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RESUMO

BRUNETTA, D. M. Prevaléncia e fatores de risco para hemolise imune nos pacientes
submetidos a transplante hepatico. 2016. 132 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do Ceara, Fortaleza/CE, 2016.

Anemia no transplante hepético (TH) é multifatorial. Hemdlise imune ocorre por
autoanticorpos, com ou sem relagdo com drogas, ou aloanticorpos, formados por
transfusdo ou sindrome do linfécito passageiro (SLP). O objetivo deste estudo foi
avaliar a prevaléncia e fatores de risco para hemolise imune no TH. Foram incluidos,
entre setembro de 2014 e abril de 2016,175 pacientes submetidos a 178 TH, sendo
excluidos transplantes de multiplos 6rgaos. Amostras pré-TH, de 7 dias consecutivos
e semanalmente até 4 semanas foram avaliadas com hemograma, reticuldcitos,
lactato desidrogenase (LDH), bilirrubina indireta (Bl) e testes imuno-hematoldgicos.
SPSS 24 foi usado para estatistica, com p<0,05 significante. A idade média foi de
52,1 + 14,6 anos, com 105 homens (60%). As etiologias mais frequentes da cirrose
foram virus da hepatite C (VHC, 59 - 33,7%) e alcool (44 - 25,1%). Anemia pré-
transplante estava presente em 140 pacientes (74,2%), com menores concentragdes
de hemoglobina (Hb) naqueles com teste direto da antiglobulina (TAD) positivo
(p=0,014). Nove pacientes (5,1%) apresentaram pesquisa de anticorpos irregulares
(PAI) positiva pré-TH, sendo 2,3% clinicamente significantes. Esse achado foi mais
frequente em RhD negativo (p=0,017). TAD positivo pré-TH ocorreu em 53 pacientes
(30,3%), com relagao com escore MELD elevado (p=0,048), VHC (p=0,005) e uso de
furosemida (p=0,001). Esses pacientes apresentaram Bl mais elevada (p<0,001).
Noventa e seis pacientes (55%) receberam hemocomponentes no periodo estudo.
Cento e quarenta e cinco pacientes (87,8%) ainda estavam anémicos na 4° semana.
Vinte e dois pacientes (12,5%) apresentaram PAIl positiva pés-TH, sendo nove
pacientes (5,7%) com anticorpos clinicamente significantes. PAI positiva foi mais
frequente em RhD negativo (p=0,021) e nos transfundidos com concentrado de
hemacias (CH - p=0,022). Dezesseis pacientes receberam enxerto ABO nao
idéntico. TAD positivo pés-TH esteve associado a aumento de LDH (p=0,006), uso
de piperacilina-tazobactam (p=0,021) e foi mais frequente no grupo ABO néo
idéntico (p=0,0038). Nesse grupo, cinco dos 11 com TAD positivo apresentaram
eluato com anti-A (02) ou anti-B (03), configurando SLP. Todos receberam figado O
e estavam em uso de micofenolato, tacrolimus e corticoide. Quatro apresentaram
hemdlise e trés foram transfundidos pela SLP. Esses pacientes, quando comparados
aos demais, apresentaram Hb menor (p=0,043) e LDH (p=0,008) e reticuldcitos
(p=0,008) maiores. A presengca de auto e aloanticorpos contra antigenos
eritrocitarios € frequente no TH, porém hemdlise clinicamente manifesta ocorreu em
apenas 2,8%. A presenga de anticorpos é mais frequente em pacientes com escore
MELD mais elevado, com VHC, que utilizam furosemida pré-transplante, naqueles
transfundidos com CH, RhD negativo e que utilizam piperacilina-tazobactam pos-
transplante. O unico fator de risco para o desenvolvimento de SLP encontrado € a
incompatibilidade ABO menor entre doador e receptor.

Palavras-chave: Transplante de figado, Anemia hemolitica, Reac¢bes Antigeno-
Anticorpo, Teste de Coombs, Transfusdo de sangue.



ABSTRACT

BRUNETTA, D. M. Prevalence and risk factors for immune hemolysis in patients
submitted to liver transplant. 2016. 132 p. Thesis (Doctoral) — Medical School of
Federal University of Ceara, Fortaleza/CE, 2016.

Liver transplant (LT) anemia is multifactorial. Imnmune hemolysis occurs due to auto-
antibodies, drug induced or not, or due to allo-antibodies, formed by transfusion or
passenger lymphocyte syndrome (PLS). The aim of this study was to evaluate the
prevalence and risk factors for immune hemolysis in LT. Between September 2014
and April 2016, 175 patients submitted to 178 LT were included. Multi-organ
recipients were excluded. Samples from before, seven consecutive days and weekly
for four weeks were analyzed for complete blood cound, reticulocyte count, lactate
dehydrogenase (LDH), indirect bilirrubin (IB) and imummohematological tests. SPSS
24 was used for statistical analysis, p<0.05 was considered significant. The mean
age was 52.1 £ 14.6 years old, with 105 male patients (60%). The most frequent
causes of cirrhosis were hepatitis C virus (HCV, 59 — 33.7%) and alcohol (44 —
25.1%). Anemia before LT was present in 140 patients (74.2%), with lower
hemoglobin (Hb) concentration in those with positive direct antiglobulin test (DAT,
p=0.014). Nine patients (5.1%) presented positive antibody screen (AS) before
transplant, with 2.3% of clinical significance. This finding was more frequent in RhD
negative patients (p=0.017). Positive DAT occurred in 53 patients (30.3%) and was
related to high MELD score (p=0,048), HCV (p=0.005) and furosemide use
(p=0.001). These patients presented higher levels of IB (p<0.001). Ninety six patients
(55%) were transfused in the studied period. One hundred and fourty five patients
(87.8%) were still anemic on the fourth week. Twenty two patients (12.5%) presented
positive AS after LT, with nine patients (5.7%) presenting clinically significant
antibodies. Positive AS occurred more frequently in RhD negative (p=0.021) and in
those transfused with red blood cells units (RBCU, p=0.022). Sixteen patients
received grafts with minor ABO incompatibility. Post-transplant positive DAT was
associated with higher levels of LDH (p=0.006), piperacillin-tazobactam use
(p=0.021) and was more frequent in the non identical ABO group (p=0.0038). In this
group, five of eleven positive DAT patients presented anti-A (2) or anti-B (3) on the
eluate, representing PLS. All PLS patients received liver graft O and were using
mycofenolate, tacrolimus and steroids. Four patients presented hemolysis and three
were transfused due to PLS. These patients, compared to all the other patients,
presented lower Hb concentration (p=0.043) and higher LDH levels (p=0.008) and
reticulocyte counts (p=0.008). The presence of auto and allo-antibodies against red
blood cell antigens is frequent in LT, but clinical significant hemolysis occurred in only
2.8%. Antibodies are more frequent in patients with higher MELD scores, with HCV,
in use of pre-transplant furosemide, in those transfused patients with RBCU, RhD
negative and piperacillin-tazobactam use after LT. The only risk factor for PLS is
minor ABO mismatch between donor and recipient.

Key words: Liver transplant, Hemolytic anemia, Antigen-Antibody Reactions,
Coombs Test, Blood transfusion
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1. INTRODUGAO

1.1. Fisiopatologia da cirrose

O figado € um 6rgdo com grande capacidade de regeneragdo. Mesmo com a
destruicdo de quantidade expressiva, com comprometimento de mais de 50% do
tecido hepatico, esse orgao apresenta a habilidade de se restaurar, com retorno de
sua arquitetura e fungdo em curto periodo de tempo (Michalopoulos, 2014).
Entretanto, lesbes repetidas dos hepatdocitos podem levar a formacao de fibrose,
que, inicialmente, compromete minimamente a funcdo hepatica. Todavia, essa
fibrose pode progredir para cirrose, onde a arquitetura normal do figado é substituida
por nodulos de hepatdcitos circundados por traves fibréticas, que, massivamente,
causam vasoconstricdo e perda da funcdo hepatica. Fibrose e cirrose podem ser
causadas por qualquer condicdo que repetidamente lesa os hepatdcitos - Tabela 01.

Tabela 01 — Principais causas de cirrose hepatica

Infecgdo pelo virus da Hepatite B ou C

Alcool

Atresia de vias biliares — grupo pediatrico
Doenca de Wilson

Doenca de Caroli

Hemocromatose

Sindrome de Budd-Chiari

Cirrose biliar primaria

Cirrose biliar secundaria
Colangite esclerosante primaria
Deficiéncia de alfa-1-antitripsina
Porfirias

Hepatite autoimune;

Uso de medicagdes hepatotoxicos

Cirrose por doencga gordurosa hepatica nado alcoodlica.
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A fisiopatologia da cirrose envolve varios mecanismos e as ceélulas estreladas,
localizadas entre os hepatdcitos e as células endoteliais dos sinusoides, exercem
papel primordial na sua patogénese (Michalopoulos, 2014; Kitano e Bloomston,
2016). No figado normal, essas células tém fungdo no desenvolvimento hepatico,
regeneragao, metabolismo de lipoproteinas e retinoides e regulagdo imune (Kitano e
Bloomston, 2016).

No dano hepatico, inicialmente, a morte celular dos hepatdcitos cria um
microambiente inflamatério, com liberagcéo de fator de necrose tumoral alfa, fator de
transformagcdo de crescimento alfa e beta e fator de crescimento derivado de
plaquetas, que ativam as células estreladas (Fasbender et al., 2016). A ativagao
dessas células, com liberacdo de interleucinas pré-inflamatérias, e a
transdiferenciacdo para miofibroblastos levam a perpetuagao do estado inflamatério
e a producdo da matriz extracelular do figado cirrético. Além disso, inumeras
citocinas e quimiocinas, liberadas pelas células inflamatodrias que infiltram o figado
durante a agressdo, contribuem para o processo de cicatrizagdo inadequada
(Fasbender et al., 2016; Kitano e Bloomston, 2016). Finalmente, essas alteragdes
levam a um desequilibrio entre a formagao de matriz extracelular e sua degradacao,
contribuindo para o processo de fibrose e cirrose (Rockey et al., 2015; Fasbender et
al., 2016). Por conseguinte, as alteragdes patoldgicas no parénquima e na perfusao
hepaticos levam a diminuicdo da funcdo dos hepatdcitos e aumento da resisténcia
da perfusao trans-hepatica, resultando em hipertenséo portal (Kitano e Bloomston,
2016).

A prevaléncia de cirrose hepatica na Europa e nos Estados Unidos
atualmente €& de 250 pacientes por 100.000 habitantes, e esta crescendo
gradualmente (Hackl et al., 2016). No Brasil, dados precisos sdo desconhecidos.
Nader et al, em 2014, evidenciaram que as admissdes por doengas hepaticas vém
crescendo no Brasil, sendo a cirrose responsavel por um ter¢co das hospitalizagoes,
com meédia de 29.800 hospitalizagdes por ano. Entre 2001 e 2010, as doencas
hepaticas foram a oitava causa de 6bito neste pais (Nader et al., 2014).
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1. 2. Anormalidades hematolégicas no paciente com cirrose

O figado tem papel central na coagulagéo (Tripodi, 2010; Akamatsu et al.,
2015). Com a excegéao dos fatores VIl e Xlll, todos os outros fatores de coagulagao
sdo sintetizados primariamente pelos hepatodcitos. Varias proteinas anticoagulantes
séo também sintetizadas por esse o6rgao (Marks, 2013). Consequentemente, a
hepatopatia crénica tem um profundo impacto na hemostasia, primaria e secundaria,
e é caracterizada por um balango hemostatico extremamente fragil (Roberts et al.,
2010; Tripodi, 2010; Akamatsu et al., 2015; Chen et al., 2016). As alteracdes da
hemostasia na cirrose estdo resumidas na Tabela 02.

Tabela 02 - Alteragdes da hemostasia na cirrose predispondo a sangramento e trombose

Predispondo a hemorragia Predispondo a trombose

Trombocitopenia Aumento do FVIII e fator de vonWillebrand

Niveis reduzidos de FllI, V, VII, IX, X, Xl Reducéo das proteinas C e S

Disfibrinogenemia Reducéao da antitrombina, cofator da heparina Il e

inibidor da via do fator tecidual

Reducéo da alfa-2-antiplasmina Diminuigdo do plasminogénio

Os hepatopatas frequentemente apresentam citopenias (Qamar e Grace,
2009). A prevaléncia dessas alteragdes varia de acordo com a populagéo estudada,
de 6 a 77%. Qamar et al avaliaram prospectivamente 213 pacientes com cirrose
compensada, CTP (Child-Turcotte-Pugh) A e B, e evidenciaram que 84%
apresentavam alguma citopenia, sendo a trombocitopenia a alteragdo isolada mais
comum e a combinagcdo de leucopenia e trombocitopenia o disturbio combinado
mais prevalente. A pancitopenia é um fator de mau prognostico, com risco

aumentado de hemorragia digestiva alta e morte (Qamar e Grace, 2009). Os
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mecanismos precisos das citopenias na cirrose ainda estdo por ser definidos

plenamente (Gao et al., 2014).

Inicialmente, deve-se lembrar que muitas etiologias da cirrose estao
intimamente relacionadas com supressdo da medula éssea (MO), como alcool e
hepatites B e C (Qamar e Grace, 2009). Deficiéncia de folato e uso de medicagbes
antivirais ou agentes antineoplasicos contribuem de forma importante com a
supressdo da hematopoese (Kujovich, 2005; Roberts et al., 2010; Hartmann et al.,
2016). Anemia aplastica, sem associagdo com infec¢des virais conhecidas pode
surgir apos um quadro de hepatite. Esse quadro geralmente € leve ou moderado,
mas, ocasionalmente, pode ocorrer insuficiéncia hepatica fulminante, com
necessidade de TH (Marks, 2013).

A anemia do hepatopata, como as outras citopenias, geralmente é
multifatorial. Uma das etiologias mais frequentes da anemia na cirrose é a ferropenia
secundaria a perdas agudas e crbnicas, habitualmente associadas a hipertenséo
portal, sangramento por varizes esofagicas e gastropatia hipertensiva (Qamar e
Grace, 2009; Marks, 2013). A hipertensao portal pode levar ao hiperesplenismo, com

retirada precoce das hemacias da circulagéo (Qamar e Grace, 2009).

Outra explicagdo para a anemia esta relacionada a anormalidades do
metabolismo de lipoproteinas que poderiam levar a sobrecarga de colesterol na
membrana eritrocitaria, com aumento de sua superficie e do volume corpuscular
médio (VCM), e formacao de hemacias em alvo, inicialmente. Com a progressao da
hepatopatia e aumento do depdsito de colesterol, as hemacias passariam a sofrer
reducdo da deformabilidade e alteracdo de sua forma, dando origem aos
acantocitos. A anemia hemolitica secundaria a acantocitose néo é frequente, mesmo
em pacientes com cirrose avangada, mas é uma complicagdo grave, irresponsiva

aos tratamentos convencionais e apenas curada pelo TH(Marks, 2013).

