por IL-2, ocorre a sintese de
fatores de crescimento e diferenciacdo (IL-4, IL-5 e IL-6) que induzem a expansao
clonal das células B estimuladas pelo antigeno, levando a producdo de anticorpos
especificos com eventual atividade citotdxica contra as células do enxerto. Ocorridos
estes eventos iniciais de ativacao, as células T citotoxicas proliferam sob a influéncia
de IL-2 e sob a acdo de interferon-gama, IL-4 e IL-6 assumem a funcéo citotoxica
(3,21,24,59,110,113).

Os linfocitos citotoxicos diferenciados, ao entrarem em contato com as
células do enxerto, reconhecerdo via RCT os antigenos expressos na superficie
daquelas, em um processo de reconhecimento do qual participam CD8, LFA-1 e

CD2, semelhante ao que ocorreu na estimulacdo primaria (45,118). Este
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reconhecimento leva a ativacdo do linfocito T citotoxico via CD3, e essa célula
desfecha o seu ataque as células alvo (no caso as células do enxerto).

O infiltrado celular na rejeicdo aguda ao aloenxerto € composto
principalmente por linfécitos T CD4+, CD8+ e macrofagos. No entanto, nem todos
os linfécitos citotoxicos que infiltram os enxertos sdo dirigidos aos aloantigenos, o
que confirma a existéncia de um componente inespecifico nesse infiltrado (112). Em
modelos experimentais e clinicos, de rejeicdo primaria, fica claramente estabelecida
a importancia das células CD4+ na rejeicdo dos enxertos. Essas células podem
sozinhas mediar rejeicdo aguda, o que ndo é possivel para os linfocitos CD8+. A
resposta dos linfécitos CD8+ aos aloantigenos, sem o auxilio dos linfocitos CD4+, é
bastante limitada, o que sugere que a via CD4+-dependente seja predominante
(27,52,72,133).

O mecanismo final de destruicdo celular € mediado pela liberacdo dos
granulos que contém uma proteina monomérica formadora de poros, denominada
perforina, e por uma serina esterase, denominada granzima. Na presenca de calcio,
ocorre polimerizagdo enziméatica da perforina, formando mdltiplos poros na
membrana da célula alvo. Interessantemente, a via da perforina parece formar-se
apenas na presenca de elevadas concentragdes de IL-2. De maneira alternativa, uma
via independente de calcio e perforina tem sido observada e parece efetuar-se atraves
de enzimas liberada por células citotdxicas. Além disso, granulos liberados por
células citotoxicas contendo fator de necrose tumoral-alfa e interferon-gama ativam
receptores na célula alvo, modulando a sua sintese proteica e causando dano
citotoxico a parede celular. Os mecanismos acima citados expdem o0 meio

intracelular ao conteudo extra-celular, resultando em citdlise (11,42,43,77).
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Adicionalmente, linfotoxinas secretadas ativam enzimas nas células alvo que
fragmentam o DNA nuclear e o nucleo.

Esta cascata de ativacdo com destruicdo celular torna-se um ciclo vicioso,
a menos que modificada por drogas imunosupressoras potentes em tempo habil ou
que surjam mecanismos supressores capazes de diminuir ou impedir a atividade

citotoxica (26,45).

1.3. Avaliacéo Clinica e Diagnostica de Rejeicédo Celular Aguda

A rejeicdo celular aguda, a forma mais comum de rejeicédo, classicamente
desenvolve-se de uma 1 a 6 semanas ap6s o transplante, mas pode ocorrer em
qualquer tempo, mesmo ap0s muitos anos do transplante (18).

O diagnoéstico de rejeicdo aguda, em geral ndo apresenta maiores
dificuldades em pacientes imunossuprimidos com drogas ‘“convencionais”
(Prednisona e Azatioprina), especialmente quando o enxerto apresenta boa fungéo
inicial. Nestas circunstancias, 0 aumento da creatinina sérica, acompanhado dos
sinais classicos de rejeicdo aguda (febre, aumento de volume e dolorimento do
enxerto, oliguria, edema e hipertensdo), torna o diagnostico relativamente facil. No
entanto, em percentual significativo dos casos, especialmente em transplante renal
cadaverico, ocorre disfuncéo inicial do rim devido, na maior parte dos casos, a NTA.
Aqui, a creatinina sérica ndo é um parametro valorizavel, uma vez que ela ja se

encontra elevada. Adicionalmente, a Ciclosporina € 0S novos imunossupressores
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mais potentes mascaram os sinais fisicos de rejeicdo aguda e pode “per se” ser causa
de disfungéo do enxerto por nefrotoxicidade (55,78).

Na pratica clinica, como ja foi dito, 0 aumento da creatinina sérica € a
principal pista para o diagndstico de rejeicdo aguda. No entanto, este dado pode nédo
estar presente, como nos casos de NTA, ou ocorrer em diversas outras
circunstancias, como nefrotoxicidade por Ciclosporina, pielonefrite aguda, obstrucéo
urinaria, fistula urinéria, uso de drogas nefrotoxicas ou ainda, diminuicdo da
perfuséo renal por problemas vasculares. Algumas dessas condi¢des séo avaliadas
por diferentes métodos, como dosagens de Ciclosporina, exame do sedimento
urinario, culturais de urina, ecografia renal com ou sem “doppler” e cintilografia
renal.

Mesmo assim, em um consideravel nimero de casos, permanecem duvidas
diagnosticas que sdo importantes a medida que, em muitas ocasifes, as condutas séo
antagonicas. Isso tem levado a busca de outros métodos de monitorizagdo, como
dosagens de Neopterina (101), medidas de pressdo intra-renal (98), mensuragédo de
receptores solubilizados de IL-2 (19,69) e fenotipagem de subpopulagdes
linfocitarias (132). Adicionalmente, testes que avaliam a reatividade celular e
humoral entre doador e receptor, como a citotoxicidade celular mediada por
anticorpos (ADCC), citotoxicidade dependente de anticorpos, citotoxicidade
mediada por linfocitos e blastogénese espontanea, foram utilizados no passado (35) e
mesmo atualmente, mas sem que se alcance a acuracia diagnostica desejada (109).

Todos os métodos citados acima apresentam acuracia diagndstica
insatisfatoria, permanecendo a bidpsia renal o melhor método para a avaliacdo das

disfungdes em rins transplantados (71,97). No entanto, apesar de fornecer uma
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avaliacdo morfologica do rim, a bidpsia renal apresenta algumas limitacGes, como 0s
riscos, os problemas de amostragem, a informacéo estatica e os efeitos da terapia na
morfologia, na maior parte das vezes, presumidos, uma vez que 0 procedimento ndo
deve ser repetido com muita freqtiéncia (36, 131).

Os sitios de rejeicao celular aguda - o intersticio, tubulos, endotélio e
glomérulos - podem ser envolvidos separadamente ou em combinacdo. A
caracteristica microscopica € um infiltrado intersticial de células mononucleares,
acompanhado por edema intersticial e varidveis quantidades de hemorragia. As
células invadem os tabulos e comumente infiltram o endotélio em todos os niveis,
mais obviamente nas arteriolas e pequenas artérias. O infiltrado de células
mononucleares tipicamente inclui linfoblastos, com basofilia citoplasmatica,
nucléolos e figuras mit6ticas ocasionalmente, as quais séo indicativas do aumento de
sintese proteica e atividade proliferativa. Tipicamente 30% a 50% das células
infiltrantes sdo células T-CD3. Células CD8+ sdo usualmente predominantes e
infiltram difusamente o cortex renal. Ceélulas CD4+ sdo mais numerosas em
agregados perivasculares, especialmente em bidpsias feitas precocemente. A
producéo de citocinas pode ser documentada por hibridizagcdo “in situ” e por reagédo
em cadeia da polimerase (PCR). Aumento da expressao de antigenos DR e moléculas
de adesdo sdo caracteristicos de rejeicdo celular aguda. Endarterite é uma
manifestacdo comum e significativa de rejeicdo vascular. O infiltrado de células
mononucleares abaixo do endotélio arterial e arteriolar € lesdo patognoménica de
rejeicdo celular aguda. As células endoteliais sdo tipicamente reativas, como
manifestado por aumento do volume citoplasmatico e basofilia. Em muitos casos de

rejeicdo celular aguda, os glomérulos sdo poupados ou mostram mudangas minimas,
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basicamente com poucas células mononucleares espalhadas e ocasionalmente dano
endotelial segmentar. Numa minoria de casos, uma forma severa e difusa de leséo
glomerular € evidente e domina o padréo histolégico (18).

A aspiracdo com agulha fina do enxerto renal tem se mostrado uma boa
opcao para monitorizar a rejeicdo aguda em rins transplantados e avaliar a resposta
ao tratamento imunossupressor com pouco ou nenhum risco ao seu receptor. Esta
técnica permite quantificar os tipos de células inflamatorias que infiltram o rim e a
intensidade da inflamacdo. Seus resultados sdo comparaveis aos da bidpsia
convencional, com sensibilidade de 71,8% e especificidade de 87,3% em estudo feito
por Manfro et ali, com a vantagem de ser processada mais rapidamente e oferecer
oportunidade de monitorizar continuamente o Orgao transplantado através da
quantificacdo dos eventos imunolégicos “in situ” e diferenciar a rejeicdo de outras
causas de alteracdo da funcdo renal no pés-operatorio (68). Tal como acontece com a
biopsia renal percuténea, a representatividade da citologia aspirativa renal pode ser
comprometida pela magnitude e distribuicdo do infiltrado inflamatério intra-enxerto.
No entanto, diferentemente da bidpsia renal percutanea, outros fatores adicionais
podem afetar esta representatividade na citologia aspirativa. Entre os mais citados,
encontra-se a contaminacdo do aspirado por sangue, produzindo os chamados
aspirados “hemorragicos” e quantidade insuficiente ou material proveniente de outra
estrutura que néo o rim (aspirados “brancos”) (66).

Assim, a monitorizacdo do surgimento de rejeicdo aguda e de seu
tratamento pode ficar sujeita a métodos que podem sofrer influéncias de outras

condigdes intervenientes, ser inacurados ou por demais invasivos para permitir uma
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avaliacdo sequencial, ndo havendo no presente momento um método ideal que

isoladamente, solucione estes problemas.

1.4. Adenosina Deaminase (ADA)

A adenosina deaminase (ADA) é uma enzima polimérfica da rota do
metabolismo das purinas, que catalisa irreversivelmente a clivagem hidrolitica da
adenosina em inosina e aménia (20,122,123,125). A ADA reage especificamente
com a adenosina e varios nucleotidios-adeninicos analogos. Esta enzima é
largamente distribuida nos tecidos animais e humanos (38,51). A maior atividade da
ADA ¢ encontrada na mucosa intestinal e baco, e a menor no figado, musculo
esquelético, rins e soro (25,38). Nas células sangiineas a atividade da ADA ¢é maior

nos linfocitos (38) (Fig 2).

Diferenciacéo do Maturacéo

linfocito \ / do monécito

Adenosina + H20 ADA Inosina  +NH3
Adenosina 5 Nucleotidase Fosforilase
cinase
AMP Xantina
ADP Acido Urico

ATP



24

Fig.2- Representagdo esquematica da rota metabolica da ADA. Adaptacdo de
Giusti(1).

A elevacdo da atividade da enzima tem sido encontrada em larga escala de
doencas hepéticas, renais, pulmonares e do colon, sugerindo que nestas doengas a
ADA poderia ajudar no diagnéstico clinico (30). Alguns estudos relatam aumento
dos valores séricos de ADA na hepatite viral aguda, cirrose hepatica, febre tifoide,
sarcoidose (115), leucemias (38,51) e mononucleose (85).

A atividade da ADA origina-se da acdo de duas principais isoenzimas,
ADA-1 e ADA-2, codificadas por diferentes loci genéticos, cada qual com
propriedades bioquimicas e padrdes de especificidade unicos (25,34,123).

A adenosina deaminase -1 tem baixa constante de Michaelis (Km equivale
a 2,000 mM), pH ideal de 7,0 a 7,5 e afinidade para adenosina e 2’-deoxiadenosina
(relacdo 2’-deoxiadenosina/ADA de aproximadamente 0,75) (34). E encontrada
como um mondémero (ADA1m) ou como um dimero (ADALc), que é a combinagdo
de 2 moléculas de ADA1m com uma proteina ligadora (123). A ADA-1 esta presente
em todos os tecidos, principalmente em linfocitos e mondcitos, e é essencial para
uma eficiente resposta imune. A auséncia congénita de ADA-1 em linfocitos causa
severa sindrome de imunodeficiéncia combinada. Também uma diminuigdo de ADA-
1 é visto em casos de leucemias, linfomas e outras patologias malignas, assim como
em derrames parainfecciosos.