A anemia também é a citopenia mais relacionada ao tratamento da hepatite
C, apesar de que outras citopenias também possam ocorrer (Marks, 2013; Romero-
Gomez et al., 2013). Essa citopenia € um dos principais eventos adversos do
tratamento antiviral, devido ao efeito hemolitico da ribavirina e, mais raramente, a
supressdo da MO (medula 6ssea) pelo interferon (Romero-Gomez et al., 2013). Os

inibidores de protease telaprevir e boceprivir também parecem estar relacionados
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com o desenvolvimento dessa citopenia. O tratamento da anemia, nesse contexto,
consiste em reducao das doses dos antivirais, particularmente no caso da ribavirina,
e no uso de eritropoetina (Marks, 2013). O VHC parece estar relacionado a anemia
hemolitica imune, provavelmente por levar a uma resposta de autoimunidade via
mimetismo antigénico ou perda da toleréncia, semelhante ao mecanismo principal

da trombocitopenia induzida por esse virus (Basseri et al., 2010).

Outra causa de anemia no paciente hepatopata € a presenca de disfungao
renal associada, com redugcdo da producido da eritropoetina, horménio sintetizado
pelas células justatubulares renais. A eritropoetina é responsavel pela proliferagéo e
diferenciagao dos eritroblastos e por um efeito antiapoptético nas hemacias (Tanaka
e Nangaku, 2012). O figado per se é responsavel pela produgéo de cerca de 10% da
eritropoetina sérica (Marks, 2013).

1.3. Transplante hepatico

Devido a crescente demanda de 6rgaos para transplante, em abril de 1998, o
Departamento de Saude e Servigos Humanos dos Estados Unidos definiu novos
parametros para alocagdo dos figados doados, baseados na gravidade clinica e
minimizando o tempo de espera como parametro, com consequente reducdo do
transplante sem o beneficio esperado e promog¢ao de uma alocagéo de 6rgdos mais
eficiente (Kamath et al., 2001). Passou-se, entao, a utilizar a classificagédo CTP para
a determinagéo da urgéncia. A avaliagdo da gravidade da cirrose pode ser estimada
pelo escore de CTP, que utiliza INR (relagdo normatizada internacional do tempo de
protrombina), bilirrubina, albumina, grau de ascite e da encefalopatia, Anexo 02
(Child e Turcotte, 1964; Pugh et al., 1973). Apesar de conseguir classificar os
individuos em cirrose compensada, minimamente descompensada e gravemente
descompensada, o CTP pode ser influenciado pela subjetividade da avaliacdo de
ascite e encefalopatia (Child e Turcotte, 1964; Pugh et al., 1973). Igualmente, ndo
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inclui como variavel a insuficiéncia renal, fator de extremo impacto na sobrevida dos

pacientes cirréticos (Hackl et al., 2016).

Entretanto, CTP ndo se mostrou muito adequado para o que se propunha e
passou-se a buscar um indice com validade clinica, estatisticamente sélido, que se
baseasse em poucos parametros objetivos e facilmente disponiveis e que poderiam
ser generalizados para um grupo heterogéneo de pacientes, com cirrose de
etiologias e gravidades diferentes (Kamath et al., 2001). Esse indice também deveria
ter capacidade de identificar o risco de mortalidade em grupos independentes de
pacientes (Kamath et al., 2001).

Em 2001, Kamath et al (Kamath et al., 2001) publicaram a validagdo de um
sistema previamente criado para estimar a sobrevida dos pacientes submetidos a
shunt porto-sistémico intra-hepatico (Malinchoc et al., 2000). O modelo para doenga
hepatica terminal (Model for End-Stage Liver Disease - MELD) consiste em uma
féormula com os niveis séricos de creatinina e bilirrubina e INR para tempo de
protrombina (Kamath et al., 2001). A validagdo do MELD foi realizada em quatro
grupos separados: (1) pacientes hospitalizados por cirrose descompensada, (2)
pacientes ambulatoriais com cirrose ndo colestatica, (3) pacientes com cirrose biliar
primaria e (4) pacientes com cirrose nao categorizados da década de 1980. Nesses
pacientes, a capacidade do MELD em classificar o risco de morte foi muito eficaz,
com correlagao estatistica que variou de 0,78, nos pacientes da série histérica, até
0,87 nos pacientes descompensados e com cirrose biliar primaria (Kamath et al.,
2001). Concluiu-se, entdo, que a escala MELD é uma medida confiavel de risco de
mortalidade em pacientes com cirrose avancada e € adequada como indice de
gravidade da doenga para determinar as prioridades na alocagdo dos orgaos
(Kamath et al., 2001). A férmula para calculo do MELD é a seguinte (Ln: logaritmo

natural):

MELD = 3,78[Ln bilirrubina sérica (mg/dL)] + 11,2[Ln INR] + 9,57[Ln creatinina
sérica (mg/dL)] + 6,43.

MELD passou a ser utilizado nos Estados Unidos para alocagdo dos
pacientes em fila em 2002 (Kwong et al., 2015) e no Brasil, em 2006 (Portaria
Ministerial 1.160, 2006). Apesar de ter melhorado muito o processo de

classificagdo, ainda ha significante mortalidade na fila de espera do transplante
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hepatico (Kwong et al., 2015), porque pacientes com cirrose podem rapidamente
apresentar descompensagdes agudas, como ascite, hiponatremia (Sterns, 2015),
encefalopatia hepatica, hemorragias gastro-intestinais, infeccbes bacterianas e
qualquer combinagao dessas (O'leary et al., 2015; Moreau, 2016).

O transplante de figado € a unica terapia curativa para pacientes com cirrose
hepatica. No Brasil, o transplante é regulamentado pela Portaria Ministerial (PM) 2.
600, de 21 de outubro de 2009. As indicagdes de transplante hepatico por essa
portaria estdo listadas na Tabela 03 (Portaria Ministerial 2.600, 2009). Como nos
Estados Unidos (Lucey e Rice, 2016), o paciente com cirrose por alcool deve estar

ha pelo menos seis meses em abstinéncia.

Tabela 03. Indicagdes de Transplante Hepatico pela Portaria Ministerial 2. 600, de 21 de
outubro de 2009.

Cirrose decorrente da infecgao pelo virus da Hepatite B ou C;

Cirrose alcodlica;

Cancer primario do figado;

Hepatite fulminante;

Sindrome hepato-pulmonar;

Cirrose criptogénica;

Atresia de vias biliares;

Doenca de Wilson;

Doenca de Caroli;

Polineuropatia amiloidética familiar;

Hemocromatose;

Sindrome de Budd-Chiari;

Doencgas metabdlicas com indicagao de transplante;
Cirrose biliar primaria;

Cirrose biliar secundaria;

Colangite esclerosante primaria;

Hepatite autoimune;

Metastases hepaticas de tumor neuroendécrino irressecaveis, com tumor primario ja retirado ou
indetectavel e sem doencga extra-hepatica detectavel; e

Cirrose por doencga gordurosa hepatica nado alcoodlica.

A selecdao dos potenciais receptores para fins de transplante hepatico é
processada em nivel estadual. Somente nos casos de urgéncia, hepatite fulminante

e retransplante por ndo fungdo primaria do enxerto, € aplicada a regionalizagéo.
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Outros critérios sao identidade ou compatibilidade ABO, compatibilidade anatémica
do doador, faixa etaria, critérios de gravidade e tempo de espera (Portaria
Ministerial 2.600, 2009). A PM 2.600 permite a doagao ABO compativel, porém nao
idéntica, nas seguintes situagdes:
| - potenciais receptores do grupo B concorrerdo também aos 6rgédos de doadores do grupo sanguineo O
se apresentarem MELD igual ou superior ao valor mediano de MELD dos pacientes do grupo O,

transplantados pela mesma CNCDO (Central de Notificagdo Captagéo e Distribuicdo de Orgdos e

Tecidos) no ano anterior; e

Il - potenciais receptores do grupo AB concorrerdo também aos 6rgédos de doadores do grupo sanguineo
A se apresentarem MELD igual ou superior ao valor mediano de MELD dos pacientes do grupo A

transplantados pela mesma CNCDO no ano anterior.

Além dos casos acima, permite-se o transplante de 6rgdo ndo isogrupo nas

urgéncias, abaixo relacionadas:

| - insuficiéncia hepatica aguda grave, definida como desenvolvimento de encefalopatia até 8 semanas
apo6s o inicio de ictericia em pacientes sem doenca hepatica pré-existente, que preencham critérios de
indicacdo de transplante de figado do King’s College ou Clichy internados em Unidade de Terapia

Intensiva;

Il — ndo funcionamento primario do enxerto transplantado, notificado a CNCDO até o 7° (sétimo) dia,

inclusive, apds o transplante;

Il - pacientes anepaticos por trauma.

Carcinoma hepatocelular (CHC), polineuropatia amiloidética familiar (PAF),
ascite refrataria, encefalopatia grave, colangites de repeticdo e prurido refratario s&o
considerados situacdes especiais e os pacientes podem receber pontuagao extra no
MELD (MELD corrigido), sendo transplantados com MELD calculado mais baixo
(Portaria Ministerial 2.600, 2009).

1.3.1. Complicag6es hematoldgicas do transplante hepatico

Transplantes de 6rgaos sélidos estao relacionados com varias anormalidades
hematoldgicas (De Bruyne e Dhawan, 2005; Smith, 2010). Especificamente no
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transplante hepatico, o hepatopata, receptor do figado, €, via de regra, um individuo
com alteragdes no hemograma e no coagulograma. As citopenias no pos-TH podem
ser atribuidas a supressdo da MO por drogas, infecgdes, deficiéncia de ferro,
hemdlise, hiperesplenismo e insuficiéncia renal (De Bruyne e Dhawan, 2005; Atici et
al., 2011). Outras doengas com repercussdo hematoldgica no pés-transplante séo a
doenga do enxerto contra o hospedeiro (DECH), as neoplasias linfoproliferativas
pos-transplante, as microangiopatias trombdticas, a sindrome hemofagocitica
induzida por infeccbes (Smith, 2010), a anemia aplastica e a sindrome
mielodisplasica, apesar de pouco frequentes.

DECH é uma complicagdo usual dos transplantes de células precursoras
hematopoéticas (CPH), porém pouco descritas nos transplantes de 6rgaos solidos
(Mawad et al., 2009; Osband et al., 2010; Rossi et al., 2014; Asari et al., 2015). Ela é
caracterizada pela transferéncia de linfécitos T do doador (enxerto), que, ao serem
ativadas por células apresentadoras de antigenos do receptor (hospedeiro),
reconhecem as células deste como estranhas, iniciando uma resposta celular
imunomediada (Mawad et al., 2009; Rossi et al., 2014). As manifestagdes comuns
no transplante de CPH s&o rash maculopapular, nauseas, vomitos, diarreia e
alteragdes hepaticas. Na DECH relacionada ao transplante de CPH, como as células
hematopoéticas sao provenientes do doador, a MO é poupada (Rossi et al., 2014).
No caso de DECH secundaria a transplantes de 6rgao solidos, a MO é atacada
pelos linfécitos T do doador e um quadro de pancitopenia progressiva, grave e
potencialmente fatal se instala (Yilmaz et al., 2012; Rossi et al., 2014). O diagnoéstico
de DECH pode ser firmado por biopsia, analise por FISH e avaliagdo de
microquimerismo linfocitario no sangue periférico (Kato et al., 2009). Estima-se que a
incidéncia de DECH p6s-TH seja de 0,1 a 2% e, comparativamente ao que ocorre na
DECH pos-transplante de MO sem comprometimento da hematopoese, a DECH
pos-TH ndo compromete o figado (Elsiesy et al., 2015). Como as manifestagbes
clinicas ndo sao especificas e podem estar relacionadas a drogas ou infecgdes, o
diagndstico precoce é dificil e demanda uma alto grau de suspeigao (Kato et al.,
2009; Elsiesy et al., 2015).

Anemia hipoproliferativa, anemia hemolitica ou pancitopenia apdés TH pode
ser causada por infiltragdo da MO por doencga linfoproliferativa pds-transplante
(posttransplant lymphoproliferative disorder - PTLD). As PTLD sdo um grupo de
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condicdes heterogéneas e potencialmente fatais que atingem até 20% dos
receptores de CPH e 6rgaos sélidos (Finalet Ferreiro et al., 2016). A patogénese da
maioria das PTLD esta associada com infec¢cdo ou reativagdo do virus Epstein-Barr
(EBV), porém existe uma porcao significativa em que ndo se encontra evidéncia da
presenca do virus (Finalet Ferreiro et al., 2016). PTLD ocorre pela alteragédo da
funcdo citotoxica das células T especificas ao EBV pela imunossupressdo que
permite a expansao de linfocitos B latentes infectados pelo virus (Smith, 2010). O
espectro das PTLD variam de uma infeccdo mononucleose-like até um linfoma nao
Hodgkin agressivo (Smith, 2010).

Sindrome hemofagocitica pode ocorrer no pos-TH e é potencialmente fatal.
Essa sindrome é caracterizada por uma gama de sintomas incluindo febre, ictericia,
rash cutaneo, linfadenomegalia e hepato-esplenomegalia relacionada a ativagéo
descontrolada e sistémica de linfocitos T. Existem a forma primaria ou familiar e
aquelas secundarias, ou reativas, a infec¢des (citomegalovirus — CMV, EBV e
herpes 6), neoplasias ou doengas autoimunes. Os critérios diagndsticos incluem:
febre, Dbicitopenia, esplenomegalia, hipertrigliceridemia, hiperferritinemia e
hemofagocitose. Dosagem de interferon-gama, beta-2-microglobulina e receptor
soluvel da interleucina-2 s&o uteis no diagndstico e na avaliagdo prognostica desses
pacientes. Apesar de a maioria dos pacientes ser imunossuprimida, poucos sio os
casos relacionados com TH, provavelmente por baixo indice de suspei¢do no pds-
transplante (Fu et al., 2013).

Outra causa conhecida de pancitopenia, porém de etiologia incerta, € a
aplasia de MO (anemia aplastica — AA) p6s-TH por insuficiéncia hepatica fulminante
sem causa definida. Essa entidade foi descrita originalmente em 1987 em uma
crianga com hepatite fulminante, sem diagndstico (Stock et al., 1987). Tzakis et al
descreveram 9 casos de AA pos-TH em 32 pacientes com insuficiéncia hepatica
aguda (28%) (Tzakis et al., 1988). De forma semelhante, Cattral et al, descreveram
uma incidéncia de 33% (6/18) em criangas e 5% (1/19) em adultos (Cattral et al.,
1994) apos TH por hepatite fulminante néo-A, néo-B, ndo-C. Baseada nessa forte
relagédo, acredita-se que a AA nesses pacientes é causada por algum virus que age
por mecanismos imunomediados, com provavel contribuicdo das drogas

habitualmente usadas no TH, como antibiéticos e imunossupressores (De Bruyne e
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Dhawan, 2005). Existem também casos raros de sindrome mielodisplasica pés-TH
(Potru et al., 2009).