A adenosina deaminase-2 tem maior Km, pH ideal de 6,5, pobre afinidade
com a 2’-deoxiadenosina (relacdo 2’-deoxiadenosina/ADA de 0,25) e ndo estd

relacionada & severa sindrome de imunodeficiéncia. E encontrada somente em
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macrofagos e é liberada por estas células quando estimuladas por presenca de
microorganismos vivos em seu interior. Isto explica por que em fluidos bioldgicos no
curso de infeccBes caracterizados por microorganismos infectantes de macrofagos ha
aumento de ADA-2, como na tuberculose, brucelose, febre tifdide e ricktsiose (34).

Para se fazer a diferenciacdo destas isoenzimas incuba-se amostras com
quantidades idénticas de substrato de adenosina e 2’-deoxiadenosina em tubos de
ensaio, com 20 mmol cada , ambos em pH de 6,5. Mede-se a atividade enzimatica
em cada tubo e ap0s calcula-se a relacdo 2’-deoxiadenosina/ADA. Considera-se que
a atividade enzimatica € devida principalmente a presenca de ADA-2 quando a
relagdo esta abaixo de 0,45, e devido a ADA-1 se a relacdo estiver acima de 0,45
(34).

A ADA humana tem sido mais pesquisada ultimamente, em especial ap6s
a descoberta de Gilblett et al. de que a auséncia genética da enzima resulta em severa
imunodeficiéncia combinada (20,85). Os pacientes afetados apresentam-se
clinicamente com severas infec¢des recorrentes, as quais podem ser fatais. A relacéo
da deficiéncia de ADA a severa disfungdo imune é ainda indefinida, mas pode
refletir (a) uma aberracdo generalizada da célula as quais alteram tanto a atividade da
ADA como a fun¢do imune, (b) uma larga delecéo genética que inclui os loci criticos
a ambas (atividade da ADA e resposta imune), ou (c) uma relacdo direta causal
(20,125).

Estudos da atividade da ADA em tecidos humanos e animais tem
revelado que os tecidos linféides tem comparativamente, maiores niveis da enzima.
Barton et al estudaram a distribuicdo da ADA entre populacdes de linfécitos de ratos

e observaram niveis enziméticos 3 a 10 vezes maiores no timo do que qualquer outra
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populacéo de células linféides e principalmente, nos timdcitos corticais. A atividade
da ADA em tecidos linfoides periféricos, embora menor que no timo, parece ser
preferencialmente associada a linfécitos T (7). Sullivan et al tem registro de que
linfocitos T tem 5 a 20 vezes maior atividade de ADA que os linfécitos B. Tung et al
também encontraram niveis maiores em linfocitos T humanos do que em linfécitos
B, embora a diferenga tenha sido consideravelmente menor do que a citada por
Sullivan et al. Estes trabalhos sugerem o possivel papel da ADA na resposta imune,
estando os linfdcitos T mais sensiveis aos efeitos da deficiéncia da ADA (7).

O papel da ADA na resposta imunoldgica dos transplantes esta
relacionado ao aumento da atividade nos linfocitos durante a fase de rejeicdo de
transplante heterdlogo (38). Shore, Dosch e Gelfand mostraram o papel importante
da ADA no estagio inicial da diferenciagdo dos linfdcitos, onde individuos com
deficiéncia desta enzima tinham a diferenciacdo blogueada (105).

Pacientes com deficiéncia adquirida de ADA tem uma imunodeficiéncia
combinada, onde a imunidade celular e a humoral sdo severamente prejudicadas, e ha
diminuigcdo do nimero de linfécitos no sangue periférico. Isto sugere que a atividade
da ADA ¢ de particular importancia para a funcdo normal dos linfocitos (51). Com
base nestes estudos Hovi, Smyth, Allison e Willians estudaram o papel da ADA na
proliferacdo dos linfocitos, medindo sua atividade em cultura de linfécitos do
sangue periférico de pacientes normais expostos a mitdgenos e examinando o efeito
de coformicina, um poderoso inibidor da ADA. Eles evidenciaram que a atividade
da ADA aumentava e havia proliferagdo linfocitaria nas culturas estimuladas por
mitogenos. Entretanto, com a adi¢do de coformicina, ocorria reducdo da ADA e uma

inibicdo da proliferacdo dos linfécitos (51). A inibicdo da ADA pela coformicina,
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assim como na falta herdada desta enzima, poderia resultar em um aumento na
concentracdo de adenosina e acimulo de outros metabolitos com propriedades

inibitdrias e citotoxicas (51).

1.5. Aplicacdes Clinicas da Adenosina Deaminase

Durante as décadas de 50 e 60 a atividade da ADA foi determinada no
soro de pacientes com doencas inflamatdrias e neoplasicas e se mostrou clinicamente
util para o diagnéstico precoce de febre tiféide e na diferenciacdo de ictericia

hepatocelular e obstrutiva (39,88).

Com as observagOes de Giblett et al, em 1972, em duas criangas com
auséncia da atividade da ADA e severa imunodeficiéncia combinada, foi feita a
primeira descri¢do de um erro inato especifico, o qual poderia estar relacionado a um
defeito imunologicamente demonstravel (37). Estes achados naturalmente
estimularam varias pesquisas tentando correlacionar deficiéncia de ADA e
imunodeficiéncia. Para tentar explicar o exato mecanismo pelo qual a deficiéncia de
ADA causa prejuizo nos linfocitos, tem-se sugerido que a ADA seja de crucial
funcdo para a diferenciacdo e/ou proliferacdo de celulas linfoides. Esta inibicdo seria
atribuida a altas concentrages de adenosina, ou como mais recentemente se

observou, a um efeito toxico da deoxiadenosina (90,108).

Em 1973, Piras e Gakis fizeram o0s primeiros registros de que a dosagem
da atividade da ADA no fluido cerebroespinhal era maior nos pacientes com

meningite tuberculosa do que viral, mostrando-se Gtil na pratica clinica em



28

diferenciar a etiologia da meningite e havendo queda subsequente da atividade da
ADA em paralelo com a recuperacdo clinica e normalizagdo bioquimica do liquor

(89).

Na pratica clinica, derrames pleurais sdo freglientes e constituem um
problema diagnostico dificil. Culturas de fluidos pleurais para detectar a presenca de
Mycobacterium tuberculosis séo positivas somente em 20 a 30% dos pacientes com
derrames tuberculosos, e bidpsia de pleura parietal mostrando granulomas de células
epitelidides tipicas ocorrem em 50 a 80% dos casos com esta doenga (5,88). Por isso
0 uso da atividade da ADA como método diagnostico de tuberculose foi amplamente
testado. Em 1978, Piras et al estudaram o comportamento da atividade da ADA em
96 pacientes com derrame pleural e peritoneal chegando a conclusédo de que era
possivel diferenciar, com bom grau de certeza, o derrame tuberculoso do derrame de
outras etiologias (90). Em 1983, Ocand et al, estudando 221 pacientes (79),
Strankinga em 1987 (111) e Banéles et al, em 1991 (5), chegaram a resultados
semelhantes. Petterson et al em 1984, determinaram a atividade da ADA sérica e nos
derrames pleurais em 90 pacientes com derrame pleural de varias etiologias, sendo
que nos de origem tuberculosa, empiematosa e de artrite reumatdide demonstraram
significativamente maiores atividades de ADA do que nos derrames
parapneumonicos, malignos, de lupus eritematoso sistémico e de insuficiéncia
cardiaca congestiva. Também na tuberculose, artrite reumatdide e empiema a
atividade da ADA foi significativamente maior no fluido pleural do que no soro,
sugerindo que o local da sintese de ADA seria a cavidade pleural, reflexo da ativagdo
local de linfocitos T, isto &, resposta imune celular local nestas doencas (88). Estudo

semelhante feito por Monteagudo em 1986 (73) e por Silva Junior et al, em 1988
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(107), também comprovaram estes resultados. Também Ocana et al, em 1986,
observaram que no derrame pleural tuberculoso tanto o nimero absoluto como a
porcentagem de linfocitos T sdo significativamente maiores do que no sangue
periférico, um fato que poderia explicar o aumento da atividade da ADA, uma
enzima predominantemente detectada em celulas T (80). Ungerer e Grobler em
1988, sugeriram que este aumento da atividade da ADA seria decorrente da ativagéo

local das células T, ou seja, da resposta imune celular (122).

A pericardite tuberculosa também é uma condicdo que, apesar de ser
incomum, exige urgéncia diagndstica e rapido tratamento. Entretanto, o diagnostico
precoce é dificil e culturas do derrame pericardico para mycobacterium tuberculosis
sdo frequentemente negativas e procedimentos mais invasivos, tal como bidpsia
aberta de pericardio pode ser necessario. A partir deste enfoque, em 1986, Martinez-
Vazquez et al observaram que a atividade da ADA no fluido pericardico era mais
elevada que em outros tipos de derrame ndo-tuberculosos, sendo um método pratico,
facil e seguro de ser realizado (70). Em relacdo a peritonite tuberculosa, a clinica,
bioquimica e testes bacterioldgicos sdo métodos diagndsticos pouco sensiveis, nao-
especificos ou demorados de serem realizados. Com isso, Voigt et al em 1989,
comprovaram um aumento significativo na atividade da ADA em 41 pacientes com

ascite tuberculosa em relacdo a 41 pacientes com ascite de outras causas (128).

Em 1989, Segura et al observaram a dosagem de ADA de fluidos
corporais para o diagnéstico de tuberculose. Foram estudados 1063 pacientes com
derrames pleurais, pericérdicos, peritoneal ou cerebroespinhal e obteve-se niveis de

ADA mais elevados nos pacientes com tuberculose tendo este exame uma
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sensibilidade variando de 92% a 99% e especificidade em torno de 94% a 99%,
portanto bastante util na pratica clinica (104). Em 1990, Baganha et al, observaram
que a atividade da ADA e a percentagem de células T CD3 e CD4 em derrames
pleurais tuberculosos era significativamente maior do que derrames neoplasicos,
sugerindo a possibilidade da ADA como marcador de atividade de resposta imune
celular. Entéo, no derrame pleural tuberculoso, a intensa e acelerada blastogénese
que € evidenciada nas células T ap0s a estimulacdo antigénica pela micobactéria, e
principalmente pelo significativo aumento da subpopulacdo de CD4, poderia explicar
a sintese aumentada de ADA, enzima cuja atividade é essencial no processo de
diferenciacdo e proliferagdo da resposta imune (4). Em 1994, Ungerer et al
estudaram 51 derrames pleurais tuberculosos e 6 para-infecciosos. Em todos havia
aumento da atividade de ADA, entretanto, no derrame pleural tuberculoso havia
maior atividade da isoenzima ADA-2, enquanto nos para-infecciosos a ADA-1 era a
maior contribuinte para a atividade da ADA (123). Esta metodologia pode distinguir
a ADA liberada de macréfagos (ADA-2), daquela liberada por estimulos néo
especificos (ADA-1), evitando falsos positivos para o diagnostico de tuberculose

(82).

Supondo que a ADA e a proporcdo de linfocitos sdo independentemente
elevados em derrames pleurais tuberculosos, mas ndo sdo especificos, ocorrendo
falsos positivos, em 1994, Oliveira et al estudaram um protocolo combinado destes 2
parametros, em 276 pacientes com derrame pleural e obtiveram niveis mais elevados
destes parametros em pacientes com diagnostico de tuberculose, com sensibilidade
de 90,7% e 97,7% de especificidade (82). A principal atividade biologica da ADA

esta relacionada com a diferenciagdo dos linfécitos, em especial da subpopulacéo T.
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Ainda nédo estdo bem compreendidos 0s mecanismos que elevam a atividade da ADA
na tuberculose de serosas. A ADA de derrames pleurais tuberculosos é maior do que
a sérica destes pacientes. Este aumento da atividade aconteceria em funcdo do
estimulo local a imunidade celular mediada por antigenos do Mycobacterium. A
origem mais provavel é a partir da célula epitelidide do granuloma tuberculoide
(81,82,122). Em 1986, Van Heerden e Pressis desenvolveram outro trabalho original,
aplicando a dosagem da atividade de ADA no diagnostico de tuberculose urinéria e

obtendo resultados promissores (81).

Em 1984, Taylor estudou 18 pacientes com sarcoidose, sugerindo que a
ADA sérica é util no seu diagnostico, mesmo que o aumento da atividade da ADA
ndo seja especifico para esta doenca, nem para doencas granulomatosas, sendo
também encontrada em doencas hepéticas, linfomas e doengas autoimunes. Este
autor afirma que macrofagos e linfocitos T, acumulam-se em granulomas sarcoides,
que sdo ricos em ADA (115). Visto que o HIV penetra e permanece no sistema
macrofagico-monocitico,em 1989, Gakis et al estudaram a dosagem da atividade da
ADA de 137 pacientes com anti-HIV positivo e evidenciaram um aumento de ADA-
2, sugerindo que esta isoenzima origina-se exclusivamente de macréfagos (33). No
estudo de Klockars et al, 1991, estudaram-se os valores de ADA sérica de 171
pacientes com pneumonias virais e bacterianas. Comparado com o grupo controle 0s
niveis de ADA foram maiores, principalmente nas de etiologia viral, onde a primeira
linha de defesa do trato respiratério inferior € o macrofago pulmonar, células

“natural killer” e linfécitos T (56).
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1.6. Adenosina Deaminase e Rejeicdo a 0rgao transplantado

Como parece haver uma correlagdo entre a atividade da ADA e a
imunorreatividade do hospedeiro, um aumento da atividade da ADA de células
circulantes ativadas imunologicamente deveria ser detectada em pacientes que
apresentam rejeicdo a um 6rgdo transplantado. Por outro lado, ADA com niveis
baixos pode ser encontrada em pacientes imunocomprometidos e portanto suscetiveis
a infeccBes oportunistas. Assim, a medida da ADA poderia ser um método Util de
monitorizacdo imunoldgica, desde que a sua atividade aumentasse antes da injaria
funcional do enxerto ocorrer, permitindo o diagnostico precoce da rejeicdo e a
consequente realizacdo de ajustes profilaticos na terapia imunossupressora. Com
base neste enfoque, Lum et al em 1978, estudaram 20 receptores de transplante renal
e 10 individuos controles normais. Os pacientes com rejeicdo apresentavam niveis
maiores de ADA. Também observaram que medidas seriadas de ADA no grupo de
pacientes com rejeicdo produziam informacgdes que suportam o conceito de que a
diminuicdo da atividade da ADA pode preceder manifestacdes clinicas de supressao
da medula 6ssea devido a imunosupressao excessiva (64). Também sugerem que a
medida sequencial de atividade da ADA é uma técnica de monitorizacdo
imunolégica que pode ndo s6 permitir a deteccdo precoce de rejeigdes, mas também
pode evitar 0s riscos associados com terapia imunossupressiva excessiva. A

individualizacdo da terapia imunossupressora seria outro possivel  beneficio da
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monitorizacdo imunoldgica através da ADA, com a vantagem adicional de ser um

método rapido e simples (64).

Como a rejeicdo do transplante renal é mediada principalmente por
linfécitos T, Yasmineh et al sugerem que a atividade da ADA no sangue periférico
pode ser util no diagnéstico de rejeicdo do enxerto. Assim Orts e Frey, em 1985,
estudaram o papel da ADA sérica como possivel marcador de rejeicdo de 25
receptores de transplante renal, ndo observando utilidade da ADA no diagndstico de
rejeicdo, porém sugerindo que fossem realizados mais estudos sobre o assunto, visto
que a ADA sérica ficou elevada em todos pacientes transplantados, independente de

rejeicdo, em relacdo a um grupo controle de pessoas saudaveis (84).

1.7. Métodos de Dosagem da Adenosina Deaminase

A atividade da ADA pode ser determinada pela medida do consumo da
adenosina ou pela formacao de inosina e ou de amoénia, por diversos métodos,

conforme apresentado a seguir:

a) Consumo de adenosina
-pode ser dosada pela queda da absorbancia da adenosina em 265 nm
(a absorbancia da adenosina neste comprimento de onda é alta, sendo

dificil obter condigdes de saturacéo);
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b) Producéo de inosina

- inosina pode ser convertida pela nucleoside fosforilase e xantina
oxidase para acido urico, com aumento da absorbancia em 293 nm
(alta concentracdo protéica pode interferir na reacao);

- uma vez que H202 é formada nesta Gltima reacdo, a atividade da
ADA pode ser medida através da dosagem do perdxido de
hidrogénio, associando uma reacdo com NADPH por meio de
catalase e aldeido desidrogenase em presenga de etanol (Método de
FRITZ HEINS). Este método ¢ passivel de automatizacéo, porém

de dificil aplicabilidade, pelo alto custo das enzimas;

¢) Producgéo de amonia

- aamoénia produzida pode ser medida por método colorimétrico
através da reacdo de Berthelot ( Método colorimétrico de Giusti). E
um método pratico e de baixo custo;

- a amonia também pode ser dosada associando-se glutamato

desidrogenase com oxidacdo de NADPH, resultando em queda da
absorbancia em 339 nm;

- Utilizac&o de eletrodos sensiveis a aménia.

d) Outros:

- A adenosina marcada com radioisétopos - adenosina e inosina
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produzidas sdo separadas por cromatografia de coluna ou outra
técnica (o uso de material radioativo € restritivo);
- O perfil das isoenzimas pode ser estudado usando-se eletroforese em
gel de amido ou de acetato de celulose, cromatografia de troca

ibnica, filtracdo em gel e outros (38,81).

1.8. Objetivos

Sé&o objetivos do presente estudo:

- Avaliar a associagdo entre a atividade sérica da ADA e rejeicdo de aloenxertos
renais.

- Determinar a utilidade diagndstica da dosagem da atividade sérica da ADA em
relacdo a rejeicao do transplante renal.

- Estabelecer o melhor valor discriminativo de ADA sérica para o diagndstico de

rejeicdo de Transplantes renais.
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2. MATERIAL E METODOS:

2.1. Condigdes Ambientais

O presente estudo foi realizado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA). A dosagem da atividade sérica da ADA foi processada no laboratorio de
bioquimica. A revisdo dos prontuarios foi feita no Servico de Arquivo Médico e

Estatistica (SAME) do hospital.

2.2. Delineamento de Pesquisa

Foi realizado um estudo de coorte: individual, prospectivo, observacional

e controlado.

2.3. Pacientes

Estudaram-se, prospectivamente 35 pacientes internados para realizagdo
de transplante renal no periodo de outubro de 1995 a dezembro de 1996 na Unidade

de Transplante Renal do HCPA.
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Foram excluidos do estudo todos os pacientes que apresentaram no pos-
operatério imediato complicagdes que resultaram na nefrectomia do enxerto
(trombose, rejeicdo vascular, ruptura do enxerto). Os pacientes foram informados
sobre o protocolo de pesquisa e s6 foram incluidos apds consentimento tendo o

estudo sido previamente aprovado pela Comisséo Cientifica e Etica do HCPA .

2.3.1. Protocolo de Avaliacéo

O protocolo de avaliagdo em todos os pacientes incluidos no estudo foi
feito registrando as seguintes variaveis: idade, sexo, cor, tipo de doador,
imunossupressdo empregada, presenca de hepatite ou outra doenca infecciosa

associada.

2.3.2. Imunossupressao

Os pacientes foram submetidos a trés protocolos de imunossupressao:
- terapia com 2 drogas: (prednisona e azatioprina) nos receptores de doadores vivos
HLA idénticos;
- terapia triplice: (prednisona, azatioprina e ciclosporina) nos receptores de
doadores vivos HLA n&o idénticos e de doadores cadavéricos, onde o receptor tinha

baixo risco imunolégico;
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- terapia quadrupla: (prednisona, azatioprina, ciclosporina e anticorpo monoclonal
OKT-3) nos retransplantes e nos receptores de doadores cadavéricos com alto risco

imunologico.

2.3.3. Avaliacdo Laboratorial

O acompanhamento laboratorial foi feito no pré e no pdés-transplante e
constou de:

- exames bioquimicos: glicose, uréia, creatinina, sodio, potassio, CO2, ALT,
AST, fosfatase alcalina. Dosagens feitas diariamente até a alta hospitalar.

- exames hematoldgicos: hemograma, plaquetas. Dosagens feitas até a alta
hospitalar.

- dosagens de marcadores de infeccdo: anti-HCV, HBsAg, anti-HIV, anti-CMV,
anticorpos para herpes e imunofluorescéncia para toxoplasmose. As dosagens foram
feitas pré-transplante e quando houvese suspeita clinica.

- dosagens de ciclosporina por Fluorimetria Polarizada. Valores normais: 100 a
400 ng/ml), em sangue total, utilizando anticorpo monoclonal. A dosagem foi feita 2
vezes por semana durante a internagéo e por indicacao clinica posteriormente.

Exames adicionais foram solicitados por indicacéo clinica.
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2.3.4. Avaliacdo por Imagem

No pos-operatorio imediato foram realizados rotineiramente um ultrassom
e uma cintilografia de fluxo renal com 99m Tc-DTPA, os quais foram posteriormente

repetidos sempre que o0s pacientes apresentassem disfuncdo do enxerto.

2.3.5. Avaliacdo por Puncéo Aspirativa Renal (PAR)

PuncOes aspirativas renais (PAR) foram feitas desde que ndo houvesse
contra-indicacOes, duas vezes por semana durante a internacdo e nos episodios de
disfungéo aguda do enxerto.

Foram consideradas adequadas para diagndstico as laminas em que se
cumprisse o critério da presenca de pelo menos 7 células parenquimatosas (tubulares,
endoteliais, glomerulares) para cada 100 leucdcitos. Para o diagndstico citologico de
rejeicdo aguda, utilizou-se o escore do “incremento corrigido total” (ICT) maior ou
igual a 3,0 acompanhado de “sinais de imunoativa¢ao”assim definidos:
Imunoativacdo: celulas imunoativadas (plasmadcitos, linfoblastos ou linfocitos
ativados), representando mais de 5% do total de leucocitos presentes na lamina, e/ou
presenca na lamina de 5 ou mais células imunoativadas.

Imunoativacdo Incipiente: células imunoativadas presentes, mas inferiores a 5%
do total de leucdcitos, e/ou células imunoativadas > ou igual a 1 e < ou igual a 4 por

lamina.
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Auséncia de Imunoativacdo: células imunoativadas ausentes na lamina.

A presenca de imunoativacao incipiente alertava para a forte possibilidade
de rejeicdo aguda sem, no entanto, confirméa-la (41,66).
A leitura e interpretacdo dos aspirados renais foram feitas por um citologista que

desconhecia a identidade do paciente, o tipo de imunossupressao e o quadro clinico.

2.3.6. Avaliacdo por Biopsia Renal Percutanea (PBR)

A avaliagdo por BRP foi realizada sempre que necessario para esclarecer o
diagnostico nos episddios de disfungédo do enxerto.

Apos a localiza¢do do rim por palpacéo ou por ultrassonografia, as PBR
foram feitas com agulhas Vin-Silverman-Frankilin (Benton e Dickison - Brasil) ou
Tru-cut (Travenol - EUA) através das técnicas habituais. Os fragmentos foram
fixados em Duboscg-Brasil por 2 a 4 horas e ap6s, mantidos em alcool etilico 70%
até o processamento histotécnico que constou de desidratagdo em alcool 100%,
diafanizacdo em xilol, impregnacdo em parafina liquida e inclusdo em parafina.
Cortes histoldgicos de 4 um foram feitos em micrétomo (American Optical - EUA).
As coloracdes utilizadas para posterior interpretagdo foram a Hematoxilina e Eosina
(HE), Periodic-acid Schiff (PAS), Prata Metenamina (PASM) e Tricbmico Verde
(Mason modificado). A interpretacdo das laminas foram feitas por um patologista
cego para as impressdes da equipe de atendimento. Os critérios diagndsticos

empregados para esta interpretacdo foram os seguintes:
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Necrose Cortical: focos de necrose coagulativa de parénquima, abrangendo
glomérulos, tdbulos e estruturas estromais, sem evidéncia de reacdo inflamatoria.
Pode ser focal ou atingir extensas areas corticais.