A infeccdo mais associada a alteragdes hematolégicas no pos-TH é a
citomegalovirose. CMV ¢é a infecgado mais frequente durante o primeiro ano pés-TH e
a pancitopenia, particularmente a neutropenia, € um evento esperado no curso da
infeccdo e de seu tratamento. Martin-Gandul et al estudaram o impacto clinico da
neutropenia na terapia preemptiva para CMV de 67 pacientes submetidos a
transplantes de o6rgaos solidos. Nesse estudo, quase 22% dos pacientes
apresentaram neutropenia grave, definida como neutréfilos menores que 1000/uL,
sendo mais comum nos pacientes submetidos a TH (Martin-Gandul et al., 2014).
Outras infecgdes também devem ser lembradas como causas de citopenias no pos-
TH, como dengue (Weerakkody et al., 2014), adenovirose (Patel et al., 2015),
brucelose (Polat et al., 2012) e leishmaniose (Pereira et al., 2016)

1. 3. 1. 1. Anemia hemolitica

Anemia, isolada ou associada a outra citopenia, € um achado bastante
frequente nos pacientes submetidos a TH, mas os mecanismos exatos de sua
fisiopatologia ainda ndo estdo bem esclarecidos. Hemorragia, infec¢des e

insuficiéncia renal sao fatores implicados na sua ocorréncia.

Petz, em artigo de revisdo publicado em 2005, discorreu sobre anemias
hemoliticas no pds-transplante, fazendo preciosa contribuicdo no diagndstico
diferencial dessas anemias. O entendimento do espectro clinico e o conhecimento
das diversas causas de hemolise sdo necessarios para um diagnostico rapido e
tratamento adequado. Um dos grandes riscos das anemias hemoliticas pos-
transplante € que geralmente ocorrem de forma abrupta e inesperada, resultando
em atrasos no diagnoéstico e morbidade elevada (Petz, 2005).
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Uma das causas de anemia hemolitica péds-transplante sdo as
microangiopatias trombdticas (MAT). Elas sédo caracterizadas por anemia hemolitica
microangiopatica, trombocitopenia e isquemia de o6rgdos, causando insuficiéncia
renal aguda e faléncia de multiplos 6rgaos (George e Nester, 2014). Sabe-se que 0s
inibidores de calcineurina sao indutores de microangiopatias por mecanismo téxico
direto e, tanto a ciclosporina quanto o tacrolimus foram associados a essa
complicagao (Rerolle et al., 2000; Turner et al., 2006; Neto et al., 2013; George e
Nester, 2014; Shenkman e Einav, 2014; Al-Nouri et al., 2015). Rerolle et al
publicaram um relato de caso de MAT associada a tacrolimus apo6s 2 anos do TH
com hipertensdo maligna e evolugéo para insuficiéncia renal crdnica (Rerolle et al.,
2000). Nwaba et al, em 2012, publicaram uma série de quatro casos de MAT
associada a tacrolimus, com inicio do quadro variando de 1 a 246 semanas pos-TH.
O tacrolimus foi suspenso em todos os pacientes e trés deles foram submetidos a
plasmaférese diaria. Dois pacientes evoluiram com insuficiéncia renal dialitica. A
incidéncia estimada de MAT associada ao uso de tacrolimus no p6s-TH foi de 3,84%
(Nwaba et al., 2013). A Tabela 04 sumariza as varias causas de anemia hemolitica
no pos-transplante de figado.

Tabela 04. Causas de anemia hemolitica no pés-transplante de figado

Sindrome do linfécito passageiro

Aloanticorpos produzidos pelo receptor decorrentes da exposigao transfusional
Aloanticorpos produzidos pelo receptor decorrentes da exposicdo a antigenos presentes nas
hemacias contaminantes ou no endotélio do 6rgéo transplantado
Anemia hemolitica autoimune
Transferéncia passiva de anticorpos — transfusdo de plasma ou plaquetas
Anemia hemolitica induzida por drogas
Anemia hemolitica microangiopatica

e Secundaria a sepse grave ou infecgao por citomegalovirus

* Induzida por drogas - mecanismo imune ou téxico direto

* Sindrome hemolitica urémica associada a Shiga-toxina

e Sindrome hemolitica urémica atipica

e Puarpura Trombocitopénica Trombética
Sepse por Clostridium perfrigens

Hemolise associada a didlise
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1. 3. 1. 1. 1. Anemia hemolitica imune

Quando a meia vida das hemacias na circulacao € reduzida devido a auto ou
aloanticorpos, o paciente é diagnosticado como tendo anemia hemolitica imune. A

hemolise imune pode ser intravascular ou extravascular.

A hemodlise intravascular € causada por anticorpos capazes de mediar a
ligacdo do complemento as hemacias. O resultado é a formagado de complexo de
ataque a membrana e a producdo de poros na membrana eritrocitaria, que pode
levar a destruicdo de mais de 200 mL de eritrocitos em uma hora (Flegel, 2015). A
hemolise intravascular é invariavelmente associada com aumento da hemoglobina
livre, diminuicdo da biodisponibilidade de 6xido nitrico e, ocasionalmente, pode levar
a insuficiéncia renal aguda (Savage, 2016).

Na hemolise extravascular, a hemacia €& sensibilizada e retirada
habitualmente pelo bago, por fagocitose no sistema reticulo-endotelial. As
caracteristicas clinico-laboratoriais de hemdlise aparecem geralmente apds 2 a 3
semanas (Berseus et al., 2013; Flegel, 2015; Gardner et al., 2015). A hemdlise
extravascular é limitada a 0,25 mL de hemacias/kg/h pela capacidade do sistema
reticulo-endotelial de retirar as hemacias sensibilizadas da circulagédo (Flegel, 2015).

Os anticorpos implicados em hemdlise imune podem ser identificados pela
positividade no teste direto da antiglobulina (TAD), na pesquisa de anticorpos
irregulares (PAIl ou Coombs indireto) ou pela aglutinagdo direta em tubo. O TAD é
usado para se verificar se as hemacias tém complemento e/ou imunoglobulina G
(IgG) na sua superficie (Zantek et al, 2012). O principio do teste é que a
antiglobulina humana (soro de Coombs) aglutina as hemacias sensibilizadas in vivo
(com IgG ou C3d em sua superficie) (Zantek et al., 2012; Segel e Lichtman, 2014).
Na PAIl, é utilizada também antiglobulina humana para a visualizagdo da
sensibilizagdo da hemacia por anticorpos IgG e/ou complemento, porém a
sensibilizagao ocorre in vitro, com a utilizacdo de hemacias-teste e o plasma ou soro

do paciente. Finalmente, a identificagdo de anticorpos da classe IgM livres no
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plasma pode ser realizada pelo método de aglutinagéo direta, sem a necessidade da
adicao da antiglobulina humana.

Existem atualmente mais de 340 antigenos eritrocitarios definidos e, contra
qualquer um desses antigenos, pode-se ter um anticorpo com possibilidade de
causar hemolise (AABB Technical Manual, 2014). Os anticorpos mais comumente
implicados em hemdlise imune sdo (em ordem) anti-K, -E, -Fya, -c, -D, -Jka, - Jkb, -
Fyb, -C e —e (Garratty, 2005), além do anti-A e anti-B.

1. 3. 1. 1. 1. 1. Anemia hemolitica autoimune

Anemia hemolitica autoimune (AHAI) pode ocorrer como um evento primario
(idiopatica) ou secundario a alguma condigdo associada ou terapia medicagbesa
(Garratty, 2005). AHAI pode ocorrer no pos-transplante de 6rgéos solidos e é
definida como uma doenca em que os autoanticorpos produzidos t€ém como alvo os
antigenos eritrocitarios, resultando em destruigdo prematura com compensagéo
inadequada (Bass et al., 2014), levando a um quadro de anemia associada

normalmente com reticulocitose.

Esse grupo de doengas é relativamente raro, afetando 1-3 por 100. 000
habitantes por ano (Bass et al., 2014). Habitualmente, as AHAI tém autoanticorpos
ligados as hemacias detectados a partir da positividade no TAD. Uma pequena
porcentagem de AHAI pode apresentar TAD negativo (Segel e Lichtman, 2014). O
TAD pode ser positivo em até 15% dos pacientes hospitalizados, sem, no entanto,

estar associado a hemolise (Zantek et al., 2012).

A maior parte dos anticorpos antieritrocitarios € incapaz de ativar
complemento e a hemdlise esta relacionada a retirada precoce da hemacia
opsonizada ou sensibilizada da circulagdo. Macrofagos tém receptores de alta
afinidade por IgG3 e 1gG1, em menor grau. Os receptores sdo de baixa afinidade
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para 1gG2 e sem afinidade para IgG4. Portanto, IgG1 e IgG3 s&o usualmente
associadas com reducdo da sobrevida das hemacias, enquanto IgG4 n&o esta
associada com hemolise e grandes quantidades de IgG2 ligadas a membrana
eritrocitaria sdo necessarias para a retirada da hemacia da circulagéo (Pruss et al.,
2003).

Os autoanticorpos que causam AHAI podem ter a temperatura 6tima da
reagdo de 37°C (autoanticorpos quentes) ou de 0 a 5°C (autoanticorpos frios).
Baseada na investigagao clinico-laboratorial, as AHAI podem ser classificadas em
quentes, frias (sindrome da aglutinina fria, hemoglobinuria paroxistica a frio) e AHAI
induzida por drogas (AHAI-id) (Garratty, 2005).

AHAI a quente pode ocorrer em qualquer idade; pode ser aguda, transitoria
ou crbnica; a hemdlise pode responder rapidamente ao tratamento (corticoide,
esplenectomia) ou ser refrataria (Garratty, 2005; King e Ness, 2005). E a AHAI mais
comum, sendo responsavel por mais de 80% das AHAI. A sindrome da aglutinina
fria ocorre comumente em pacientes mais idosos e pode ser secundaria a alguma
paraproteina monoclonal IgM (em doengas plasmocitarias ou linfoproliferativas), ou
secundaria a infeccdo (micoplasma, na maioria dos casos) quando a IgM é
policlonal. Finalmente, a hemoglobinuria paroxistica a frio se apresenta como
anemia hemolitica aguda transitoria em criangas e normalmente esta asssociada a

infecgdes (Garratty, 2005).

1. 3. 1. 1. 1. 2. Anemia hemolitica autoimune induzida por drogas

Anemia hemolitica induzida por drogas é outra possivel causa de hemolise
(Bass et al., 2014). Apesar de existirem mais de 130 drogas associadas a essa
entidade, ela é relativamente rara, acometendo aproximadamente 1 a cada milhdo
de individuos (Garratty, 2010; Bass et al, 2014; Garratty e Arndt, 2014). A
magnitude da hemolise pode variar amplamente, podendo passar despercebida.
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O primeiro conceito que se deve ter para se entender a fisiopatologia da
AHAI-id é que, para ser imunogénica, uma molécula deve ter um peso de mais de
1000 kDa, preferencialmente mais de 10. 000 kDa e as drogas tém menos de 100
kDa. Esses haptenos sdo antigénicos, mas ndo imunogénicos, a0 menos que se
conjuguem a moléculas carreadoras grandes (usualmente uma proteina). Esses
conjugados podem provocar uma resposta imune composta a um anticorpo contra a
droga apenas, a um antigeno que é parte droga, parte proteina carreadora, ou a
proteina carreadora apenas (Figura 1) (Garratty, 2010).

ANTICORPO
CONTRA

DROGA____

ANTICORPO
PRINCIPALMENTE
CONTRAA ANTICORPO
MEMBRANA CONTRA DROGA
E COMPONENTE
DA MEMBRANA

MEMBRANA ERITROCITARIA

Figura 1. Representacao da hipétese unificadora de reagées por anticorpos droga-induzidos.
Desenho adaptado de Arndt PA, 2014. A droga se liga @ membrana da hemacia e os anticorpos
droga-induzidos podem se ligar a (1) droga apenas, (2) droga+membrana, (3) principalmente
membrana e (4) combinagao dos trés primeiros.

A AHAI-id pode ser dividida em dois mecanismos principais, a droga-
dependente, em que a presenga da droga no teste € obrigatoria para a detecgédo dos
anticorpos, e a droga-independente, em que nao ha necessidade da presenca da
droga no teste para que a atividade hemolitica seja observada (Arndt e Garratty,
2005; Bass et al., 2014).
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O mecanismo droga-dependente pode ser categorizado em dois subtipos, de
acordo com a metodologia de detecgdo dos anticorpos: 1) os anticorpos reagem
com hemacias revestidas pela droga e sao inibidos pela adigdo da droga soluvel ao
sistema, e2) os anticorpos nao reagem com hemacias tratadas, reagindo apenas
quando droga, anticorpos e hemacias sdo misturados no teste (Arndt e Garratty,
2005; Arndt, 2014). As drogas mais classicamente associadas a AHAI droga
dependente sao as cefalosporinas e as penicilinas (Arndt, 2014; Bass et al., 2014).

Existem dois tipos de anticorpos droga-independentes: a) verdadeiros
autoanticorpos que sao os unicos anticorpos detectados; e b) anticorpos que reagem
como autoanticorpos in vitro e sdo encontrados em combinagdo com anticorpos
droga dependentes. A etiologia dos autoanticorpos verdadeiros € ainda
desconhecida, mas aparentemente esta relacionada a medicagbes capazes de
alterar o sistema imune levando a uma resposta autoimune. Os testes soroldgicos
sdo idénticos aos de uma AHAI e as drogas classicamente associadas com esse
mecanismo sao a metildopa e a fludarabina. Em relagao ao outro grupo (b), acredita-
se que seja um anticorpo direcionado a um antigeno eritrocitario associado a droga.
As medicagdes mais implicadas sdo algumas cefalosporinas e a estreptomicina
(Arndt e Garratty, 2005).

Na AHAI-id, o teste direto da antiglobulina (TAD) é usualmente positivo, mas
pode ser negativo quando a densidade de anticorpos é baixa. E importante destacar
que os testes para AHAI-id devem ser realizados na presenga da droga ou de seus
metabolitos e n&o sdo testes realizados rotineiramente na avaliagdo imuno-

hematoldgica (IH) de pacientes (Garbe et al., 2011).
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1. 3. 1. 1. 1. 3. Anemia hemolitica aloimune

1.3.1.1.1. 3. 1. Sindrome do Linfécito Passageiro

Outra causa de hemdlise imune que pode ocorrer pds-TH é a Sindrome do
Linfécito Passageiro (SLP). Para entender um pouco da fisiopatologia dessa
complicagao, deve-se lembrar que apenas cerca de 80% do figado é constituido de
hepatécitos (Fasbender et al., 2016). Os 20% restantes incluem: cerca de 20% de
células de Kupffer, 40% de células endoteliais, 20% de células estreladas e biliares e
20% de linfocitos (Fasbender et al., 2016). Portanto, linfocitos sédo transplantados
juntamente com o figado do doador (Hsiao et al., 2016).

Devido a disponibilidade limitada de doadores de 6érgdos, muitas vezes sao
realizados transplantes n&o isogrupo. No Brasil, a legislagdo do transplante autoriza
apenas a realizacdo de transplantes com incompatibilidade ABO menor. Essa
incompatibilidade ¢é caracterizada pela presenca de anticorpos pré-formados,
habitualmente anti-A e/ou anti-B, que reagirdo com as hemacias do receptor,
podendo causar hemdlise (Ramsey, 1991; Smith, 2010). A SLP ocorre em pacientes
submetidos a transplante com esse tipo incompatibilidade, que permite a
transferéncia de clones de linfocitos B viaveis, produtores de hemolisinas/
hemaglutininas anti-A e/ou anti-B presentes no 6rgao transplantado (Ramsey et al.,
1989; Ramsey, 1991; Audet et al., 2008). Esses linfécitos estdo associados a
anemia hemolitica aloimune, autolimitada e, geralmente, nédo fatal (Audet et al.,
2008). Esse fenbmeno ocorre, por exemplo, em transplante de 6rgao O em paciente
A. Além da incompatibilidade ABO menor, outros fatores de risco para
desenvolvimento da SLP pos-transplante ndo sao bem caracterizados, porém o perfil
do receptor (fenotipagem que prevé o status secretor de antigenos ABO), o género,

o tempo de isquemia menor, com maior probabilidade de manutencao de linfocitos
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viaveis, e uso de medicagdes foram relacionados ao aparecimento dessa sindrome
(Ramsey, 1991).

A Figura 2 traz uma representagao da ocorréncia e das complicagdes da SLP
pos-transplante hepatico.

Figura 2: Representagado da ocorréncia e das complicagées da SLP no pés-transplante
hepatico.

Os linfocitos do doador transferidos passivamente no figado sofrem estimulo antigénico com
formacao de anticorpos, que se ligam as hemacias do receptor ou hemacias transfundidas,
provocando hemdlise intra ou extravascular. A hemdlise geralmente causa ictericia, anemia,
com aumento da necessidade transfusional e, em casos mais graves, insuficiéncia renal
aguda. Fonte: prépria autora.

SLP também pode ocorrer por anticorpos contra outros antigenos
eritrocitarios. Para isso, € necessario, via de regra, que o doador tenha sido exposto
a alguma hemacia estranha, por gestagdo, transfusdo, compartiihamento de
seringas ou transplante (Karanth et al., 2014; Squires, 2014). Indubitavelmente, o
anticorpo irregular mais frequente detectado é o anti-D, pela alta imunogenicidade
desse antigeno (Pollack et al., 1971). Existem diversas descri¢ées na literatura de
SLP por anti-D (Frohn et al., 2002; Ainsworth et al., 2009; Karanth et al., 2014;
Romero et al., 2015) e anticorpos contra outros antigenos do sistema RH (Cserti-
Gazdewich et al., 2009; Turino-Luque et al., 2012; Hurtarte-Sandoval et al., 2015).
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1.3.1.1. 1. 3. 2. Reagdes transfusionais

Anemias hemoliticas aloimunes pdés-transplante também podem ocorrer por
reagdes transfusionais com hemolise imediata e tardia. As reagdes transfusionais
acontecem quando anticorpos presentes no plasma do receptor reagem com

hemacias transfundidas.

Os anticorpos irregulares, produzidos contra antigenos eritrocitarios nao
pertencentes ao sistema ABO, podem causar reacbes transfusionais hemoliticas
(Garratty, 2005), que podem ser classificadas como hemolitica intravascular
imediata (Savage, 2016) ou hemolitica tardia (Berseus et al., 2013; Hendrickson et
al.,, 2014; Delaney et al., 2016). O anticorpo pode ser detectavel no plasma no
momento da transfusdo, levando a uma reacdo imediata, ou pode haver uma
resposta anamnéstica e linfécitos B de memadria podem produzir anticorpos, com

reacao hemolitica tardia, usualmente em um periodo de 7 a 14 dias (Garratty, 2005).

Os hepatopatas apresentam alteragbes hematolégicas que, acrescidas as
complicacdes inerentes ao TH, tornam esses pacientes um desafio ao cuidado. Eles
também sdo frequentemente expostos a drogas e hemocomponentes que podem
desencadear alteragdes imunoldgicas, que requerem condutas rapidas e acertadas.
Nao foi encontrado nenhum estudo, na literatura pesquisada, que avaliou de forma
prospectiva as anemias hemoliticas imunes no contexto do transplante hepatico. O
conhecimento de sua incidéncia e dos fatores de risco para seu desenvolvimento
podera facilitar o diagnostico precoce e o manejo adequado dos pacientes
transplantados, com provavel impacto na sobrevida do receptor.



2. OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

2. 1. Objetivo principal:

Avaliar a prevaléncia e os fatores de risco para o desenvolvimento de anemia

hemolitica imune nos pacientes submetidos a transplante hepatico.

2. 2. Objetivos secundarios:

a) Avaliar a prevaléncia de TAD e PAI positivos no pré-transplante hepatico e
correlacionar com a presenca de anemia, alteracdes das provas de hemolise
(aumento de LDH, bilirrubina indireta e reticulécitos), doenga de base,
gravidade da hepatopatia, uso de medicagdes e tipagem ABO e RhD;

b) Avaliar a prevaléncia de TAD e PAI positivos no pés-transplante hepatico e
correlacionar com a presenca de anemia, alteracdes das provas de hemolise,
doenga de base, gravidade da hepatopatia, uso de medicagdes, transfuséo de
hemocomponentes e tipagem ABO e RhD;

c) Avaliar os fatores de risco relacionados ao desenvolvimento de SLP nos
pacientes submetidos a transplante hepatico.

d) Avaliar a presenga e a especificidade de anticorpos irregulares nas amostras
doadores de figado.



3. METODO
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3. METODO

3. 1. Casuistica

Foram incluidos, de forma consecutiva, 175 pacientes submetidos a 172
transplantes hepaticos de doador falecido e 7 transplantes com enxertos de
pacientes com PAF (transplante domind). Todos os pacientes incluidos eram
seguidos no Servico de Transplante Hepatico do Hospital Universitario Walter
Cantidio (HUWC) da Universidade Federal do Ceara. Cento e setenta e um
pacientes foram transplantados no HUWC e quatro pacientes no Hospital S&o Carlos
(HSC), entre setembro de 2014 e abril de 2016.

Critérios de inclusédo dos receptores:

1) Pacientes submetidos a transplante hepatico que aceitaram participar do
estudo.

Critérios de excluséo dos receptores:
1) Pacientes submetidos a transplante de multiplos 6rgaos.
2) Pacientes que nao aceitaram participar do estudo.

3) Pacientes que foram a o6bito nas primeiras 4 semanas — foram excluidos

da analise das variaveis pés-transplante.
Critérios de inclusao dos doadores:

1) Doadores falecidos cujos figados foram transplantados nos pacientes

incluidos no estudo.
Critérios de exclusao dos doadores:

1) Doadores de 6rgaos de outro estado ou que nao foi possivel a coleta das
amostras para os testes IH.
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Todos os pacientes ou responsaveis legais assinaram termo de
consentimento para participagao do estudo e utilizagao das amostras para avaliagao
IH (apéndice 1).

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Médica do
HUWC (CAAE 18228613. 1. 0000. 5045).

3. 2. Coleta das amostras

Foram coletadas amostras para avaliagdo no pré-transplante, pelo menos nos
7 dias consecutivos ao transplante (enquanto o paciente permanecia internado) e
semanalmente até completar 4 semanas. Os exames que nao fazem parte do
protocolo do servico de Transplante Hepatico foram realizados nas mesmas
amostras coletadas para a avaliacdo de rotina dos pacientes.

As amostras dos doadores foram coletadas no momento da captagdo do
figado e encaminhadas ao Laboratorio de Imuno-hematologia do Hemoce. Foi
utilizado apenas um tubo com EDTA de cada doador para realizacédo dos testes IH.

3. 3. Hemograma completo e contagem de reticulécitos

Um tubo com EDTA foi utilizado para a realizagdo de hemograma completo e
contagem de reticulécitos, no contador celular automatico Cell Dyn Ruby (Abbott,
SP, Brasil) , para os realizados no laboratério de Hematologia do HUWC ou Sysmex
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XT 1800 (Sismex, Japao), no HSC. Foi utilizado um kit préprio para contagem de
reticulécitos (Abbott, SP, Brasil) no HUWC e a contagem de reticulécitos no HSC foi

feita de forma manual com azul de crezil brilhante.

3. 4. Exames bioquimicos

A amostra coletada em tubo sem anticoagulante e com separador de coagulo
foi encaminhada ao laboratério de bioquimica do HUWC, onde, apos centrifugagéo,
foram realizados os testes de concentracdo de LDH e de bilirrubinas, no
equipamento CMD 800i, (Wiener Lab, Argentina), no HUWC, e no Cobas Integra
(Roche Diagnostic, Alemanha), no HSC.

3. 5. Testes imuno-hematolégicos

Na amostra do doador, foram realizados:

a. tipagem ABO e RhD, com soros anti-A, anti-B, anti-D e controle Rh
(Fresenius, Sao Paulo, Brasil) e hemacias A1 e B (Revercel,

Fresenius), conforme orientagao do fabricante;

b. fenotipagem eritrocitaria para C, c, E, e, K, k, Kp (a), Kp (b), Jk (a), Jk
(b), M, N, S, s, Fy (a), Fy (b), P1, Lu (a), Lu (b), Le (a), Le (b), utilizando
cartela de Rh-Kell e os ID-Perfil |, Il e lll (BioRad, Lagoa Santa, Brasil),

conforme orientagao do fabricante;

c. PAl em tubo a temperatura ambiente, com hemacias do Triacel

(Fresenius), conforme orientagédo do fabricante;
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d. PAI em cartela de gel centrifugagéo Liss-Coombs IgG + C3d (BioRad)
com hemacias Diacel I+1l (BioRad), conforme orientacao do fabricante;

e. PAl em cartela de gel centrifugagdo de NaCl (BioRad) com as
hemacias do Diacel I+ll apds tratamento com papaina (BioRad),
conforme orientagao do fabricante;

f. TAD poliespecifico em cartela de gel centrifugagdo Liss-Coombs IgG *
C3d (BioRad), conforme orientagéo do fabricante;

g. TAD monoespecifico, quando TAD poliespecifico positivo, em cartela
TAD mono (IgG+IgA+IgM+C3c+C3d+ctl, BioRad, Lagoa Santa, Brasil),
conforme orientagao do fabricante;

h. Eluato pela técnica de Glicina-acida, quando TAD positivo, utilizando o
kit DiaCidel (BioRad), conforme orientacdo do fabricante. O eluato foi
testado com hemacias do DiaPanel e DiaPanel P (BioRad) e hemacias
do Revercel diluidas a 1% com diluente 2 (BioRad), quando doador
nao O, para teste em cartela de gel-centrifugagao.

As amostras dos pacientes coletadas em tubo com EDTA para realizagao de
hemograma e reticulocitos foram utilizadas para a analise dos parametros de IH no
Laboratério de Imuno-hematologia do Hemoce. Os seguintes testes foram

realizados:

a. tipagem ABO e RhD, em tubo, com soros anti-A, anti-B, anti-D e
controle Rh (Fresenius) e hemacias A1 e B (Revercel, Fresenius), na
amostra pré-transplante, conforme orientacdo do fabricante. A
avaliacao da presenca de anti-A e/ou anti-B na reversa foi realizada em
todas as amostras de receptores nao O.

b. fenotipagem eritrocitaria, nos pacientes sem transfusdo de
concentrados de hemacias (CH) nos ultimos trés meses, para C, c, E,
e, K, k, Kp (a), Kp (b), Jk (a), Jk (b), M, N, S, s, Fy (a), Fy (b), P1, Lu
(@), Lu (b), Le (a), Le (b), utilizando cartela de Rh-Kell e os ID-Perfill, I
e |l (BioRad), conforme orientagao do fabricante;
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c. PAl em tubo a temperatura ambiente, com hemacias do Triacel
(Fresenius), conforme orientagédo do fabricante;

d. PAI em cartela de gel centrifugagéo Liss-Coombs IgG + C3d (BioRad)
com hemacias Diacel I+1l (BioRad), conforme orientacéo do fabricante;

e. PAl em cartela de gel centrifugagdo de NaCl (BioRad) com as
hemacias do Diacel I+Il apds tratamento com papaina (BioRad),
conforme orientagao do fabricante;

f. TAD poliespecifico em cartela de gel centrifugacdo Liss-Coombs
contendo anticorpos contra IgG + C3d humanos (BioRad), conforme
orientagao do fabricante;

g. TAD monoespecifico, quando TAD poliespecifico positivo, em cartela
de gel centrifugacdo contendo antiglobulina monoespecifica
contralgG+IgA+IgM+C3c+C3d (BioRad), conforme orientagcdo do
fabricante;

h. Eluato pela técnica de Glicina-acida, quando TAD positivo, utilizando o
kit DiaCidel (Bio-Rad), conforme orientacdo do fabricante. O eluato foi
testado com hemacias do DiaPanel e DiaPanel P (BioRad) e hemacias
do Revercel diluidas a 1% com diluente 2 (BioRad), quando doador
nao O, para teste em cartela de gel-centrifugagao.

3. 6. Verificagcao da especificidade dos anticorpos e definicdo de anemia

hemolitica imune e anticorpos com importancia clinica

Todo anticorpo identificado foi confirmado, conforme tabela de probabilidades
descrita no Manual Técnico da AABB (Associagcdo Americana de Bancos de
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Sangue), com pelo menos 3 hemacias positivas e 3 hemacias negativas para o
antigeno com especificidade suspeita (AABB Technical Manual, 2014).

Definiu-se anemia hemolitica imune ou hemdélise imune como a reducio da
concentracdo de hemoglobina associada a aumento de LDH, bilirrubina indireta e
reticulocitos, na presenga de anticorpos direcionados a antigenos eritrocitarios
presentes nas hemacias autologas ou transfundidas.

Definiu-se anticorpo com importéancia clinica todo aquele que reage em fase
de antiglobulina humana ou aquele anticorpo previamente definido na literatura
como clinicamente significante, mesmo que s6 reaja com hemacias tratadas com

enzima.

3. 7. Classificagao CTP (Child e Turcotte, 1964; Pugh et al., 1973) e analise po6s-
transplante

Os pacientes com hepatite fulminante e PAF nao foram classificados no
escore de CTP. Para avaliagdo das variaveis pos-transplante, os dez pacientes que
foram a obito durante as quatro semanas do estudo foram excluidos das analises

pos-transplante.

3. 8. Tempo de isquemia e perfil Lewis

Tempo de isquemia foi definido como o tempo entre a parada circulatéria do

doador (pingamento da aorta) até a reperfusdo do enxerto no receptor (tempo total
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de isquemia). Tempo de isquemia foi avaliado em todos os receptores submetidos a
transplante com incompatibilidade ABO menor.