Rejeicdo Aguda: envolvimento tubular, intersticial, vascular e glomerular de
diferentes intensidades. Infiltrado intersticial, predominantemente linfocitario, com
macrofagos, células plasmaticas, eosindfilos e neutrofilos acompanhado de edema, as
vezes hemorragico, do intersticio e dos capilares peritubulares e glomerulares.
Tubulite deve estar presente. Componente vascular constando de endovasculite,
focos de arterite necrosante, necrose fibrindide ou trombos de fibrina.

Necrose Tubular Aguda: ectasia tubular, simplificacdo epitelial, evidéncias de
regeneracdo tubular constando de atipias epiteliais e mitoses. Edema intersticial e
infiltrado intersticial no maximo leve.

Infeccdo Renal (pielonefrite aguda): infiltrado intersticial predominantemente por
neutréfilos (microabscessos intersticiais) com presenca de neutréfilos na luz tubular.
Nefrotoxicidade Aguda por Ciclosporina: ndo existe um quadro morfoldgico
patognomonico. A presenca de alteragdes tubulares leves como ectasia, necrose
focal, atenuacdo do epitélio, microcalcificacbes e microvacuolizacdo epitelial sdo
sugestivas, assim como infiltrado mononuclear peri-capilar tubular esparso e lesdes
vasculares com dépositos eosinofilicos, tipo fibrindide, na média de pequenos vasos

(arteriolopatia por ciclosporina) (41,66).

2.4. Dosagem da Atividade da ADA Sérica



As dosagens da atividade da ADA serica foram realizadas
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no pré-

transplante renal (pré-imunossupressdo) e no pos-transplante renal, diariamente, ou

pelo menos 3 vezes por semana, até a alta hospitalar.

Foram feitas por observador cego para os episédios de rejeicdo do enxerto renal.

2.4.1. Técnica de dosagem da atividade da ADA:

As dosagens foram realizadas pelo método colorimétrico descrito por Giusti. Toda

amostra de sangue periférico admitida na Unidade de Bioquimica era centrifugada a

3500 RPM durante cinco minutos. Posteriormente, eram separados aproximadamente

3 ml do sobrenadante, em tubo de ensaio 12 x 75 mm, e tampados com rolha de

borracha. Até ser submetido a dosagem da atividade da ADA, o material era

armazenado em refrigerador comum, na temperatura de 4 graus centigrados. As

dosagens foram feitas no maximo até 15 dias ap0s a coleta.

Utilizaram-se os seguintes equipamentos:

- Espectofotometro Bausch & Lomb Spectronic 88;
- Banho-maria 37 graus C Fanen Ltda.;

- Centrifuga Janetzki T32A;

- Balanca analitica MIM Labor;

- Refrigerador Brastemp 440 biplex;

- Deionizador;

- Estante de aluminio para banho-maria;

- Tubo de ensaio 12 x 75 mm;

- Tubo de ensaio 14 x 140 mm;
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- Rolha de borracha nimero 11;

- Rolha de borracha nimero 14;

- Baldo volumétrico de 10 ml;

- Copo de Becker de 10 ml;

- Copo de Becker de 1000 ml;

- Pipeta volumétrica de 1 ml;

- Pipeta graduada de 5 ml,

- Pipeta automaética de 50 microlitros;
- Ponteira para pipeta de 50 microlitros;
- Repipetador Labnew de 10 ml.
Foram usados 0s seguintes reagentes:
- Fosfato diécido de sodio;

- Fosfato acido de sodio;

- Sulfato de amonia;

- Fenol;

- Nitroprussiato de sodio;

- Hipoclorito;

- Agua deionizada;

- Adenosina (adenosine Sigma A 9251 5 gr)

Todas as solugbes utilizadas foram preparadas conforme a técnica
descrita por Giusti. Teve-se o cuidado de usar d&gua deionizada no preparo das
solugdes , para evitar a contaminacdo com amonia. Apés preparadas, as solucdes

eram testadas em relacdo & presenca de amonia, adicionando-se, em tubo de ensaio
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de 14 x 140 mm, 3 ml de fenol/nitroprussiato de sédio e 3 ml de hipoclorito
alcalino, aquecidos em banho-maria a 37 graus centigrados durante 30 minutos.

As solugdes de fenol/nitroprussiato de sdadio e hipoclorito alcalino foram
colocadas em repipetador de 10 ml para diminuir o manuseio e facilitar a técnica.

Os frascos selecionados para a dosagem eram deixados a temperatura
ambiente aproximadamente 30 minutos antes da dosagem. Preparavam-se 10 ml da
solucdo de adenosina nas horas precedentes a dosagem, utilizando papel laminado e
balanca analitica para a pesagem. A adenosina era colocada em baldo volumétrico
com 5 ml de solugdo-tampdo, para ser dissolvida em banho-maria a 37 graus
centigrados e, posteriormente, diluida até o volume de 10 ml.

Em cada dosagem eram utilizados:

Tubos comuns para todas as dosagens do dia:

- 3 tubos de ensaio com solucgéo padrao;

- 1 tubo de ensaio com branco do reagente;

- 1 tubo de ensaio com branco da adenosina.

Tubos utilizados para cada caso:

- 1 tubo de ensaio com branco das amostras;

- 1 tubo de ensaio com amostra.

Os tubos eram montados conforme o esquema a seguir:

- padrdo = 1 ml de solugdo-padrdo ( com pipeta volumétrica);

- branco do reagente (BR) = 1 ml da solucdo-tampéo ( com pipeta graduada de 5 ml);
- branco da adenosina (BADA) = 1 ml da solugdo de adenosina (com pipeta

graduada de 5 ml);
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- branco da amostra (BA) = 50 microlitros de amostra ( com pipeta de 50 microlitros)
e 1 ml de solugéo-tampdo ( com pipeta graduada de 5 ml);

- amostra = 50 microlitros de amostra ( com pipeta de 50 microlitros) e 1 ml de
adenosina ( com pipeta graduada de 5 ml).

Ap0s a pipetagem das solugdes e das amostras, nos tubos de ensaio de 14
x 140 mm, tampados com rolha de borracha nimero 14, os tubos eram colocados na
estante de aluminio e deixados em banho maria a 37 graus centigrados por 60
minutos. Apds, eram adicionados 3 ml de solucdo fenol/nitroprussiato de sodio e 3
ml de solucdo de hipoclorito alcalino em todos os frascos, utilizando-se o
repipetador. Os tubos eram mantidos em banho-maria por mais 30 minutos. A
homogeneizacdo era assegurada pelo jato das solucbes, nos tubos de ensaio,
proporcionada pelo repipetador. Terminada esta fase, os tubos eram retirados do
banho-maria e destampados, sendo entdo medida a absorbancia do liquido resultante
da reacdo em espectofotdbmetro (especificado acima) em comprimento de onda de
620 nm.

Quando a absorbancia do branco do reagente e do branco da adenosina
ultrapassava 0,040 ou quando a absorbancia do padrdo era maior que dois desvios-
padrdo da média dos padrdes, toda a dosagem era refeita.

O calculo da atividade da adenosina deaminase foi feito baseado na seguinte
formula:
ATIVIDADE DA ADA = (AMOSTRA - BA) - (BADA-BR) x 50

PADRAO - BR
O resultado foi expresso em U/l a 37 graus centigrados até a primeira

casa decimal (38,81).
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2.5. Critérios Diagnosticos

As disfuncbes agudas do enxerto - aqui conceituadas como aumento
confirmado, significativo (maior ou igual a 0,3 mg/dl) da creatinina sérica, ou a
auséncia de queda aos niveis esperados no pos-operatério - acompanhadas ou néao
de febre, aumento do volume do enxerto, hipertensédo arterial, edema e oliguria foram
investigadas com cintilografia de fluxo, ecografia, dosagem de ciclosporina sérica,
puncdo aspirativa renal, exame do sedimento urinario e exame cultural de urina. As
rejeicdes agudas foram diagnosticadas retrospectivamente a partir de informacGes
obtidas da revisdo dos prontuarios, por dois nefrologistas, cegos para 0s resultados
da atividade da ADA sérica, com base no aumento da creatinina sérica,
acompanhado ou ndo de quadro clinico tipico, acima descrito, e levando-se em conta
os exames cintilograficos, ecograficos e os demais citados na avaliacdo de disfuncéo
renal aguda do enxerto, além da resposta ao tratamento recebido. O tratamento de
rejeicdo aguda foi feito com metilprednisolona (7mg/Kg) por 3 a 5 dias. Sempre que
ndo houve resposta ao tratamento inicial da rejeicdo, foi realizada a PBR e, caso
demonstrasse persisténcia da rejei¢cdo aguda, com componente celular predominante,
foi caracterizada a situacdo de rejeicdo cortico-resistente, sendo administrado o
anticorpo monoclonal OKT-3®.

Os episadios de nefrotoxicidade por Ciclosporina foram diagndsticados na

presenca de quadro clinico compativel associado ou ndo a nivel sérico elevado,
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biopsia renal compativel, ou ainda, melhora da funcdo renal com diminui¢do ou
suspensdo da droga. O diagndstico de NTA foi feito no paciente sem as condi¢Ges
acima citadas e que necessitava de hemodialise na primeira semana pés-transplante.
Os periodos pre-rejeicdo, rejeicdo e pos-rejeicdo foram definidos de
acordo com 0s seguintes critérios:
* pré-rejeicdo = valores medianos de ADA nos dias 2, 3 e 4 pos-transplante;
* rejeicdo = - pacientes com rejeicdao: medianas de ADA nos dias de rejeicao e dia
anterior e posterior.
- pacientes sem rejeicdo: como 0s pacientes que rejeitaram tiveram
maior freqiiéncia de episddios no sexto dia pds-transplante, avaliou-se
os valores medianos de ADA nos dias 5, 6 e 7 pos-transplante como
periodo rejeicdo para estes pacientes.
* pds-rejeicdo = - pacientes com rejeicao: mediana dos dias 5, 6 e 7 pos-rejeicao
- pacientes sem rejeicdo: dias 11,12 e 13 pos-transplante que

que correspondem aos dias 5,6 e 7 apds o sexto dia.

Hepatite B e hepatite C e sindrome de imunodeficiéncia adquirida foram
diagnosticados considerando-se a positividade em sangle periférico para o método
de Elisa (HbsAg, anti-HCV e anti-HIV respectivamente). Citomegalovirus foi
considerado quando o paciente apresentava sorologia positiva para IgG quatro vezes
ao valor previo ou IgM positiva e quando houvesse quadro clinico de febre,
leucopenia ou manifestacdo de invasdo tecidual. Toxoplasmose e Herpes foram

diagnosticados com base em imunofluorescéncia e anticorpos presentes.
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2.6. Analise Estatistica

2.6.1. Programas Utilizados

O programa utilizado na formacdo do banco de dados foi o Epi Info
Versdo 6.1. Nas andlises estatisticas, usou-se o0 programa denominado SPSS

(Statistical Package for the Social Sciences), Versao 4.0.

2.6.2. Avaliacdo dos Parametros diagnosticos

A avaliacdo do uso da atividade seérica da adenosina deaminase como
método diagnostico de rejeicdo celular aguda do enxerto renal foi realizado através
da determinacdo da sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor
preditivo negativo e acuidade usando-se como pontos de corte valores de ADA >35,
>40, >45, >50 e >30% ao valores do periodo pré-rejeicdo. Estes indices foram
calculados pelo confronto do diagndstico clinico-laboratorial com os resultados dos
testes diagnosticos conforme apresentado no quadro 1. Através dos valores de
sensibilidade e especificidade para esses pontos de corte de ADA, utilizou-se uma
curva “Receiver Operator Characteristic” (ROC) com o objetivo de identificar o
melhor ponto de corte para o diagndstico de rejeicdo celular aguda. A sensibilidade e
a especificidade avaliam a eficiéncia com que o teste diagnostico identifica

corretamente os pacientes com e sem a doenca em estudo. O valor preditivo informa
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sobre a eficacia com que o resultado positivo ou negativo no teste diagndstico

prognostica corretamente a presenca ou auséncia da doenca. A acuidade expressa a

percentagem total da concordancia entre o teste diagnostico e o diagndstico de

certeza .