Pacientes com perfil Le (a-b+) foram classificados como secretores e os
demais, como ndo secretores. Perfil Lewis foi avaliado em todos os receptores
submetidos a transplante com incompatibilidade ABO menor.

3.9. Critérios de transfusao

As transfusdes no periodo intraoperatério ocorreram a critério da equipe de
anestesiologia, baseadas em sangramento maior, sangramento microvascular, nivel
de Hb e plaquetas, INR, TTPa e fibrinogénio. As transfusdes pds-operatorias
seguiram parametros restritivos, com transfusdo de CH se Hb<7 g/dL em pacientes
sintomaticos, na presenga de sangramento e plaquetas <50.000/mm3 (CP), INR>2
e/ou relagao de TTPa>1,5 (plasma) ou fibrinogénio <100 mg/dL (crioprecipitado).

3.10. Coleta dos dados

Os dados de cada paciente em relagdo a género, idade, diagnostico, MELD
calculado (Kamath et al., 2001), e CTP (Child e Turcotte, 1964; Pugh et al., 1973),
imunossupressores e outras medicagdes foram coletados do prontuario. O tempo de
isquemia foi coletado do site do Sistema Nacional de Transplantes. Os
hemocomponentes transfundidos foram acessados a partir do sistema informatizado

do Hemoce (Sistema de Banco de Sangue).
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Os dados foram coletados no Excel 2011 para Mac e importados para o
software SPSS 24 IBM, onde as analises estatisticas foram realizadas. A analise
estatistica dos exames pos-transplante foi realizada com a exclusdo dos 10
pacientes que foram a 6bito no periodo do estudo.

Os pacientes foram avaliados inicialmente com os valores brutos de Hb,
sendo, posteriormente, categorizados em presenga e auséncia de anemia, conforme
0 género, de acordo com a definigdo da Organizagdo Mundial da Saude. Homens
foram classificados com anemia quando Hb<13g/dL e mulheres, quando Hb<12g/dL
(Who, 2011). Para analise estatistica das transfusdes, os pacientes foram divididos
em dois grupos: transfundidos e n&o transfundidos. Os pacientes que apresentaram
associagao de etiologias da cirrose e/ou CHC foram incluidos em todos os grupos
pertinentes para a realizagao da analise estatistica.

Na condigado de normalidade dos dados e diferenga aceitavel de variabilidade
entre os grupos, a comparagao entre duas médias foi feita pelo teste t de Student
(teste paramétrico). No caso de nao normalidade, foi aplicado o teste de Mann-
Whitney ou Kruskal Wallis, quando apropriado. Para as variaveis categoricas,
utilizou-se porcentagem e aplicou-se o teste exato de Fisher, para categorias com
N<20, ou teste qui-quadrado, para as demais situagoes.

As correlagdes entre variaveis continuas foram avaliadas pelo o coeficiente de
correlagdo de Spearman. Foram realizadas regressao logistica e regresséo linear
generalizada, quando necessarias, e estimados os respectivos Odds ratios (OD) e
intervalos de confianga de 95%. Foi observada normalidade dos residuos quantilicos
aleatorizados dos modelos. Para analise multivariada foram selecionadas as
variaveis com p<0,1 na analise univariada. Foram considerados significativos valores
de p<0,05 (5%).

5o
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5. RESULTADOS

5. 1. Descricao das caracteristicas dos pacientes

Dos 175 pacientes avaliados, 105 (60%) eram do género masculino. A idade
média dos pacientes foi de 52,1 anos (desvio padrao: 14,6 anos). Trinta pacientes
(18,4%) foram classificados como CTP A, 71 (43,6%) como B e 62 (38%) como C. A
mediana do MELD calculado foi de 20 (minimo-maximo: 6-52), semelhante nos dois
géneros (p=0,176).

As etiologias mais prevalentes da cirrose foram: VHC em 59 casos (33,7%),
alcool em 44 casos (25,1%), VHB em 18 casos (10,3%), sendo 8 associados a VHD
(virus da hepatite delta), e hepatite autoimune (HAI) em 12 casos (6,9%). Vinte e
trés pacientes (13,1%) haviam recebido o diagndstico de cirrose criptogénica e cinco
pacientes (2,8%) foram transplantados por hepatite fulminante. Sessenta e um
pacientes (34,85%) receberam situagao especial por CHC.

Em relagéo a idade, pacientes com hepatite autoimune (HAI - HAI vs. néo-
HAI: mediana: 20 (minimo: 13 - maximo: 64) vs. 57 (8-74) anos, p=0,001) e hepatite
fulminante (hepatite fulminante vs. demais diagnésticos: 20 (8-65) vs. 57 (13-74)
anos, p=0,039) apresentaram mediana de idade menor, assim como 0s pacientes
com PAF (PAF vs. ndo PAF: 31 (30-49) vs. 57 (8-74) anos, p=0,001) e VHD e VHB
(VHD e VHB vs. demais diagnésticos: 39 (27-59) vs. 57 (8-74) anos, p=0,007).

Em relagdo a gravidade avaliada pelo MELD calculado, pacientes com CHC
(MELD de CHC vs. ndo CHC: 13,9 £ 4,9 vs. 22,8 + 8,9, p<0,001) e PAF (MELD de
PAF vs. ndo PAF: 7 (6-9) vs. 20 (7-52, p<0,001) eram menos graves, quando
avaliados pelo MELD. Pacientes com hepatite fulminante apresentaram MELD mais
elevados (hepatite fulminante vs. demais diagnésticos: 40 (28-50) vs. 20 (6-52),
p<0,001). Pacientes que usavam furosemida também apresentaram MELD mais
elevado (furosemida vs. ndo furosemida: 21 (11-52) vs. 18 (6-50), p=0,043). As
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caracteristicas clinicas dos pacientes, de acordo com o género, estdo evidenciadas

na Tabela 05.

Tabela 05 — Caracteristicas clinicas dos 175 pacientes submetidos a transplante de figado

Caracteristicas Feminino Masculino P
Numero de pacientes 70 105

Idade média (anos) 47,3+17,9 55,1 £10,9 < 0,01
CTP A 11 (15,7%) 19 (18,1%) 0,058
CTPB 24 (39,3%) 47 (44,8%)

CTPC 26 (37,1%) 36 (34,3%)

MELD calculado 21,4 £10,5 18,8+ 7,5 0,176
Hepatite fulminante 5(7,1%) 0 0,009
Virus da hepatite B 9 (12,9%) 9 (8,6%) 0,361
Virus da hepatite C 15 (21,4%) 44 (41,9%) 0,005
Alcool 1(1,4%) 43 (41%) < 0,001
Hepatite autoimune 10 (14,3%) 2 (1,9%) 0,001
Carcinoma hepatocelular 17 (24,3%) 44 (41,9%) 0,017

CTP: Classificagdo Child-Turcotte-Pugh (excluidos os pacientes com insuficiéncia hepatica aguda e
aqueles com polineuropatia amiloidética familiar, n=164), MELD: Model for End-Stage Liver Disease.
Os pacientes que apresentaram associagao de etiologias da cirrose e/ou CHC foram incluidos em
todos os grupos pertinentes. Valores expressos como média + desvio padrdo ou numero absoluto
(porcentagem). Considerado p significante quando menor que 0,05. Andlise realizada por Teste de
Mann-Whitney, teste exato de Fisher ou Qui quadrado.

5. 2. Pré-transplante

Em relagdo a tipagem ABO/RhD dos receptores, 60 pacientes eram A+; trés
A-; 23 B+; dois B-; dois AB+; trés AB-; 78 O+ e quatro O-. Houve diferenga entre os
MELD de acordo com a tipagem ABO dos receptores (A: 20 (6-52), O: 20 (6-50), B:
18 (7-36) e AB: 14 (9-20), p<0,001), porém sem diferenca na necessidade

transfusional.
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As tipagens ABO/RhD dos doadores seguiram padroes semelhantes as dos
receptores, sendo que 59 eram A+, dois A-, 15 B+, dois B-, dois AB+, um AB-, 94 O+
e trés O-. Foram avaliadas amostras de 142 doadores, sendo ABO/RhD idénticos a
descricdo do registro no Sistema Nacional de Transplantes em 141 deles. Um
doador O foi erroneamente tipado como A. Dois doadores apresentaram TAD
positivo (IgG), ambos com eluato negativo. Um doador apresentou anti-c reagente

apenas em enzima.

A Tabela 06 apresenta a distribuicdo dos pacientes e doadores quanto a
tipagem ABO/RhD.

Tabela 06 — Distribuicdo dos pacientes e doadores quanto a tipagem ABO/RhD

Tipagem ABO Pacientes Doadores
A- 3 (1,7%) 2 (1,1%)
A+ 60 (34,3%) 59 (33,1%)
AB- 3 (1,7%) 1(0,6%)
AB+ 2 (1,1%) 2 (1,1%)
B- 2 (1,1%) 2 (1,1%)
B+ 23 (13,1%) 15 (8,4%)
O- 4 (2,3%) 3 (1,7%)
O+ 78 (44,6%) 94 (52,8%)

As tipagens dos doadores descritas foram retiradas do Sistema Nacional de Transplante.

5. 2. 1. Anemia e provas de hemdlise pré-transplante

A Hb média dos pacientes no pré-transplante foi de 10,7 £ 2,6 g/dL nos
homens e 10,2 £ 2,5 g/dL nas mulheres. Ao separar as mulheres com Hb < 12 g/dL
e os homens com Hb <13 g/dL, evidencia-se que 65,7% das mulheres (46/70) e 80%
dos homens (84/105) estavam anémicos antes do transplante (p=0,034).
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A avaliagdo da série vermelha pré-transplante foi inicialmente realizada com
as concentragdes de hemoglobina. Na analise univariada, pacientes com hepatite
fulminante em relacdo aos demais pacientes apresentaram, respectivamente,
valores mais baixos de hemoglobina (Hb de pacientes com hepatite fulminante vs.
demais pacientes: 6,9 (5,8-8,1) vs. 10,4 (5,91-16,3) g/dL, p=0,001). Pacientes com
PAF, quando comparados aos pacientes com outros diagnosticos apresentaram,
respectivamente, concentragdes maiores de hemoglobina pré-TH (Hb de pacientes
com PAF vs. demais pacientes: 14,2 (8,68-14,97) vs. 10,01 (5,85-16,3) g/dL,
p=0,004), assim como aqueles com CHC em relagdo aos demais pacientes,
respectivamente (Hb de pacientes com CHC vs. demais pacientes: 12,2 (6,44-16,3)
vs. 9,57 (5,85-16) g/dL, p<0,001). Pacientes que utilizavam furosemida
apresentaram valores menores de hemoglobina (Hb de pacientes em uso de
furosemida vs. pacientes sem a droga: 9,07 (6,44-13,58) vs. 11,0 (5,85-16,3) g/dL).
Pacientes com TAD positivo apresentaram concentragdes mais baixas de Hb (Hb de
pacientes com TAD positivo vs. TAD negativo: 8,78 (5,85-16,3) vs. 11,4 (5,91-16,3).

MELD teve correlagdo inversa com os valores de Hb pré-transplante (r=-
0,510, p<0,001), apresentado na figura 3.
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Escore MELD calculado
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6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,0

Hemoglobina pré-transplante (g/dL)

Figura 3. Grafico de correlagcao de hemoglobina pré-transplante e MELD.
Correlagéo de Spearman: r=-0,510, p<0,001. MELD: Model for End-Stage Liver Disease
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Na analise multivariada realizada com PAF, CHC, uso de furosemida, TAD
positivo e MELD, MELD mais elevado (OR: 1,013, 1C95% 1,008-1,017, p<0,001),
TAD positivo pré-TH (OR: 1,106, 1C95% 1,106-1,035, p=0,003) e uso de furosemida
(OR: 1,083, IC95% 1,016-1,155, p=0,014) foram fatores independentes para
concentragdes mais baixas de Hb pré-transplante (Tabela 07).

Tabela 07. Analise multivariada dos fatores de risco para concentragdes reduzidas de

hemoglobina pré-transplante hepatico.

Variavel Odds Ratio Intervalo de confianga 95% p
Escore MELD 1,013 1,008-1,017 <0,001
Uso de furosemida 1,083 1,016-1,155 0,014
Carcinoma hepatocelular 0,979 0,911-1,053 0,573
Polineuropatia amiloidética 0,956 0,811-1,126 0,588
familiar

TAD positivo 1,106 1,035-1,181 0,014

Utilizada regresséo logistica e intervalo de confianca de 95%. Considerado p<0,05 significante.
MELD: Model for End-Stage Liver Disease

Posteriormente, os pacientes foram categorizados em anémicos e nao
anémicos. Homens apresentavam mais anemia do que as mulheres (homens com
anemia vs. mulheres com anemia: 80% vs. 66,6%, p=0,034). Pacientes com anemia
tinham MELD mais elevado que os pacientes sem anemia (anemia vs. ndo-anemia:
21 (7-52) vs. 13 (6-43), p<0,001). Pacientes com CHC apresentavam menos anemia
(anemia em pacientes com CHC vs. sem CHC: 60,7% vs. 81,6%, p=0,0025), assim
como pacientes com PAF (anemia nos pacientes com PAF vs. outros diagnésticos:
14,3% vs. 76,8%, p=0,001). Uso de furosemida relacionou-se a aumento da
prevaléncia de anemia (anemia em pacientes com furosemida vs. sem furosemida:
89,1% vs. 67,2%, p=0,008). Anemia pré-transplante foi mais frequente em pacientes
com TAD positivo do que nos demais (anemia em pacientes com TAD positivo vs.
TAD negativo: 86,7% vs. 63,8%, p= 0,004) - Tabela 08.
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Tabela 08. Analise univariada dos fatores de risco para anemia pré-transplante hepatico.

Variavel Com anemia Sem anemia p
Escore MELD 21 (7-52) 13 (6-43) <0,001
Género masculino 84 (80%) 21 (20%) 0,034
Uso de furosemida 49 (89,1%) 6 (10,9%) 0,008
Carcinoma hepatocelular 37 (60,7%) 24 (39,3%) 0,003
:’oll_n_europatla amiloidética 1(14,3%) 6 (85,7%) 0,001
amiliar

Teste direto de antiglobulina 47 (88,7%) 6 (11,3%) 0,004

positivo

Valores expressos em n (%) ou mediana (minimo-maximo). Utilizados qui-quadrado ou teste exato de
Fisher para comparagéo das variaveis categoricas e Mann-Whitney para correlagdo de anemia com
MELD. Considerado significativo p <0,05. MELD: Model for End-Stage Liver Disease

Analise multivariada, por regressao logistica, para correlacdo de anemia pré-
TH com género, furosemida, CHC, PAF, TAD pré e MELD, evidenciou que tanto
género masculino (Odds ratio (OR): 4,106, intervalo de confianga 95% (IC95%):
1,648-10,234, p=0,002), quanto valores mais altos de MELD (OR: 1,164, 1C95%:
1,069-1,269, p=0,001) e uso de furosemida (OR: 3,025, 1C95%: 1,031-8,874,
p=0,044) foram fatores independentes para a ocorréncia de anemia pré-TH. Os
resultados da regressao logisticas estdo expressos na Tabela 09.

Tabela 09. Analise multivariada dos fatores de risco para anemia pré-transplante hepatico.

Variavel Odds Ratio Intervalo de confianga 95% p
Escore MELD 1,164 1,069-1,269 0,001
Género masculino 4,106 1,648-10,234 0,002
Uso de furosemida 3,025 1,031-8,874 0,044
Carcinoma hepatocelular 0,594 0,213-1,653 0,318
Polineuropatia amiloidética 0,307 0,026-3,692 0,352
familiar

TAD positivo 1,962 0,671-5,734 0,218

Utilizada regressdo logistica e intervalo de confiangca de 95%. Considerado p<0,05 significante.
MELD: Model for End-Stage Liver Disease, TAD: Teste direto da antiglobulina.
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Na avaliagdo do VCM pré-transplante, noventa e cinco pacientes (54,2%)
apresentavam anemia normocitica. Nado houve diferenga entre VCM alterado e
prevaléncia de anemia (p=0,197). Apenas um dos 15 pacientes (8,5%) com VCM
baixo (<80 fL) ndo apresentava anemia. Vinte sete pacientes (15,4%) apresentavam
VCM elevado (>100 fL), sendo que 19 desses (70%) estavam anémicos.
Reticulocitose, definida como contagem de reticulécitos acima de 90. 000/mm?>foi
encontrada em 28% dos pacientes avaliados.

A média do LDH pré-transplante foi de 469 + 162 U/L. As médias e desvios
padrao das concentragdes de bilirrubina total e indireta foram 5,7 + 7,93 mg/dL e
2,59 £ 3,13 mg/dL, respectivamente. LDH nao teve relagdo com CHC (p=0,274),
MELD (p=0,446), idade (p=0,872) etiologia da cirrose ou medicagoes.

Pacientes com hepatite fulminante apresentavam bilirrubinas indiretas mais
elevadas (bilirrubina indireta em pacientes com hepatite fulminante vs. demais: 12,2
(3,82-15,24) x 1,35 (0,14-22,57), p=0,001). Pacientes com CHC apresentavam
bilirrubinas indiretas menores (bilirrubina indireta em pacientes com CHC vs. sem
CHC: 1,03 (0,22-5,61) vs. 2,18 (0,14-22,57), p<0,001) — Figura 4.
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Figura 4. Representagao da bilirrubina indireta pré-transplante hepatico conforme presenca de

carcinoma hepatocelular (A) e hepatite fulminante (B).
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5. 2. 2. Pesquisa de anticorpos irregulares pré-transplante

Nove pacientes (5,1%) apresentaram PAI positiva pré-transplante. Um
paciente apresentou anti-V (identificado por prova de compatibilidade positiva), um
anti-M sem amplitude térmica e dois anti-E. Um paciente com VHC e CHC
apresentou anti-C associado a anti-e, com autocontrole negativo. Paciente era e
positivo, sugerindo uma variante alélica. A amostra do paciente foi avaliada com
biologia molecular, por Bead-Chip RHCE, porém nenhuma variante foi detectada.
Quatro pacientes apresentaram anticorpo com especificidade ndo determinada, que

reagiram apenas em tubo (dois) ou enzima (dois).

PAI positiva prée-TH, independente da metodologia utilizada na avaliagdo, nao
teve relagdo com idade, MELD, género, etiologia da cirrose, CTP, medicagbes e
parametros bioquimicos ou hematologicos. PAIl positiva pré-TH foi mais frequente
em individuos RhD negativo (22,2% vs. 4,2%, p=0,017).

5. 2. 3. Teste direto da antiglobulina pré-transplante e eluato

Cinquenta e trés pacientes (30,3%) apresentaram TAD positivo no pré-
transplante, sem relagdo com o género (p=0,546), CTP (p=0,118) e ABO/RhD
(p=0,459). Na analise univariada, houve relagao entre TAD pré-TH e gravidade da
hepatopatia avaliada pelo MELD (MELD dos pacientes com TAD positivo vs. TAD
negativo: 22 (9-50) vs. 18 (6-52), p=0,001 — Figura 5).
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Figura 5. Representacao do MELD conforme TAD positivo pré-transplante hepatico.

MELD: Model for End-Stage Liver Disease. TAD: Teste direto da antiglobulina.

Na analise univariada, houve relagdo de TAD positivo e infeccdo pelo VHC
(TAD positivo em pacientes com CHC vs. TAD positivo e outros diagnoésticos: 40,7%
vs. 25%, p=0,033) e hepatite fulminante (TAD positivo em pacientes com hepatite
fulminante vs. TAD positivo e outros diagnésticos: 100% vs. 28,2%, p<0,001) —
Tabela 10. Uso de furosemida apresentou, na analise univariada, uma tendéncia a
relagdo com TAD positivo (TAD positivo em pacientes furosemida vs. TAD positivo
em pacientes sem a droga: 40% vs. 26,1%, p=0,063), sendo incluida na analise

multivariada.

Tabela 10. Analise univariada dos fatores de risco para TAD positivo pré-transplante hepatico.

Variavel TAD positivo TAD negativo p
Escore MELD 22 (9-50) 18 (6-52) <0,001
Uso de furosemida 22 (40%) 33 (60%) 0,063
Virus da hepatite C 24 (40,7%) 35 (59,3%) 0,036
Hepatite fulminante 5 (100%) 0 (0%) 0,001

Valores expressos em n (%) ou mediana (minimo-maximo). Utilizados qui-quadrado ou teste exato de
Fisher para comparagéo das variaveis categoricas e Mann-Whitney para correlagdo de anemia com
MELD. Considerado significativo p <0,05. MELD: Model for End-Stage Liver Disease, TAD: Teste
direto da antiglobulina.
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Foi feita analise multivariada por regressao logistica com MELD, VHC e uso
furosemida, que evidenciou que MELD (OR: 1,045, 1C95%: 1,000-1,091, p=0,048),
VHC (OR: 2,788, 1C95%: 1,355-5,737, p=0,005) e uso de furosemida (OR: 1,168,
IC95%: 1,065-1,12, p=0,001) foram fatores de risco para TAD positivo pré-
transplante — Tabela 11.

Tabela 11. Andlise multivariada dos fatores de risco para teste direto da antiglobulina pré-

transplante hepatico.

Variavel Odds Ratio Intervalo de confianga 95% p

Escore MELD 1,045 1,000-1,091 0,048
Virus da hepatite C 2,788 1,355-5,737 0,005
Uso de furosemida 1,168 1,065-1,12 0,001

Utilizada regressdo logistica e intervalo de confianca de 95%. Considerado p<0,05 significante.
MELD: Model for End-Stage Liver Disease.

TAD positivo pré-transplante também esteve associado a RDW elevado
(RDW do TAD positivo e negativo: 15,4 (11-25) vs. 13,9 (11-23), p<0,001) e aumento
de bilirrubina indireta (bilirrubina indireta em pacientes com TAD positivo vs. TAD
negativo: 2,69 (0,28-22,57) vs. 1,17 (0,14-10,8), p<0,001), porém sem relagdo com
LDH e reticuldcitos (p=0,608 e p=0,918, respectivamente). Todos os eluatos dos
pacientes com TAD positivo pré-transplante foram negativos.

5. 3. Pés-transplante

Cinquenta e cinco por cento dos pacientes (96 individuos) receberam
transfusbes no periodo do estudo, sendo que 83 (86% daqueles transfundidos)

receberam hemocomponentes no intraoperatério ou pds-operatério imediato (POI).



Resultados | 62

Noventa e cinco pacientes (54,3%) receberam CH, 39 (22,3%) receberam CP, 56
(32%) receberam plasma e 33 (18,9%) receberam crioprecipitado.

Na analise univariada de transfusbes de CH no intraoperatério e POI, as
medianas do MELD dos pacientes néo transfundidos e transfundidos foram
diferentes (ndo transfundidos vs. transfundidos: 15 (6-44) vs. 22 (7-52), p<0,001). As
medianas da concentragao de Hb diferiram entre os grupos (n&o transfundidos vs.
transfundidos: 11,6 (6,06-16,3) vs. 8,77 (5,85-14,94) g/dL, p<0,001). A prevaléncia
de pacientes com CHC no grupo de nao transfundidos foi maior (CHC em nao
transfundidos vs. transfundidos: 73,8% vs. 26,2%, p<0,001). A prevaléncia de VHC
foi maior no grupo de transfundidos (ndo transfundidos vs. transfundidos: 33,9% vs.
66,1%, p=0,043). Houve relagdo de transfusdo de hemacias com uso de
espironolactona (frequéncia de uso de espironolactona em pacientes nao
transfundidos vs. transfundidos: 34% vs. 50,6%, p=0,027) e com uso de furosemida
(frequéncia de uso de furosemida em pacientes n&o transfundidos vs. transfundidos:
43,6% vs. 56,4%, p=0,029) — Tabela 12.

Tabela 12. Analise univariada dos fatores de risco para transfusdo de concentrado de

hemacias no transplante hepatico.

Variavel Transfuséao Nao Transfusdo p

Escore MELD 22 (7-52) 15 (6-44) <0,001

Hemoglobina pré-transplante g/dL 8,77 (5,85-14,94) 11,6 (6,06-16,3) <0,001

Carcinoma hepatocelular 16 (26,2%) 45 (73,8%) <0,001
Virus da hepatite C 39 (66,1%) 20 (33,9%) 0,043
Uso de espironolactona 39 (54,2%) 33 (45,8%) 0,027
Uso de furosemida 31 (56,4%) 24 (43,6%) 0,029

Valores expressos em n (%) ou mediana (minimo-maximo). Utilizados qui-quadrado ou teste exato de
Fisher para comparagéo das variaveis categoricas e Mann-Whitney para correlagdo de anemia com
MELD. Considerado significativo p <0,05. MELD: Model for End-Stage Liver Disease.

Na analise multivariada para avaliacdo de fatores de risco para transfusdo no
intraoperatorio e POI, foram incluidos MELD, Hb pré-transplante, CHC, VCH, uso de
furosemida e de espironolactona. MELD mais elevado (OR: 1,064, 1C95% 1,006-
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1,126, p=0,029) e concentracdo de hemoglobina menor (OR: 1,324, IC95% 1,116-
1,572, p=0,001) foram fatores de risco independentes para transfusdo de CH no
intraoperatorio e POl — Tabela 13.

Tabela 13. Analise multivariada dos fatores de risco para transfusao no transplante hepatico.

Variavel Odds Ratio Intervalo de confianga 95% p

Escore MELD 1,064 1,006-1,126 0,029
Hemoglobina pré-transplante g/dL 1,324 1,116-1,572 0,001
CHC 0,710 0,3-1,68 0,436
VHC 0,539 0,250-1,164 0,116
Uso de espironolactona 1,654 0,765-3,579 0,201
Uso de furosemida 1,039 0,460-2,351 0,926

Utilizada regressdo logistica e intervalo de confianca de 95%. Considerado p<0,05 significante.
MELD: Model for End-Stage Liver Disease

Quatro pacientes dos 39 pacientes (10,2%) que receberam CP foram
transfundidos com hemocomponentes com incompatibilidade plasmatica. Nenhum
desses pacientes apresentou anticorpos ABO identificados no plasma ou eluato

apos a transfusao.

5. 3. 1. Anemia e provas de hemdlise pos-transplante

Apenas dois pacientes ndo apresentaram anemia no pés-transplante, com
107 pacientes (62,8%) apresentando reticulécitos elevados. Cento e quarenta e
cinco pacientes (87,8%) ainda apresentavam anemia na quarta semana de

avaliagdo, sem diferencga entre géneros (p=0,86).
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Hb da quarta semana teve correlagdo negativa com o MELD (r=-0,476,
p<0,001) e positiva com Hb pré-transplante (r=0,389, p<0,001). As correlagdes da
Hb da quarta semana com MELD e Hb pré-transplante estdo representadas na
Figura 6.

MELD
Hemoglobina pré-transplante g/dL

T T T T T
5,00 7,50 10,00 12,50 15,00

Hemoglobina da quarta semana g/dL

T T T T T
5,00 7,50 10,00 12,50 15,00

Hemoglobina da quarta semana g/dL

Figura 6. Correlagbes da hemoglobina da quarta semana com MELD e hemoglobina pré-
transplante.

Andlise feita com correlagdo de Spearman: hemoglobina da quarta semana e MELD: r=-0,476,
p<0,001; hemoglobina da quarta semana e hemoglobina pré-transplante: r=0,389, p<0,001.
Considerado p<0,05 significativo. MELD: Model for End-Stage Liver Disease

Na analise univariada, Hb na quarta semana esteve associada a CHC (Hb
pacientes com CHC vs. sem CHC: 10,6 (6,1-15,28) vs. 9 (4,81-15,4) g/dL, p=0,001),
VHC (Hb pacientes com VHC vs. sem VHC: 10,3 (6,46-15,4) vs. 9,12 (4,81-15,28)
g/dL, p=0,006), TAD positivo pré-transplante (Hb pacientes com TAD positivo pré-TH
vs. TAD negativo pré-TH: 8,74 (5,51-13,95) vs. 10,1 (4,81-15,4) g/dL, p=0,002), uso
de MMF (micofenolato - Hb pacientes com MMF vs. ndo MMF: 8,72 (4,81-13,95) vs.
10,33 (5,68-15,4) g/dL, p<0,001), meropenem (Hb pacientes com meropenem vs.
sem meropenem, 7,68 (4,81-12,9) vs. 10,15 (6,1-15,4) g/dL, p<0,001) e teicoplanina
(pacientes com teicoplanina vs. nao teicoplanina: Hb 8,47 (4,81-12,9) vs. 10,2 (5,52-

15,4) g/dL, p<0,001). A relacdo da hemoglobina com as diversas variaveis esta
demostrada graficamente na Figura 7.
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Figura 7: Relagdo da hemoglobina da 4* semana com diversas variaveis.

Hemoglobina da quarta semana categorizada por: (A) presenca de carcinoma hepatocelular; (B)
presenca de virus da hepatite C; (C) Teste direto da antiglobulina positivo pré-transplante; (D) uso de
micofenolato; (E) uso de teicoplanina e (F) uso de meropenem.
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Foi realizada analise multivariada, avaliando a correlagdo de Hb na quarta
semana com CHC, VHC, uso de meropenem, teicoplanina e MMF, TAD pré-TH, Hb
pré-TH e MELD. Escores maiores de MELD (OR: 1,006, 1C95%: 1,002-1,011,
p=0,002), uso de meropenem (OR: 1,208, 1C95%: 1,121-1,302, p<0,001) e Hb mais
baixa no pré-TH (OR: 1,018, IC95%: 1,005-1,031, p=0,005) foram fatores de risco
independentes para concentragdes menores de Hb na quarta semana (Tabela 14).