Com a finalidade de verificar diferencas na associagé@o entre dois ou mais

grupos independentes, foram utilizados os testes de Mann-Whitney (MW) e Qui-

Quadrado (X?) respectivamente.

O nivel de significancia adotado foi p menor do que 0,05.

QUADRO 1. Comparacao entre o Diagndstico de Certeza e os Resultados do Teste

Diagnostico
Teste Diagnostico Doenca
Presente Ausente
Positivo Positivo Falso positivo
Negativo Falso negativo Negativo

Sensibilidade =a/ (a + ¢)
Especificidade =d / (b + d)

Valor preditivo positivo =a/ (a + b)
Valor preditivo negativo = d / (c+ d)

Acuidade =(a+d)/(a+b+c+d)
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3. RESULTADOS

3.1 Caracteristicas da Amostra

Foram estudados 35 pacientes transplantados renais no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, no periodo de outubro de 1995 a dezembro de 1996.

As caracteristicas destes pacientes podem ser observadas na Tabela 1.

Tab.1- Caracteristicas dos pacientes

Sexo Feminino Masculino Total
Idade (média) 35,53 42,60 39,06
Doador (vivo/cadaver) 8/7 9/11 17/18
Imunosupressao

- pred + aza 3 3 6

- pred + aza + CsA 10 15 25

- pred + aza + CsA + OKT3 2 2 4
NTA (sim/néo) 4/11 6/14 10/25
Anti-HCV (sim/néo) 5/10 14/6 19/16
Rejeicdo Aguda (sim/néo) 8/7 10/10 18/17

3.2. VALORES DE ADA

Os pacientes foram acompanhados durante o periodo de hospitalizacao
pos-transplante até a alta hospitalar, em média com 19,6 dias de internagdo, com
medidas seriadas dos valores de ADA, com freqliéncia de 3 a 5 medidas por semana.

Nesse periodo foram realizadas 424 dosagens de ADA com média de 12,1

por cada paciente.
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Para a analise dos resultados estabeleceu-se os valores medianos de ADA
para cada paciente ao longo do seu acompanhamento (ADAMm).
Na figura 3 observa-se a evolugdo dos valores medianos de ADA de todos

0s pacientes durante o primeiro més pds-transplante.
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Fig.3- Medianas das ADAs de todos pacientes durante o primeiro més pos-
transplante.
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Os valores de ADA de cada paciente foram agrupados nas medianas do

periodo pre-rejeicdo (ADApré), a mediana do periodo de rejeicdo (ADArej) e a

mediana do periodo pos-rejeicdo (ADApOGS), conforme demonstrado na Tabela 2.

Tab.2- Mediana das ADAS

P

n

ADApré
med(min/max)

ADArej
med(min-max)

ADApOGs
med(min-max)

mediana total
med(min-max)

W WWWwWwWwwPMNhDNDPNDDMNDPNDDDNDDDNDDDNDDNDNEPRPERERPERPERPERPERPERERR
O RO NPRPR OO IOO T RONPRPOOOMNOURAWNRO ©®ONDOWN R

11
4
12
8
15
6
13
22
4
5
22
19
21
12
19
16
19
24
13
7
9
11
13
12
11
4
8
8
11
9
11
9
12
10
14

27,17 (26,18-28,16)
36,15 (36,15-36,15)
35,70 (34,62-36,78)
26,54 (26,64-26,64)
43,45 (39,58-47,31)
34,23 (28,24-38,51)
33,37 (33,37-33,37)
48,32 (45,48-51,15)
61,59 (57,70-65,47)
61,14 (56,29-65,98)
79,90 (77,72-83,29)
35,04 (35,04-35,04)
48,69 (45,04-52,34)
40,25 (38,80-46,33)
29,33 (27,49-31,16)
52,63 (51,70-53,56)
15,65 (13,57-19,50)
71,51 (71,51-71,51)
37,04 (36,91-49,13)
26,04 (2457-27,51)
25,29 (22,98-25,52)
46,26 (4545-53,07)
42,61 (36,92-46,36)
33,38 (31,77-34,98)
48,32 (37,50-61,18)
19,40 (19,40-19,40)
37,88 (32,66-43,09)
24,00 (21,50-27,00)
43,84 (31,56-45,33)
61,01 (58,21-60,56)
64,56 (44,37-69,13)
23,64 (16,03-26,03)
16,50 (10,95-22,05)

43,84 (36,32-64,88)

45,26 (44,06-46,34)
41,83 (36,08-47,57)
45,31 (45,31-45,31)
43,96 (43,45-44,46)
56,38 (55,50-57,26)
50,62 (48,17-53,06)
51,28 (42,73-59,82)
60,45 (59,35-61,55)
60,16 (60,16-60,16)
76,71 (71,93-81,48)
113,52 (110,65-116,39)
37,50 (27,96-39,69)
78,85 (68,68-89,01)
43,69 (43,69-43,69)
33,08 (32,99-33,17)
89,68 (82,42-96,93)
22,40 (22,40-22,40)
124,53 (110,61-138 45)
39,04 (39,04-39,04)
30,68 (30,68-30,68)
42,22 (42,22-42,22)
55,61 (55,61-55,61)
46,97 (46,97-46,97)
40,77 (38,24-45,30)
50,78 (50,78-50,78)
22,80 (22,80-22,80)
97,93 (97,93-97,93)
15,60 (15,60-15,60)
51,42 (51,42-51,42)
67,74 (67,74-67,74)
25,17 (22,99-27,35)
39,47 (26,12-52,81)
24,60 (18,30-32,30)
53,96 (53,96-53,96)

33,72 (33,21-34,22)

43,33 (43,33-43,33)

50,00 (50,00-50,00)
26,60 (26,60-26,60)
88,03 (80,87-95,19)

107,05 (96,90-117,20)

38,29 (36,66-39,91)
43,09 (38,19-49,59)
40,40 (40,40-40,40)
25,77 (13,66-35,90)
85,91 (82,87-99,03)
41,20 (41,20-41,20)
40,18 (40,18-40,18)

47,62 (47,62-47,62)
30,07 (30,07-30,07)
39,06 (39,06-39,06)
49,31 (49,31-49,31)
17,40 (17,40-17,40)
83,79 (83,79-83,79)
4,10 (4,10-4,10)
39,43 (49,43-49,43)
95,59 (95,59-95,59)
82,40 (82,40-82,40)
31,50 (24,77-38,23)
21,80 (21,80-21,80)
22,55 (14,60-30,50)
55,59 (55,59-55,59)

36,87 (26,18-46,34)
42,79 (51,35-36,15)
46,04 (34,62-58,15)
41,07 (26,54-50,88)
41,18 (24,57-58,80)
41,18 (28,24-53,06)
35,91 (29,81-59,82)
80,12 (45,48-130,61)
59,55 (54,85-65,47)
67,62 (56,29-81,48)
81,97 (64,35-117,20)
40,55 (27,96-56,37)
57,15 (38,19-89,01)
35,36 (24,01-46,33)
35,00 (13,66-51,90)
88,65 (51,70-121,36)
21,23 (5,30-41,20)
117,31 (44,34-168 48)
39,55 (33,37-49,13)
33,95 (24,57-40,00)
37,90 (22,98-54,95)
45,07 (35,58-55,61)
44,75 (30,07-58,83)
37,79 (29,60-55,85)
49,40 (37,50-61,18)
17,03 (8,50-22,80)
81,24 (37,88-138,82)
16,22 (4,10-27,00)
46,77 (28,99-74,70)
79,89 (58,21-99,85)
63,07 (44,37-82,40)
27,40 (16,03-38,38)
27,54 (10,95-52,81)
20,52 (8,90-32,30)
76,11 (36,32-160,84)

p=pacientes
n= ntmero de dosagens de ADA
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Os valores de ADA dos periodos pré-rejeicdo, rejeicdo e pos-rejeicao

podem ser observados na tabela a seguir.

Tab. 3- Mediana das ADAs totais dos periodos pré, rejeicdo e pés rejeicao

N Med(min/max)
ADApré 34 37,46(15,65-79,90)
ADArej 34 46,14(15,60-124,53)
ADApOGsrej 27 40,40(4,10-107,05)

ADArej > ADApré p=0,022 (MW)
ADArej > ADAp6s p=0,113 (MW)
ADApré x ADAp6s=0,429 (MW)

Observa-se que houve um aumento significativo da ADA no periodo de

rejeicdo quando comparado ao periodo pré-rejeicao.

3.3. ADAE REJEICAO

A frequéncia dos episédios de rejeicdo aguda durante o periodo de

acompanhamento pode ser vista na Figura 4.
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Episédios de rejeicao

0 5 10 15 20 25 30

Seguimento (dias)
Fig.4- Frequéncia dos episodios de rejeicdo aguda durante o periodo
de acompanhamento pos-transplante.
Observou-se que a mediana dos episddios de rejeicdo celular aguda neste
grupo de pacientes ficou entre o sexto e o sétimo dia pos-transplante.
Na Figura 5 encontra-se os valores medianos de ADA nos pacientes que
apresentaram rejeicdo aguda e nos que ndo tiveram rejeicdo no periodo de

acompanhamento.
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Fig. 5- Medianas das ADAs dos pacientes com e sem rejeicéo

Houve diferenca estatisticamente significativa nos valores medianos de
ADA no sexto dia de seguimento entre 0s pacientes com rejei¢do em relacdo aos sem

rejeicao celular aguda. (p=0,021 MW)
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Na Tabela 4 e Figura 6 encontram-se as comparacGes dos valores de

ADA nos periodos pré-rejeicdo, rejeicdo e pos-rejeicdo dos pacientes com e sem

episodios de rejeicdo aguda durante 0 acompanhamento.

Tab. 4- Mediana dos valores de ADA nos periodos pré, durante e pos-rejeicdo dos

pacientes com e sem rejei¢do aguda.

Grupo N Med(min/max) p (MW)
Com Rejeicao
1.ADApre 18 38,20(15,65-79,90) 2 >1=0,026
2.ADArej 18 50,95(22,40-124,53) 2 >3=0,084
3.ADApos 18 42,15(25,77-107,05) 1 x 3=0,512
Sem Rejeicao
4.ADApré 17 37,46(16,50-64,56) 5>4=0,178
5.ADArej 17 41,50(15,60-97,93) 5> 6=0,339
6.ADApOs 17 39,43(4,10-95,59) 4 x 6=0,621
60
50
% W ADAPRE
a EADAREJ
= W ADAPOS

40

30

C/ REJEICAO

S/ REJEICAO

Fig.6 - Mediana dos valores de ADA nos periodos pré, durante e pos-rejeicao
em pacientes com e sem rejeicao
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Analisando-se 0s pacientes que tiveram rejeicdo aguda, encontrou-se
valores de ADA significativamente aumentados no periodo de rejeigdo, atingindo
significancia estatistica quando comparado ao periodo pré-rejeicdo (p=0,026) e nédo
se observou significancia estatistica quando comparado com o periodo pds- rejeicao
(p=0,084).

N&o houve variagdes significativas nos valores de ADA nos pacientes que
ndo tiveram rejeicdo aguda.

Para avaliar a eficAcia da ADA como método diagndstico de rejeicdo
aguda, empregou-se diferentes pontos de corte nos valores de ADA. Na tabela 5
observa-se a associacdo entre o diagnostico de rejeicdo pela ADA em relagdo ao
padréo ouro.

Tab.5- Pontos de corte dos valores de ADA como método diagndstico

REJEICAO AGUDA p (X3
SIM NAO

ADA>30%
sim 10 3 0,035
nao 8 14
ADA>35
sim 16 12 0,23
nao 2 5
ADA>40
sim 15 10 0,15
nao 3 7
ADA>45
sim 12 8 0,31
nao 6 9
ADA>50
sim 10 7 0,50
nao 8 10

ADA maior que 30% foi considerada positiva para rejeicdo aguda quando os valores medianos de
ADA no periodo de rejei¢do fossem maiores do que 30% dos valores obtidos no periodo pré-rejeicéo.

Observa-se associacdo estatisticamente significativa entre o aumento de

ADA >30% e o diagndstico de rejeicao aguda.
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Na tabela 6 pode ser observado a sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo (VP+), o valor preditivo negativo (VP-) e acuidade da ADA para o

diagnostico de rejei¢do aguda nos diferentes pontos de corte.