Tabela 14. Analise multivariada dos fatores de risco para concentragées de hemoglobinas

menores na quarta semana de avaliagao.

Variavel Odds Ratio Intervalo de confianga 95% p
Escore MELD 1,006 1,002-1,011 0,002
Hemoglobina pré-transplante 1,018 1,005-1,031 0,005
g/dL

Uso de meropenem 1,208 1,121-1,302 <0,001
Teste direto da antiglobulina 1,058 0,994-1,126 0,078
pré-transplante

Carcinoma hepatocelular 0,991 0,925-1,060 0,801
Virus da hepatite C 0,951 0,894-1,011 0,109
Uso de teicoplanina 1,005 0,936-1,079 0,889
Uso de micofenolato 1,040 0,982-1,100 0,180

Utilizada regressdo logistica e intervalo de confianca de 95%. Considerado p<0,05 significante.
MELD: Model for End-Stage Liver Disease.

Hemoglobina na quarta semana também teve relacdo com transfusdo de CH
(Hb dos pacientes transfundidos vs. ndo transfundidos: 8,51 (4,81-12,9) vs. 11 (5,51-
15,4) g/dL, p<0,001), CP (Hb dos pacientes transfundidos vs. nao transfundidos:
8,33 (4,81-12,9) vs. 9,92 (5,51-15,4) g/dL, p<0,001), plasma (Hb dos pacientes
transfundidos vs. ndo transfundidos: 8,37 (4,81-15,4) vs. 10,25 (5,51-15,28) g/dL,
p<0,001) e crioprecipitado (Hb dos pacientes transfundidos vs. ndo transfundidos:
8,3 (4,81-12,51) vs. 9,9 (5,52-15,4) g/dL, p<0,001).

Apoés dividirmos os pacientes em anémicos e n&o anémicos, na analise

univariada, anemia na quarta semana esteve relacionada com MELD elevado
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(MELD de pacientes com anemia vs. nao anemia: 20 (6-52) vs. 12,5 (6-37), p=0,007)
e Hb pré-transplante (Hb pré-transplante de pacientes com anemia vs. ndo anemia
na quarta semana: 9,84 (5,85-15,38) vs. 13,05 (6,92-16,3) g/dL, 0<0,001). Anemia
na quarta semana também esteve relacionada a CHC (anemia em pacientes com
CHC vs. nao-CHC: 77,2% vs. 93,5%, p=0,002), VHC (anemia em pacientes com
VHC vs. ndo-VHC: 80% vs. 91,8%, p=0,028), uso de MMF (anemia em pacientes
com MMF vs. nao-MMF: 95,2% vs. 80,2%, p=0,004) e teicoplanina (anemia em
pacientes com teicoplanina vs. nao-teicoplanina: 98% vs. 83,6%, p=0,008) — Tabela
15.

Tabela 15. Analise univariada dos fatores de risco para anemia na quarta semana pés-
transplante hepatico.

Variavel Com anemia Sem anemia p
Escore MELD 20 (6-52) 12,5 (6-37) 0,007
Hemoglobina pré-transplante g/dL 9,84 (5,85-15,38) 13,05 (6,92-16,3) <0,001
Carcinoma hepatocelular 44 (77,2%) 13 (22,8%) 0,003
Virus da hepatite C 44 (80%) 11 (20%%) 0,004
Uso de micofenolato 80 (95,2%) 4 (4,8%) 0,004
Uso de teicoplanina 48 (98%) 1(11,3%) 0,008

Valores expressos em n (%) ou mediana (minimo-maximo). Utilizados qui-quadrado ou teste exato de
Fisher para comparacgéo das variaveis categoricas e Mann-Whitney para correlagdo de anemia com
MELD e Hemoglobina pré-transplante. Considerado significativo p <0,05. MELD: Model for End-Stage
Liver Disease.

Pacientes que utilizaram meropenem apresentaram tendéncia a apresentar
mais anemia (anemia em pacientes com meropenem vs. nao-meropenem: 95,2% vs.
85,4%, p=0,091), sendo colocado na analise multivariada. Apds analise multivariada,
apenas Hb pré-transplante foi fator de risco independente de anemia na quarta
semana — Tabela 16.
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Tabela 16. Analise multivariada dos fatores de risco para anemia na quarta semana de

avaliagao.

Variavel Odds Ratio Intervalo de confianga 95% p
Escore MELD 1,027 0,931-1,131 0,598
Hemoglobina pré-transplante g/dL 1 570 1,202-2,053 0,001
Carcinoma hepatocelular 0,532 0,149-1,905 0,333
Virus da hepatite C 0,562 0,169-1,866 0,347
Uso de micofenolato 2,433 0,678-8,696 0,172
Uso de teicoplanina 4,016 0,410-40 0,232
Uso de meropenem 1,376 0,212-8,929 0,738

Utilizada regressdo logistica e intervalo de confiangca de 95%. Considerado p<0,05 significante.
MELD: Model for End-Stage Liver Disease.

Os parametros hematologicos e bioquimicos pré-TH e na quarta semana
estdo detalhados na Tabela 17.

Tabela 17 — Parametros hematolégicos e bioquimicos pré e pés-transplante dos pacientes
avaliados.

Parametro Pré Pés p

Hemacias (milhdo/mm®) 3,35+0,85 3,43 £ 0,67 0,006
Hematocrito (%) 30,9+7,58 31,25 £ 5,58 0,285
Hemoglobina (g/dL) 10,5+ 2,6 10,19 + 1,99 0,08
Desidrogenase lactica (U/L) 469 + 162 507 £ 490 0,77
Bilirrubina indireta (mg/dL) 2,6 +0,83 0,83 £ 1,58 0,011

Os valores estdo expressos em média e desvio padrdo. Os valores pds referem-se aos exames da quarta
semana pos-transplante. Legenda: TH: transplante hepatico; Hb: hemoglobina. Considerado p<0,05 significativo,
analise realizada por ANOVA.
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5. 3. 2. Pesquisa de anticorpos irregulares pés-transplante

Vinte e dois pacientes (12,5%) apresentaram PAIl positiva por qualquer
metodologia pés-TH. Pacientes com PAI positiva apresentavam MELD maior (MELD
de pacientes com PAI positiva vs. PAIl negativa: 22 (10-29) vs. 18,5 (6-52), p=0,043).
N&o foi encontrada relagcdo com ABO, género, etiologia da cirrose, CHC, CTP e
esquema imunossupressor. Observou-se relacdo PAI positiva pés-TH com RhD,
sendo a aloimunizagao mais frequente em receptores RhD negativo (PAI positiva em
RhD negativo vs. RhD positivo: 50% vs. 12,1%, p=0,014).

Na analise univariada, meropenem teve relagcdo com a aloimunizagao por
qualquer tipo de anticorpo (PAI positiva em pacientes com meropenem vs. nao-
meropenem: 26,2% vs. 9,8%, p=0,018), assim como a teicoplanina (PAI positiva em
pacientes com teicoplanina vs. nao-teicoplanina: 26,5% vs. 6,1%, p=0,005).
Pacientes em uso de piperacilina-tazobactam apresentaram uma tendéncia a
desenvolver PAI positiva (p=0,09), sendo o uso da medicagéo incluida na analise
multivariada. Pacientes em uso de meropenem e PAI positiva, apresentaram TAD
positivo em 80% dos casos. PAI positiva pés-TH, por qualquer tipo de anticorpo,
teve relacdo com transfusdo de hemacias no intraoperatério imediato e POl (PAl
positiva em pacientes transfundidos vs. nao transfundidos: 24,3% vs. 6,3%, p=0,001)
e com transfusao de hemacias durante as primeiras quatro semanas (PAIl positiva
em pacientes transfundidos vs. ndo transfundidos: 24,4%% vs. 2,5%, p<0,001). PAI
positiva por qualquer tipo de anticorpo também teve relagdo com transfusdo de
plaquetas no intraoperatério imediato e POI (PAI positiva em pacientes transfundidos
vs. nao transfundidos: 36,4% vs. 10,5%, p=0,004) e com transfusdo de plaquetas
durante as quatro primeiras semanas (PAIl positiva em pacientes transfundidos vs.
nao transfundidos: 36,4% vs. 8,3%, p<0,001) - Tabela 18.
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Tabela 18. Andlise univariada dos fatores de risco para pesquisa de anticorpos irregulares
positiva por qualquer metodologia, no pés-transplante hepatico.

Variavel PAI positiva PAI negativa p
Escore MELD 22 (10-29) 18,5 (6-52) 0,007
RhD negativo 4 (50%) 4 (50%) 0,014
Uso de meropenem 11 (26,2%) 31 (73,8%) 0,018
Uso de teicoplanina 13 (26,5%) 36 (73,5%) 0,004
Uso de piperacilina-tazobactam 11 (21,2%) 41 (78,8%) 0,09
Transfusao de CH no intraoperatério e POl 17 (24,3%) 53 (75,7%) 0,001
Transfusao de CH em quatro semanas 21 (24,4%) 65 (75,6%) <0,001
Transfusao de CP no intraoperatério e POl 8 (36,4%) 14 (63,6%) 0,004
Transfusdo de CP em quatro semanas 12 (36,4%) 21 (63,6%) <0,001

Valores expressos em n (%) ou mediana (minimo-maximo). N total: 165 pacientes, frequéncia de PAI
positiva: 12,5%. Utilizados qui-quadrado ou teste exato de Fisher para comparagédo das variaveis
categoricas e Mann-Whitney para correlagdo de anemia com MELD e hemoglobina pré-transplante.
Considerado significativo p <0,05. CH: concentrado de hemacias, CP: concentrado de plaquetas, POI:
pos-operatério imediato, MELD: Model for End-Stage Liver Disease

Foi feita analise multivariada para avaliar os fatores de risco para PAI positiva
pos-transplante com as seguintes variaveis: MELD, RhD negativo, uso de
meropenem, teicoplanina e piperacilina-tazobactam, transfusdo de concentrado de
hemacias e concentrado de plaquetas no intraoperatério e POI. Transfusdo de
concentrado de hemacias (OR: 4,301, 1C95% 1,237-14,959, p=0,022) e receptor
RhD negativo (OR: 8,18, 1C95% 1,373-48,777, p=0,021) foram fatores de risco
independentes para PAI positiva pos-transplante.

Os resultados da analise multivariada dos fatores de risco para pesquisa de
anticorpos irregulares positiva por qualquer metodologia, no pos-transplante
hepatico estdo detalhados na Tabela 19.
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Tabela 19. Analise multivariada dos fatores de risco para pesquisa de anticorpos irregulares

positiva por qualquer metodologia, no pés-transplante hepatico.

Variavel Odds Ratio Intervalo de o]
confianga 95%

Escore MELD 1,021 0,956-1,09 0,518
RhD negativo 8,183 1,373-48,777 0,021
Uso de meropenem 1,868 0,564-6,186 0,306
Uso de teicoplanina 1,321 0,318-5,492 0,701
Uso de piperacilina-tazobactam 1,969 0,599-6,474 0,265
Transfusdo de CH no intraoperatério e POl 4,301 1,237-14,959 0,022
Transfusdo de CP no intraoperatério e POl 2,108 0,594-7,485 0,249

Utilizada regresséo logistica e intervalo de confiangca de 95%. Considerado p<0,05 significante. CH:
concentrado de hemacias, CP: concentrado de plaquetas, POIl: pés-operatério imediato, MELD:
Model for End-Stage Liver Disease

Ao se avaliar apenas os anticorpos reagentes em fase de antiglobulina ou
aqueles classicamente significantes, 5,7% dos pacientes apresentaram
aloimunizagédo. Tipagem RhD (PAIl positiva em RhD negativo vs. RhD positivo:
37,5% vs. 3,8%, p=0,006), transfusbes de CH (PAI positiva em transfundidos vs.
nao-transfundidos: 88,9% vs. 11,1%, p=0,035) e transfusdées de CP (PAI positiva em
transfundidos vs. nao-transfundidos: 55,6% vs. 44,4%, p=0,017) nas quatro semanas

tiveram relagdo com aloimunizacgéo.

PAl positiva se associou a redugdo da concentragdo de hemoglobina
(hemoglobina de pacientes com PAI positiva vs. PAI negativa: 6,68 (4,8-10,18) vs.
7,1 (3,89-13,27) g/dL, p=0,026) na primeira semana e aumento de reticulécitos na
segunda semana (reticulécitos de pacientes com PAI positiva vs. PAI negativa: 106.
378 (42. 560-231. 944) vs. 102. 659 (29. 945 vs. 386. 460)/mm?, p=0,032). Nao
houve diferenga no LDH e nas bilirrubinas. A Tabela 20 apresenta as caracteristicas
clinico-laboratoriais, transfusées e anticorpos identificados dos pacientes que

apresentaram aloimunizacao pos-transplante hepatico.
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Tabela 20: Caracteristicas clinico-laboratoriais, transfusées e anticorpos identificados dos
pacientes que apresentaram aloimunizagao pés-transplante hepatico.

Género Idade Etiologia da CHC MELD ABO ABO CH CP Anticorpos
cirrose calculado receptor doador

F 59 VHC SIM 17 O+ O+ 11 0 NI

M 60 VHC NAO 27 O- O+ 3 1 Anti-D*

F 63 VHC SIM 24 A+ A+ 0 0 Anti-Lea*

F 65 Criptogénica NAO 20 o+ o+ 8 0 Anti-Dia*

F 55 CBS NAO 24 O+ O+ 7 1 NI

F 40 CBS SIM 10 O+ O+ 1 1 Anti-E*

M 61 Criptogénica NAO 23 O+ O+ 8 0 Anti-c* + NI

M 57 Alcool SIM 13 B- B- 7 2 Anti-D*

M 53 Alcool NAO 18 B- O+ 9 2 NI

M 49 Alcool NAO 25 O+ O+ 11 4 Auto-anti-E*

M 42 VHC NAO 20 A+ A+ 20 6 NI

M 40 Alcool NAO 28 O+ O+ 7 6 NI

F 28 Criptogénica NAO 16 B+ B+ 1 NI

F 64 Esteato-hepatite NAO 21 A+ A+ 1 NI
nao-alcodlica

F 19 HAI NAO 23 B+ O+ 3 0 NI

M 57 Alcool SIM 20 A+ O+ 10 2 Anti-E*

M 52 Alcool SIM 15 O- O+ 0 Anti-D*

M 54 VHC SIM 11 A- A+ 0 NI

M 57 Alcool +VHC NAO 26 B+ O+ 0 NIF

M 27 VHB+VHD NAO 29 A+ A+ 14 5 NIF

M 62 Hemocromatose =~ NAO 27 O+ O+ 2 0 NIF

F 32 VHB + VHD NAO 22 A+ A+ 8 0 |

As transfusdes contabilizadas referem-se ao dia do transplante até 4 semanas apds. Legendas: CBS:
Cirrose biliar secundaria; CH: concentrados de hemacias; CHC: carcinoma hepatocelular; CP:
transfusdes de concentrados de plaquetas; HAI: hepatite autoimune; VHB: Hepatite B; VHD: Hepatite
Delta; VHC: Hepatite C; NI: anticorpo com especificidade ndo determinada; NIF: anticorpo frio com
especificidade nao determinada. * denota anticorpos historicamente considerados clinicamente
significativos.