Tab.6- ADA como teste diagndstico

Sensibilidade Especificidade VP+ VP- Acuidade
(%) (%) (%) (%) (%)
ADA>30% 55,5 82,3 76,9 63,6 69
ADA>35 88 29 57 71 60
ADA>40 83 41 60 70 62
ADA>45 66 52 60 60 60
ADA>50 55 58 58 55 57

Para se verificar o melhor ponto de corte nos valores de ADA para o
diagndstico de rejeicdo aguda os dados de sensibilidade e especificidade foram

colocados em curva ROC (Figura 7).
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Fig.7- Curva ROC.

Observa-se pela curva ROC que o melhor ponto de corte dos valores de

ADA para o diagnostico de rejeicdo aguda foi 0 aumento dos valores de ADA acima

de 30%.

3.4. Valores de ADA em pacientes anti-HCV positivos e com NTA



60

Os valores medianos da ADA nos pacientes com e sem anti-HCV e NTA

podem ser vistos na Tabela 7.

Tabela 7. Valores medianos de ADA nos pacientes com e sem anti-HCV e NTA

n Mediana (val min/val max) p (MW)
1. HCV + 19 46,04 (17,03-117,31) 1x2=0,037
2. HCV - 16 37,33 (16,22-76,11)
3.NTA + 10 69,59 (35,00-117,31) 3x4=0,002
4. NTA - 25 39,55 (16,22-81,24)

Observa-se que os valores medianos de ADA nos pacientes com HCV+ e
necrose tubular aguda sdo significativamente superiores aos pacientes sem essas
patologias.

Na Tabela 8 sdo apresentados os valores medianos das ADAS desses

pacientes em relacdo a presenca ou auséncia de rejeicéo.

Tab. 8- ADA no acompanhamento do pds-tx dos pacientes com anti-HCV e NTA

n ADA Total
Mediana (val max/val min) p (MW)

HCV +
com rejeicao 11 59,55 (40,55-117,31) 0,098
sem rejeicao 8 41,325 (17,03-81,24)

HCV -
com rejeicao 7 35,91 (21,23-57,15) 0,491
sem rejeicao 9 39,55 (16,22-76,11)

NTA +
com rejeicao 8 69,835 (35,0-117,31) 1,0
sem rejeicao 2 69,59 (63,07-76,11)

NTA -
com rejeicao 10 40,81 (21,23-67,62) 0,739
sem rejeicao 15 37,90 (16,22-81,24)

* MW=Mann-Whitney
N&o encontrou-se diferenca estatisticamente significativa nos valores de

ADA dos pacientes com e sem rejeicdo quando comparados nas situacdes de

portadores ou ndo de anti-HCV ou de necrose tubular aguda (NTA).
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A comparacdo dos valores de ADA no periodo de rejeicdo entre pacientes
com e sem rejeicdo aguda dentro dos subgrupos portadores ou ndo de anti-HCV e de

NTA pode ser verificada na tabela 9, figura 8 e 9.

Tab.9 - ADA no periodo de rejeicdo nos pacientes com e sem anti-HCV e NTA

n ADA na REJEICAO
Mediana (val min/val max) p (MW)
HCV +
com rejeicao 11 60,16 (37,50-124,53) 0,117
sem rejeicao 8 43,59 (22,80-97,93)
HCV -
com rejeicao 7 43,69 (22,40-78,85) 0,643
sem rejeicao 8 39,90 (15,60-55,61)
NTA +
com rejeicao 8 69,65 (33,08-124,53) 0,439
sem rejeicao 1 53,96 (53,96-53,96)
NTA -
com rejeicao 10 44,61 (22,40-76,71) 0,471
Sem rejeicao 15 40,77 (15,60-97,93)

* MW=Mann-Whitney

Também ndo se evidenciou nenhuma diferenca estatisticamente
significativa nos valores de ADA no periodo de rejeicdo quando se comparou 0s
pacientes com e sem rejeicdo dentro dos subgrupos de portadores ou ndo de anti-

HCV ou NTA.
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MEDIANA
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Fig. 8- Valores de ADA durante o periodo pré, durante e pos-rejeicdo em pacientes

com e sem anti-HCV.

MEDIANA
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Fig.9 - Valores de ADA nos periodos pré, durante e pds-rejeicdo em pacientes com e

sem NTA.
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Os valores de ADA dos periodos pré-rejeicao, rejeicao e pos-rejeicdo em

pacientes que tiveram NTA e/ou fossem anti-HCV + podem ser observados na tabela

abaixo.

Tab. 10 - Mediana das ADAs dos periodos pré, rejeicdo e pds-rejeicao em

pacientes com NTA e/ou HCV+

N Mediana(min/méx)
ADApré 22 43,65(16,50-79,90)
ADArej 22 52,37(22,80-124,53)
ADApo6s 17 49,31(14,40-107,05)

Adarej > Adapré p=0,045 (MW)
Adarej > Adapo6s p=0,235 (MW)
Adapré x Adapés p=0,357 (MW)

Verifica-se que nesse sub-grupo de pacientes persiste um aumento

significativo da ADA no periodo de rejeicdo, quando comparado aos valores pré-

rejeicdo (p=0,045).

Na Tabela 11 encontram-se as comparacdes dos valores de ADA nos

periodos pré-rejeicdo, rejeicao e pos-rejeicdo dos pacientes com e sem episodios de

rejeicdo aguda no sub-grupo de pacientes com NTA e /ou anti-HCV+,

Tab.11 - Mediana dos valores de ADA nos periodos pre, durante e pds-rejeicdo dos
pacientes com NTA e/ou HCV+, de acordo com a presenca ou ndo de

rejeicdo aguda.

N Med(min/max) p(MW)
Com Rejeicao
1.ADApré 13 48,32(26,54-79,90) 2 >1p=0,050
2.ADArej 13 60,16(33,08-124,53) 2 >3p-0,223
3.ADApGS 8 46,67(25,77-107,05) 1 x 3 p=0,491
Sem Rejeicao
4.ADApré 9 42,61(16,50-64,56) 5> 4p=0,213
5.ADArej 9 46,97(22,80-97,93) 5> 6 p=0,430
6.ADApPGs 9 39,43(17,40-95,59) 4 x 6 p=0,480

A anélise desse sub-grupo de pacientes ndao mostra qualquer diferenca

significativa nos valores de ADA nos pacientes que ndo tiveram rejeicdo e, apesar da
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reducdo da amostra, uma tendéncia de aumento da ADA no periodo de rejeicdo em
relacdo ao periodo pré-rejeicdo, nos pacientes que tiveram rejeicdo aguda (p=0,05

MW).

4. DISCUSSAO
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O objetivo central do presente estudo foi analisar a utilidade da atividade
sérica da enzima adenosina deaminase (ADA), como método diagndstico da rejeicao
celular aguda do transplantado renal. Episddios de rejeicdo celular aguda tem um
grande impacto na sobrevida do enxerto, diminuindo no primeiro ano em 18 e 27% a
sobrevida do enxerto de receptores vivos e cadavéricos, respectivamente (100).
Alguns desses enxertos ndo irdo recuperar sua fungcdo, mesmo com terapia
antirejeicdo maxima, e mesmo quando recuperam, terdo em um ano diminuidas em
10% a sua sobrevida, quando comparados aos enxertos livres de rejeicdo. Além
disso, episodios de rejeicdo tem um impacto negativo a longo prazo na sobrevida do
enxerto, sendo um grande preditor da ocorréncia de rejeicao cronica, a qual é um dos
maiores responsaveis pela perda do enxerto apds o primeiro ano de transplante (100).
A premissa de que a ADA poderia ser Util para o diagndstico de rejeicdo celular
aguda apoia-se na seguinte observacdo: rejeicdo celular aguda é desencadeada
predominantemente por linfocitos T e, ha na literatura vasta descri¢do da correlagédo
entre a ADA e resposta imune celular. A ADA ¢é uma enzima do metabolismo das
purinas que é particularmente rica em tecidos linfoides, com atividade 10 a 12 vezes
maior em células T do que em células B, portanto espera-se que esteja aumentada em
casos de rejeicdo celular aguda (64,84) e visto ser facilmente dosada através de

métodos ndo invasivos poderia ser de auxilio no diagnostico de rejeigcdo aguda.

4.1. Caracteristicas da Amostra
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As caracteristicas da amostra dos pacientes deste estudo encontram-se na
Tabela 1. Uma anélise dos 228 transplantados renais acompanhados nos ultimos seis
anos no Servico de Transplante Renal do HCPA revela que a idade média foi de 38
anos, numero de transplantes com doadores cadaveres foi 130 (21,7/ano), com
doador vivo de 98 (16,6/ano) e episddios de NTA em 46,1% (dados ndo publicados).
Estes dados sdo semelhantes aqueles apresentados pelos pacientes na amostra
estudada (Tabela 1). Os pacientes utilizaram doses de medica¢des imunossupressoras
(ciclosporina, azatioprina e prednisona) dentro da faixa usualmente empregada pela
maior parte dos que utilizam terapia “triplice” ( 44, 62, 87, 94). A funcao renal
expressa pelos niveis de creatinina sérica, encontra-se nos niveis, em geral,
apresentados por pacientes que fazem wuso de ciclosporina na terapia
imunossupressora (16, 22, 60). Portanto, a presente amostra é representativa da
pratica atual de transplante renal no HCPA em termos de idade, de doses de
medicacgdes imunossupressoras, funcdo renal e tipo de doador, pelo menos a curto
prazo e pode, portanto, ser considerada adequada para avaliar a ADA como método
diagndstico de rejeicdo aguda. Os critérios diagndsticos utilizados (clinicos,
laboratoriais, de imagem, por puncdo aspirativa e bidpsia renal do enxerto) para
definir os episddios de rejeicdo celular aguda s&o os habitualmente empregados nos
pacientes acompanhados e estudados no HCPA, e em servigos de transplantes

descritos amplamente na literatura.

4.2. ADA e Rejeicao
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O diagndstico de rejeicdo celular aguda deve sempre ser suspeitado em
pacientes transplantados com aumento da creatinina sérica. A associacdo de sinais
clinicos como diminuicdo do débito urinario, aumento da pressdo arterial sistémica,
febre, dor, edema e sensibilidade no local do enxerto ajudam no diagndstico.
Entretanto, com o uso de ciclosporina, esses achados muitas vezes ndo séo
encontrados dificultando o diagndstico. Além do que, no diagndstico diferencial de
rejeicdo incluem-se outros insultos como necrose tubular aguda, nefrotoxicidade por
ciclosporina, obstrucdo ou infec¢do do trato urinario e raramente, trombose arterial
e/ou venosa aguda que sao tratadas de maneira diferente e especifica para cada caso
(100). A obstrucdo do trato urinario pode usualmente, ser detectada por ecografia
renal e a oclusdo vascular renal pode ser excluida ou confirmada por métodos
cintilogréficos. A vasoconstricdo induzida pela ciclosporina pode piorar a injuria
isquémica do enxerto renal, sendo que a diminuicdo das doses desta droga
imunossupressora poderdo ou nédo reverter a nefrotoxicidade pela ciclosporina. Em
casos de necrose tubular aguda ndo ha tratamento especifico, mas ocorre recuperacao
da funcéo renal no intervalo de algumas semanas. Nesta situagéo, a auséncia inicial
de funcdo renal torna o diagndstico de rejeicdo aguda mais dificil. Assim, a auséncia
de obstrucdo na ecografia e niveis de ciclosporina ndo elevados, fazem com que seja
indicada a realizacdo de biopsia renal em pacientes com retardo ou piora da funcao
renal que persiste por mais de uma semana apés o transplante renal. Em pacientes
com alto risco imunoldgico, como os hipersensibilizados ou os politransfundidos,
pode ser necessario a realizacdo mais precoce da bidpsia renal a fim de detectar

rejeicdo celular aguda oculta. Embora a ecografia e a cintilografia sejam métodos
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relativamente ndo invasivos, ndo sdo suficientemente sensiveis ou especificos no
diagndstico de rejeicao aguda (66).

A bidpsia renal percutanea vem sendo considerada como padréo-ouro para
a avaliacdo dos métodos diagndsticos de rejeicdo aguda do transplante renal,
apresentando contudo riscos, por ser um método invasivo, podendo apresentar
complicagdes, tais como hematdria macroscopica, andria transitoria, devido a
obstrucdo por coagulos (1,2%), hematoma perirrenal (0,7%) e hematoma
retroperitoneal (0,2%) (100). A sua validade como padrdo-ouro é questionada, uma
vez que apresenta limitacbes como as decorrentes de amostragem, variabilidade de
interpretacdo e a impossibilidade de repeticdo com maior frequéncia. Além disso, ha
o problema da inespecificidade do infiltrado intersticial, em geral atribuido a rejeicdo
aguda, mas que pode também, ser devido a nefrotoxicidade por ciclosporina, ou ndo
representar relevancia como mediador ou marcador de rejeicdo aguda (66). Uma
alternativa é a aspiracdo com agulha fina do enxerto com subsequente exame
citoldgico do infiltrado de células do enxerto. Esta técnica tem mais de 90% de
sensibilidade e especificidade para o diagnéstico de rejei¢do celular aguda em varios
centros de transplante. Em estudo feito por Manfro observou-se especificidade de
87,3%, sensibilidade de 71,8% e acuracia de 84,9% (66). Pelo fato de ter baixa
morbidade, pode ser repetidamente realizada para o seguimento do enxerto a resposta
terapéutica. Entretanto, esta técnica apresenta limitacbes como as decorrentes da
amostragem e variabilidade de interpretacdo (66). A avaliacdo do nimero de células
imunoativadas na amostra tem sido sugerida como um critério isolado de boa
acuracia para o diagndstico de rejeicdo aguda de enxertos renais (49,126). Nestes

trabalhos, constatou-se que as células imunoativadas estdo significativamente
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aumentadas nos episodios de rejeicdo aguda, que elas diminuem com o tratamento da
rejeicdo e que além da rejeicdo aguda, episddios de infeccdo viral, principalmente
por citomegalovirus, estdo associadas a um aumento no numero destas células.
Dados experimentais demonstram que o infiltrado blastico, ou seja, o aparecimento
de células imunoativadas no enxerto, precede a expressao de antigenos HLA classe 11
na rejeicdo aguda, modificada ou ndo por Imunossupressores, e que a
imunossupressao retarda a expressao das moléculas HLA classe 11, sem no entanto,
retardar a infiltragdo blastica (9). Esses achados sugerem que o estimulo a expressao
dos antigenos HLA-DR nas células do enxerto seja produzido por células do
componente blastico do infiltrado. Essas células liberam fator(es) solvel(eis) que,
por sua vez, é(sdo) o(s) efetor(es) do aumento de expressdo das moléculas classe Il e
moléculas de adesdo. Essas estruturas representam “alvos” imunes ou aumentam a
interacdo célula a célula do enxerto (66). Anticorpos monoclonais, dirigidos contra
epitopos de estruturas parenquimatosas ou de células infiltrativas, tém sido utilizados
em aspirados renais, assim como em fragmentos de biopsia renal, com 0s objetivos
de aumentar a acuracia diagnostica desses métodos, melhor caracterizar a resposta
inflamatdria intra-enxerto e de estudar a resposta do infiltrado as drogas
imunossupressoras (40, 47, 48, 54). A expressao do receptor de interleucina 2 (IL-
2R) nos linfécitos que infiltram o enxerto também tem sido estudada utilizando-se
anticorpos monoclonais dirigidos a epitopos da cadeia alfa (p55) desse receptor.
Aspirados renais de pacientes com rejeicdo celular aguda apresentam maior
expressdo linfocitaria do IL-2R do que aspirados obtidos em pacientes sem rejeicdo
(50). A expressao dos antigenos HLA classe Il (DR) tem sido estudada nas células

infiltrativas de enxertos renais. Nessa avalia¢do, os resultados quanto a utilidade do
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método se dividem. Alguns autores referem que ele é util para aumentar a acuracia
do diagnéstico de rejeicdo aguda (12, 92); enquanto outros ndo concordam com essa
utilidade (2, 126). A avaliacdo citologica da expressdo de ICAM-1 em células
parenquimatosas de transplantes renais foi recentemente descrita em dois trabalhos
(17, 130). Os autores encontraram que a expressao de ICAM-1 ¢ significativamente
mais elevada em pacientes com rejeicdo aguda do que nos sem rejeicdo. Dessa
maneira, a partir dos dados da literatura, sugere-se que o0 aumento da expressdo
destas moléculas, nas células parenquimatosas renais, durante 0s episodios de
rejeicdo aguda, esteja razoavelmente estabelecido. A expressdo de ICAM-1 é mais
precoce, menos duradoura e apresenta maior resposta a drogas anti-rejeicéao,
enguanto que a expressdo dos antigenos HLA-DR apresenta inicio mais tardio e
persiste por mais tempo, apesar da terapia anti-rejeicdo. No trabalho de Manfro e
colaboradores a analise dos parametros diagnosticos produzidos pela avaliacdo da
expressdo dos antigenos HLA-DR e do ICAM-1, mostrou que, quando ndo
associados aos dados de citologia aspirativa convencional, seu rendimento
diagndstico é pobre. Entdo, em relacdo a expressdo nas células parenquimatosas de
ICAM-1 e de antigenos HLA-DR, encontrou-se que, apesar de terem sua expressao
significativamente aumentada nos episodios de rejeicdo aguda, a avaliacdo
diagnostica de sua expressdéo ndo melhora significativamente os parametros
produzidos pelos métodos convencionais, exceto por aumentar a sensibilidade, o que
pode ser atil em determinadas circunstancias clinicas (66). Outros metodos de
monitorizagdo de rejeicdo como dosagem de neopterina (101), medidas de presséo
intra-renal (98), fenotipagem de subpopulacdes linfocitarias (132) tem sido

realizadas, mas sem a acuracia diagnostica desejada.
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Com base nisso, procura-se constantemente um método de diagnostico
gue ndo seja invasivo e que tenha boa especificidade e sensiblidade ao diagndstico de
rejeicdo celular aguda. A possiblidade do uso da atividade serica da ADA como
método diagnostico de rejeicdo celular aguda do enxerto renal é relatada no estudo
de Frey e Orts (84). Neste estudo acompanhou-se 15 transplantados no periodo pos-
operatério e coletou-se amostras séricas de ADA antes, durante e apds a rejeicéo,
encontrando valores de ADA mais elevados em todos os pacientes transplantados em
relacdo ao grupo controle (individuos normais), mas sem aumento significativo entre
eles, ou seja, entre o periodos pré, durante e ap0s a rejeicdo. Devido a pequena
amostra utilizada na pesquisa, os autores concluiram que mais estudos deveriam ser
realizados. No presente estudo a mediana total da ADA de todos os pacientes dos
periodos pré, rejeicdo e pos-rejeicdo evidenciou aumento significativo (p=0,022)
entre a atividade sérica de ADA na rejeicdo em relacdo aos valores pré-rejeicao.
Observou-se que 0s episodios de rejeicdo aguda durante o acompanhamento dos
pacientes, ocorreram em torno do sexto e sétimo dia do pos-operatorio, sendo neste
dia encontrado uma diferenca significativa dos valores de ADA entre os pacientes
com rejeicdo, em relacdo aqueles que nado tiveram rejeicdo (p=0,021). Os valores de
ADA, também foram estudados nos pacientes que apresentaram ou nao rejeicdo nos
periodos pré-rejeicdo, rejeicdo e pos-rejeicdo. Verificou-se que 0s pacientes que
tiveram rejeicdo aguda apresentaram valores de ADA significativamente maiores no
periodo de rejeicdo em relacdo ao periodo pre-rejeicéo (50,95 x 38,20 p=0,026 MW).
A comparacdo dos valores de ADA com o periodo pds-rejeicdo também mostra
valores aumentados durante a rejeicdo com posterior reducdo, embora ndo atingindo

significAncia estatistica (42,15 x 50,95 p=0,084 MW). Esses achados sdo
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compativeis com os observados por Yasmineh et al e Lum et al (64,134). Nesses
estudos os autores compararam 10 pacientes controles normais, com 20
transplantados, subdivididos em trés grupos. Os grupos 1 e 2 eram transplantados
com mais de 1 ano de transplante, em uso de doses imunossupressoras estaveis ou
diminuidas por leucopenia recente, mas sem evidéncias de rejeicdo, enquanto que o
grupo 3 eram pacientes com menos de 1 ano de transplante, mas com rejeicao celular
aguda. Nao encontraram diferenca de valores de ADA entre grupo controle normal e
valores totais de ADA dos pacientes transplantados, mas evidenciaram diferenca
significativa entre os grupos 1 e 2 em relacdo aos pacientes do grupo 3, que eram 0s
que rejeitaram (p<0,002), sugerindo que a ADA pode ser usada como método
auxiliar na monitorizacdo do enxerto renal. Os trabalhos de Yasmineh et al e Lum et
al,qgue apresentam menor nimero de pacientes em relacdo ao presente estudo,
sugerem fortemente uma associacdo entre elevacdo dos valores de ADA e o
desenvolvimento de rejeicdo aguda. Tal associacdo torna-se bastante evidente no
presente estudo, com maior numero de pacientes e avaliagdo sequencial e
prospectiva, que revela aumento significativo da ADA no dia em que mais
frequentemente ocorreu rejeicdo e nos periodos de rejeicdo em comparacdo aos

valores observados antes da rejeigéo.

4.3. ADA como Método Diagndstico

Como um dos objetivos do presente estudo foi estabelecer um valor de

ADA que pudesse ser adotado como referéncia para diagnosticar rejeicdo e, essa
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abordagem ndo é descrita na literatura, foram utilizados entdo, pontos de corte
préximo as medianas. Calculou-se a sensibilidade e especificidade da ADA como
método diagnostico de rejeicdo aguda nos diferentes pontos de corte. Para definir
qual o ponto de corte mais adequado empregou-se a curva ROC. Nesta curva, 0s
pontos sdo colocados em um grafico Y (ordenada), onde se representa a porcentagem
de verdadeiros positivos (sensibilidade) e X (abscissa), onde se representa
porcentagem de falsos positivos (1 - especificidade). Os valores nos eixos deslocam-
se de uma probabilidade de 0 a 1,0 (0 a 100 por cento). Esse tipo de abordagem de
testes diagnosticos permite basicamente duas avaliacGes, ou seja, a da acuracia do
teste, quanto maior a area sob a curva, maior a acuracia, o estabelecimento do melhor
ponto de corte que €, em termos de balanco entre sensibilidade e especificidade, o
ponto de curva que se encontra mais préximo do canto superior esquerdo. No estudo,
usou-se, entdo os pontos de ADA > 35, >40, >45, >50 e maior que 30% dos valores
da ADA em relagdo ao periodo pré-rejeicdo do transplante. Obteve-se uma
associacao estatisticamente significativa somente quando se utilizou os valores acima
dos 30 % ao do periodo pré-rejeicdo (p=0,035 X?), com uma sensibilidade de 55,5%,
especificidade de 82,3%, VP+ de 76,9%, VP - de 63,6% e acuracia de 69% .
Também confirmou-se que o melhor ponto de corte foi 0 aumento de 30% dos
valores pré-rejeicdo, porque foi o que ficou mais proximo do canto superior esquerdo
da curva ROC. Este é o primeiro estudo que avalia a acuracia de um ponto de corte
dos valores de ADA como método diagnostico de rejeicdo, e embora ndo haja na
literatura dados sobre estes valores, os resultados obtidos no presente estudo
(sensibilidade 55,5% e especificidade 82,3%) sdo proximos aos de outros metodos

diagndsticos, como a puncao aspirativa renal, sugerindo a utilizacdo da ADA como
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mais um método auxiliar da avaliacdo diagnoéstica de rejeicdo aguda do transplante

renal.

4.4. ADA, HCV e NTA

Ha evidéncias de que a ADA desempenha importante papel na
proliferacdo de linfocitos (51), encontrando-se elevada em doencas com alta
atividade linfocitaria como cirrose ativa e hepatites (51). Ha alguns relatos de que em
casos de doencas renais, como insuficiéncia renal crbnica haveria aumento da
atividade da ADA, sugerindo que nessa doenca também ocorra elevacdo da atividade
da ADA (30, 38). Com base nestes dados, apesar de ndo haver estudos semelhantes
na literatura, procurou-se observar, neste estudo, se haveria nos pacientes
transplantados influéncia da presenca de NTA e hepatite C em relagdo a atividade da

ADA e nos episodios de rejeicédo celular aguda.

4.4.1. Hepatite C

A prevaléncia de pacientes com anti-HCV positivos em dialise é muito
maior que na populacdo geral, sugerindo que o paciente em dialise tem um grande
risco de adquirir infecgdo pelo HCV. Em estudos iniciais, a prevaléncia de anti-HCV

em dialise variou de 8 a 36% na Ameérica do Norte, 1 a 54% na Europa, 17 a 51% na
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Asia, 39% na Venezuela e 14,6 a 54% no Brasil. Em trabalho realizado na UNIFESP
entre 1987 e 1990, ou seja, antes do rastreamento soroldgico para o0 HCV nos bancos
de sangue, observou-se prevaléncia e incidéncia anuais respectivamente de 35,1% e
6,0% em hemodidlise e 33,9% e 2,1% em dialise peritoneal ambulatorial continua.
Em anos mais recentes é possivel dizer que a incidéncia e a prevaléncia de infeccéo
por HCV em diélise tem declinado, sendo isso atribuido & reducéo de infeccdo por
HCV pos-transfusional. Porem, o declinio sustentado na incidéncia sugere que a
implementacdo de medidas de controle de infec¢do previne a transmissdo ambiental
dentro da unidade de dialise (6). Apés a introducdo do Elisa I, o New England Organ
Bank iniciou estudos para avaliar o risco de transmissdo de HCV por érgdos de
doadores cadaveres. Soros armazenados de 716 doadores cadaveres de 6rgdos foram
testados para anti-HCV usando Elisa | no periodo de 1986 a 1990 e 13 (1,8%) eram
anti-HCV positivo. De 29 receptores de orgaos de doadores anti-HCV positivos, 14
(48%) desenvolveram hepatite NANB. A prevaléncia de hepatite ndo-A nao-B
nesses pacientes foi de 7 a 8 vezes maior do que nos receptores de rins de outros
doadores. No total, entre os receptores de 6rgaos de doadores anti-HCV positivos,
35% (0 a 55%) desenvolveram doenca hepatica, 50% (14 a 100%) tornaram-se anti-
HCV positivos e apo6s o transplante 74% (57 a 96%) PCR positivos para RNA do
HCV. Essas observaces demonstraram a transmissdo de HCV por transplante de
orgdos. A prevaléncia de anti-HCV positivo em receptores de transplante renal antes
do transplante varia de 11 a 49% na literatura (86). Em estudo retrospectivo
realizado em 70 pacientes transplantados renais entre 1976 e 1990 na UNIFESP a
prevaléncia de anti-HCV por Elisa | foi de 40%. Manfro et al em 1995 encontraram

prevaléncia idéntica (39,5%) em populac¢des de 81 pacientes transplantados em Porto
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Alegre (67). Mais recentemente, Santos e colaboradores em 1996 estudaram a
prevaléncia de anti-HCV positivo por Elisa Il em 500 de 774 pacientes que
receberam transplante renal na UNIFESP entre 1976 e 1994, encontrando
prevaléncia de 51,2% (99).

Assim como na doenca hepatica cronica pelo virus da hepatite B, a
imunossupressao apds o transplante renal também exerce um efeito permissivo sobre
a replicacdo do HCV. Através da utilizacdo de técnicas de PCR quantitativo foi
demonstrado aumento dos titulos do RNA do HCV apds o transplante entre
individuos previamente virémicos. Além disso, a persisténcia de viremia € regra
nesta populacdo, o que constitui evidéncia de replicacdo viral continua. Ruzany
estudou bidpsias seriadas de pacientes transplantados com hepatite B ou NANB.
Apos o transplante, na maioria dos pacientes houve manutencao de piora do quadro
histoldgico, tanto para pacientes com hepatite B como para pacientes com hepatite
NANB (60% de hepatite cronica ativa ou cirrose) (96). Ainda ndo foram publicados
estudos conclusivos comparando a evolucdo histolégica de pacientes com hepatite C
transplantados, com pacientes controle mantidos em dialise. Vérios autores
investigaram o papel da infec¢do pelo HCV no desfecho apds o transplante. Roth et
al (1994), compararam 109 pacientes com teste RIBA 2 positivo com 200 pacientes
com RIBA 2 negativo. Ndo houve diferencas nas sobrevidas (93). Ynares et al
(1993), também ndo observaram diferencas entre 65 transplantados com Elisa |
positivo e 191 com Elisa | negativo (135). Por outro lado Fritsche et al, em 1993,
observaram sobrevida menor em 53 transplantados renais Elisa Il positivos
comparados a 256 com Elisa Il negativo (52% versus 82% aos 8 anos), embora essa

diferenca tenha sido de significancia limitrofe (31). Pereira e colaboradores (1995)
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estudaram 103 pacientes transplantados entre 1986 e 1990. Do total, 23 pacientes
eram Elisa Il positivos e 80 Elisa Il negativos. Os dois grupos eram comparaveis
com relacéo a sexo, idade, numero de transfusdes e numero de transplantes prévios.
A sobrevida atuarial de 5 anos de pacientes anti-HCV positivos foi menor que a
sobrevida de pacientes anti-HCV negativos. Por outro lado, a sobrevida do enxerto
ndo difere entre os grupos (86). Knoll et al (1997) compararam os desfechos de
pacientes com anti-HCV positivo que foram transplantados com os desfechos de
pacientes anti-HCV positivos que foram encaminhados para transplante mas néo
foram tranplantados. Ao todo, foram comparados 33 pacientes que foram
transplantados com 25 que permaneceram em diélise. A data de inicio de seguimento
correspondeu a data de encaminhamento para o transplante. Nao houve diferenca
entre os grupos em relacdo a idade, sexo, tempo de tratamento dialitico, tempo total
de seguimento, causa da insuficiéncia renal ou disfuncdo hepéatica ao inicio do
seguimento. Os pacientes transplantados apresentaram sobrevida atuarial
significativamente melhor do que os que ndo foram transplantados (57). Esses dados
sugerem que o transplante renal ndo piora a sobrevida do paciente anti-HCV
positivo. O grupo de estudos do New England Organ Bank também estudou o
impacto da infeccdo pelo HCV e do transplante renal. Em estudo histérico, paciente
na lista de espera ou encaminhados para transplante entre 1986 e 1990 foram
incluidos. Pacientes com anti-HCV positivo apresentaram mortalidade 42% maior,
enguanto que o transplante foi associado a risco de mortalidade 24 % menor (nao-
significativo). Além disso, o risco relativo de 6bito dos transplantados (comparado
aos que permaneceram em dialise) foi semelhante entre anti-HCV positivos e anti-

HCV negativos em todas as faixas de tempo apds o transplante. As curvas de
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sobrevida global, ou seja, desde o inicio do tratamento dialitico, foram semelhantes
entre pacientes com anti-HCV positivos e pacientes com anti-HCV negativos. Com
isso, podemos concluir que a infeccdo pelo HCV tem impacto negativo na sobrevida
de pacientes tratados com dialise ou transplante. Por outro lado, o transplante ndo
parece ter impacto negativo na sobrevida de pacientes com hepatite C (86).

Sabe-se, que pelo menos em parte, o dano hepatico do virus da hepatite C
é causado pela resposta de imunidade celular, e talvez, por isso a ADA aumente nos
pacientes com hepatite C. Isso foi confirmado com os resultados do estudo que
mostraram aumento dos valores de ADA nos pacientes com anti-HCV positivo

(46,04 x 37,33, p=0,037, MW).

4.4.2.NTA

A Necrose Tubular Aguda (NTA) é causada por insulto isquémico
recebido antes da retirada, durante a preservacdo fria ou durante o procedimento
cirargico do transplante. Pelo fato dos rins de doadores vivos serem resfriados
imediatamente apds a remocgéo e ter um, relativamente breve, intervalo isquémico
que varia entre 30 a 50 minutos até o implante do enxerto no receptor, a incidéncia
de oligaria ap6s o transplante é significativamente menor (<10%) do que em
receptores de enxerto cadaver (25 a 50%) (1, 10, 91). Quando esses enxertos
cadavéricos sdo usados, a idade do doador, o débito cardiaco, oliguria, uso de
vasopressores antes a retirada do oOrgdo sdo todos associados com aumento da

incidéncia de NTA. (91). Pelo fato do tempo de isquemia quente (periodo entre o
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clampeamento dos vasos renais e esfriamento do enxerto) maior que 40 minutos estar
associado com aumento significativo da incidéncia de NTA, é recomendado que 0s
rins ndo sejam utilizados para transplante se a isquemia quente for maior que 1 hora.
Também rins de doadores cadaveres podem ser conservados até 36 horas, mas a
prolongada isquemia fria pode ser associada com aumento significativo do risco
de disfungdo precoce do enxerto. Embora a andria induzida por NTA ocorra com
frequéncia imediatamente apds a revascularizacdo, ela pode também se desenvolver
apos poucas horas do inicio da diurese (disfuncdo tubular pode também levar a
deplecdo de volume inapropriado) ou apos um episodio de rejeicdo acelerada ou
aguda dentro de poucas horas ou dias seguido ao transplante. (102). O diagndstico de
NTA sé é feito ap0s eliminar outras causas de anuria. A ecografia pode detectar
aumento do tamanho do enxerto e padrdo de perfusdo consistente com disfungéo do
enxerto. O elevado indice de resisténcia ao fluxo diastolico (detectado por doppler) é
um pobre indicador progndstico, pois ndo é capaz de diferenciar NTA, rejeicdo e
toxicidade por ciclosporina. Biopsia percutanea renal permanece o mais definitivo
método diagndstico portanto, é recomendado pela sua importancia clinica no correto
diagnostico. A bidpsia confirma mais acuradamente o diagndstico de rejeicédo, avalia
a probabilidade de resposta ao tratamento anti-rejeicdo e ajuda no diagndstico de
outras fontes de disfuncédo do enxerto. O impacto da NTA na sobrevida do enxerto
é controverso. Muitos estudos tem uma correlagdo positiva entre fungdo inicial do
enxerto e sobrevida do enxerto (75). A NTA em conjunto com rejeicdo reduz
significativamente na sobrevida do enxerto. Lim e Terasaki, em 1991, observaram
sobrevida em 1 ano dos pacientes com boa funcdo inicial do enxerto e sem episodios

de rejeicdo de 88%, comparado com 51% dos com NTA e rejei¢do. A sobrevida em 6
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anos de enxertos com NTA e rejeicdo foi de 22% comparados com 80% dos sem
episodios de rejeicdo. Parece que NTA contribui para o desenvolvimento de rejeicdo
(63). Ha tambem relatos de que a NTA teria influéncia sobre a rejei¢do cronica do
transplante renal (75). Alguns estudos indicam que a auséncia de funcdo renal
parece aumentar a atividade sérica da ADA. O mecanismo exato de tal fato ndo esta
bem esclarecido. Confirmou-se neste estudo o aumento dos valores de ADA nos

pacientes com NTA (69,59 x 39,55, p=0,002, MW).

4.4.3. ADA, Hepatite C, NTA e Rejeicdo

Os resultados do presente estudo confirmam outras observacdes ja
descritas na literatura de que ha uma elevacdo da atividade da ADA sérica em
pacientes com hepatite C ou com insuficiéncia renal (como acontece na NTA). Com
o0 intuito de verificar se tais achados interferem com a observacdo de aumento da
ADA em episodios de rejeicdo aguda, estudou-se um subgrupo de pacientes que
eram portadores de anticorpos anti-HCV ou que tinham desenvolvido NTA pos-
transplante. A andlise dos valores de ADA nesses pacientes confirma um aumento
significativo no periodo da rejeicdo, quando comparado ao periodo pré-rejeicéo
(52,37 x 43,65, p=0,045, MW).

Assim, a presenca de hepatite C ou de NTA ndo parece confundir os
resultados de elevacdo da ADA na rejeicdo, sugerindo que a determinagdo da
atividade sérica da ADA possa ser empregada como método diagndstico de rejeicéo

aguda nestas situagoes.
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5. CONCLUSOES

5.1. Existe uma associacgao entre os valores séricos elevados de ADA e rejeicéo

celular aguda do enxerto renal.

5.2. Os valores séricos de ADA se mostraram Uteis no diagnostico de rejeicdo celular
aguda do transplantado renal, sendo que o melhor ponto de corte foi 0 aumento
de 30% dos valores pré-rejeicdo, com uma sensibilidade de 55% e
especificidade

de 82,3%.
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