5. 3. 3. Teste direto da antiglobulina pés-transplante e eluato

Dos pacientes com TAD positivo pré-TH, 38 negativaram no periodo de
avaliagao pos-transplante, do D+1 ao D+28. Cinquenta e seis pacientes (33,3% do
total) que tinham TAD inicialmente negativo apresentaram TAD positivo até quarta
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semana pos-transplante (D+1 a D+28, mediana de 4 dias), sendo 45n0 transplante
ABO idéntico e onzeno transplante com incompatibilidade menor. A percentagem de
TAD positivo pos-transplante foi maior no grupo submetido a transplante n&o
idéntico do que no grupo submetido a transplante ABO idéntico (68,7% vs. 29,8%,
p=0,0038). Trés pacientes submetidos a transplante com incompatibilidade menor
apresentavam TAD positivo pré-TH e mantiveram-se com TAD positivo.

O TAD positivou até o D+7 em 43 pacientes, na segunda semana, em 10
pacientes, na terceira semana em dois pacientes e na quarta semana em um

paciente. A intensidade de aglutinagao variou de fraca a 2+.

TAD positivo apenas no pds-TH esteve associado com o aumento de LDH,
em toda avaliagdo, mantendo-se até a ultima (450 (275-1. 607) vs. 380 (196-4. 470),
p=0,006).

Uso da piperacilina-tazobactam (TAD positivo em pacientes com piperacilina-
tazobactam vs. sem a droga: 46,2% vs. 27,4%, p=0,021) se associou a ocorréncia
de TAD positivo no pos-TH, sem relagcdo com outras medicagcdes. Na analise
multivariada, incompatibilidade ABO menor (OR: 3,812, 1C95% 1,068-13,609,
p=0,039) e piperacilina-tazobactam (OR: 2,049, 1C95%1,017-4,130, p= 0,045) foram
fatores de risco independentes para TAD positivo pés-transplante hepatico.

5. 3. 4. Sindrome do Linfécito Passageiro

5. 3. 4. 1. Incompatibilidade ABO menor

Cento e sessenta e trés transplantes foram ABO idénticos e dezesseis
pacientes foram submetidos a transplante com incompatibilidade menor, sendo um
AB, que recebeu 6rgéo B, um AB que recebeu 6rgdo A, quatro A que receberam
figado O e dez B que receberam figado O.
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Os transplantes por incompatibilidade menor ocorreram em dez casos por
MELD alto, superando a mediana do MELD de outros grupos, dois transplantes por
insuficiéncia hepatica aguda e dois por faléncia aguda de enxerto. Um paciente AB
recebeu figado B por n&o ter nenhum receptor B adequado para o enxerto. Um dos
casos de incompatibilidade menor ocorreu por erro de tipagem do doador do figado,
tendo o paciente do grupo A erroneamente recebido um figado de doador O.

A Tabela 21 detalha cada relacdo doador-receptor incompativel e a razao

para utilizagado de 6rgdo n&o isogrupo.

Tabela 21 — Detalhamento da relagao doador-receptor quanto ao ABO, razao para utilizagido de

6rgao nao idéntico e presenga de sindrome do linfécito passageiro

Género Idade ABO ABO Raz&o para transplante n&o isogrupo Sindrome do linfécito
(anos) receptor  doador passageiro
57 A (@) Erro na tipagem do doador SIM

F 53 A @) Retransplante  precoce - nédo SIM
funcionamento do enxerto

F 16 A (@) Hepatite  fulminante -  hepatite NAO
autoimune

F 13 B @) Hepatite  fulminante -  hepatite SIM
autoimune

M 57 B 0 MELD maior que a média do grupo O NAO

M 57 B 0 MELD maior que a média do grupo O NAO

M 52 B 0 MELD maior que a média do grupo O NAO

M 53 B @) MELD maior que a média do grupo O NAO

M 54 B (@) MELD maior que a média do grupo O SIM

M 49 B 0] MELD maior que a média do grupo O SIM

F 64 B 0 MELD maior que a média do grupo O NAO

F 19 B 0] MELD maior que a média do grupo O NAO

M 57 B 0 MELD maior que a média do grupo O NAO

F 33 A @) Retransplante  precoce - nédo NAO
funcionamento do enxerto

M 57 AB A MELD maior que a média do grupo A NAO

M 57 AB B Auséncia de receptores B para o NAO
6rgéo

F: feminino; M: masculino; MELD: Model for End-Stage Liver Disease
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TAD positivo com eluato negativo foi encontrado em 82 pacientes do grupo
ABO idéntico (49,7%). Por outro lado, cinco dos oito pacientes com TAD positivo no
grupo com incompatibilidade ABO menor apresentaram eluato positivo com anti-A
(um paciente) ou anti-B (quatro pacientes), configurando SLP (p<0,001). Todos os
pacientes que apresentarem SLP receberam figado de doadores O. Todos os TAD
com anticorpo identificado no eluato alcangaram aglutinagao igual a duas cruzes. O
TAD no grupo com anticorpo anti-ABO no eluato foi positivo por anti-IgG em trés
pacientes e anti-IlgG e C3d em dois pacientes. O TAD dos pacientes com SLP
negativaram do D+14 ao D+30. Todos os pacientes com SLP apresentaram anti-A
ou anti-B no eluato e no plasma, com ocorréncia de discrepancia ABO.

Um paciente apresentou SLP subclinica, com apenas evidéncia imuno-
hematologica do anti-B, sem alteragdes nas provas de hemodlise. Os demais,
apresentaram hemdlise, com reticulocitose, aumento discreto da bilirrubina indireta e
do LDH, sendo os unicos pacientes com hemdlise imune identificados no presente
estudo (2,28% do total). Os quatro pacientes com hemodlise clinicamente manifesta

apresentaram reticulocitose importante, associada a queda da Hb e presenca de

microesferdcitos, policromasia e eritroblastos na avaliagdo do sangue periférico
(Figura 8).

Figura 8: Esfregaco do sangue periférico de um dos pacientes com Sindrome do Linfécito
Passageiro.

Seta cheia evidencia policromasia, seta pontilhada, microesferécito e seta larga, eritroblasto.
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Trés pacientes foram transfundidos em decorréncia da SLP. A paciente mais
jovem, de 13 anos, receptora B de um figado O, por insuficiéncia hepatica aguda, foi
tratada de forma conservadora, com hidratagao e acido félico.

Os pacientes com SLP, quando comparados aos demais, apresentaram
menor concentragdo de hemoglobina (Hb dos pacientes com SLP vs. demais: 6,52
(5,75-9,46) vs. 8,97 (4,86-14,71) g/dL, p=0,043) na terceira semana. Apresentaram
LDH mais elevado na segunda (LDH dos pacientes com SLP vs. demais: 687 (598-
863) vs. 518 (179-3750) U/L, p=0,027) e terceira (LDH dos pacientes com SLP vs.
demais: 601 (533-900) vs. 426 (225-2479) U/L, p=0,008) e quarta semanas (LDH
dos pacientes com SLP vs. demais: 556 (419-819) vs. 411 (196-4470) U/L, p=0,05).
Na quarta semana, a contagem de reticulécitos foi mais elevada no grupo com SLP
(reticuldcitos dos pacientes com SLP vs. demais: 240. 983 (121. 056-561. 260) vs.
115. 855 (27. 552-338. 835)/mm> P=0,008) As caracteristicas clinico-laboratoriais dos

cinco pacientes estdo evidenciadas na Tabela 22.

Tabela 22 - Caracteristicas clinico-laboratoriais dos cinco pacientes com Sindrome do

Linfécito Passageiro

Género Idade Etiologia da cirrose ABO TAD+ Classe Anticorpo ABO Hemolise
(anos) receptor (dia) do TAD presente

M 57 Alcool A D+3 IgG+C3d Plasma e eluato SIM

F 53 Hepatite C A PRE IgG Plasma e eluato SIM

F 13 Hepatite autoimune B D+10 IgG Plasma e eluato SIM

M 54 Hepatite C B PRE IgG+C3d Plasma e eluato NAO

M 49 Alcool B D+9 IgG Plasma e eluato SIM

Todos os pacientes com Sindrome do Linfécito Passageiro (SLP) eram receptores de figados de
doadores O e receberam esquema imunossupressor com tacrolimus, micofenolato e corticoide. Os
pacientes que apresentavam TAD positivo no pré-transplante, foram identificados como SLP quando
o eluato positivou com anticorpos anti-ABO. Legenda: TAD: Teste direto da antiglobulina; M:
masculino; F: feminino; IgG: imunoglobulina G.

No grupo ABO idéntico, TAD foi positivo com eluato evidenciando anticorpo
em um paciente, um anti-E, sendo tanto o doador quanto o receptor E positivo. Foi
realizada genotipagem com RHCE Bead-Chip, sem observagao de variantes, sendo
o anticorpo considerado autoanticorpo. Nos demais casos, o eluato foi negativo.
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5. 3. 4. 2. Imunossupressao

Todos os pacientes que apresentaram SLP estavam em uso de MMF,
tacrolimus e corticoide. Oito dos onze pacientes com incompatibilidade ABO menor
sem evidéncia sorolégica de SLP (72,7%) receberam imunossupressao com MMF.

5. 3. 4. 3. Necessidade transfusional

Os pacientes com incompatibilidade ABO menor ndo apresentaram diferenca
na necessidade transfusional em relacdo aos demais (pacientes com
incompatibilidade ABO transfundidos vs. pacientes sem incompatibilidade ABO
transfundidos: 58,3% vs. 51,3%, p=0,768), assim como os pacientes com SLP nao
apresentaram necessidade transfusional maior que os demais pacientes (pacientes
com SLP transfundidos vs. pacientes sem SLP transfundidos: 80% vs. 51,3%,
p=0,370).

5. 3. 4. 4. Tempo de isquemia

Nao houve diferenca entre o tempo de isquemia total do enxerto em relagéo a
ocorréncia de SLP nos receptores com incompatibilidade ABO menor (tempo de
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isquemia total de pacientes com SLP vs. incompatibilidade menor sem SLP: 299
minutos, 210-478 minutos vs. 331 minutos, 284-421 minutos, p=0,76).

5. 3. 4. 5. Perfil Lewis e status secretor

Nao houve diferenca entre o perfil Lewis e o status secretor presumido em
relacdo a ocorréncia de SLP nos receptores com incompatibilidade ABO menor
(status secretor presumido em pacientes com SLP vs. pacientes com
incompatibilidade ABO sem SLP: 75% vs. 80%, p=0,9).
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6. DISCUSSAO

No ano de 2015, foram realizados 1.809 transplantes de figado no Brasil,
sendo 195 no Ceara, colocando esse Estado, com trés centros transplantadores,
entre os trés primeiros do Brasil (Dimensionamento dos Transplantes no Brasil e
em cada estado, 2016). Em 2015, 133 pacientes foram transplantados no HUWC,
totalizando, até metade de 2016, 1320 transplantes hepaticos realizados nesse
hospital desde 2002, quando o servigo de transplante hepatico foi criado (dados nao
publicados do servigo de transplante hepatico do HUWC).

Estudo das caracteristicas dos pacientes do Estado de S&o Paulo evidenciou
que pacientes do género masculino representavam 66,5% dos transplantados apos
a implementacédo do escore MELD para alocagao dos receptores, tendo uma idade
média de 50 anos (Salvalaggio et al., 2012). O perfil epidemiolégico dos pacientes
do presente estudo € semelhante aos dados desse Estado e do restante do Brasil
(Salvalaggio et al., 2012; Da Silva Machado et al., 2013; Bittencourt et al., 2016). O
valor médio do MELD foi semelhante ao encontrado em outros estudos com
populagao brasileira (Dupczak, 2010; Salvalaggio et al., 2012; Da Silva Machado et
al., 2013).

Cirrose por alcool, VHC e CHC sao mais frequentes na populagdo masculina
e sao as principais razdes para indicacao de transplante hepatico, semelhante aos
dados encontrados no presente estudo (Boin et al., 2010; El-Serag, 2011; Bittencourt
et al., 2016; Giard e Terrault, 2016). Hepatite autoimune e hepatite fulminante
ocorrem mais frequentemente em mulheres jovens, justificando o fato de pacientes
do género feminino terem sido submetidos a transplante com uma média de idade

menor no presente estudo (Viana et al., 2008; Vergani et al., 2009).

Anemia na cirrose € multifatorial, que poderia ser justificada por disfungéo
renal, hiperesplenismo e supressao da medula éssea por toxinas presentes com
certa frequéncia em hepatopatas (Qamar e Grace, 2009; Ge e Runyon, 2016).
Qamar et al estudaram uma coorte de 213 pacientes que foram seguidos por até

quase 10 anos. Os autores encontraram uma incidéncia de 37% de anemia (Qamar
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et al., 2009) em pacientes com cirrose compensada, CTP A e B. No presente
estudo, 75% dos pacientes estavam anémicos antes do TH, sendo a prevaléncia
maior que o estudo de Qamar. Essa diferenga provavelmente esta relacionada a
selecédo conforme gravidade para o TH, visto que esse dado se correlacionou com a
piora da hepatopatia, verificada pelo MELD. Pacientes com fungdo hepatica mais
preservada, como nos casos dos pacientes com CHC e daqueles com PAF, que
receberam situacdo especial, apresentaram concentragbes de hemoglobina mais
elevadas que os demais, e pacientes com hepatite fulminante apresentaram mais

anemia.

Furosemida € uma medicacdo utilizada em pacientes com ascite e
hipertensdo portal. Pacientes com hipertensdo portal podem apresentar
hiperesplenismo, com redugdo da sobrevida das hemacias circulantes (Gonzalez-
Casas, 2009), além de frequentemente apresentarem sangramento digestivo por
varizes de esbfago e gastropatia hipertensiva (Ge e Runyon, 2016). Anemia também
€ um efeito colateral descrito da droga (Cooperman e Rubin, 1973). Utilizagdo de
furosemida esteve associada a aumento da frequéncia de anemia. Esse fato poderia
ser justificado pela maior utilizagdo do farmaco em pacientes mais graves,
entretanto, isso ndo se comprovou na regressao logistica, sendo a furosemida um

fator independente para a ocorréncia de anemia.

Muitos pacientes hepatopatas apresentam hipogonadismo e redugédo das
concentragbes de testosterona (Oliveira et al., 2003). Esse hormdnio € importante
para a diferenga esperada entre a hemoglobina de homens e mulheres (Ferrucci et
al., 2006). Anemia, segundo a classificagao da OMS, foi mais frequente em homens.
Ao se avaliar apenas os valores brutos de hemoglobina pré-transplante, género nao

foi mais um fator de risco para concentragdes de hemoglobina mais baixas.

Anemia normo e macrocitica no hepatopata pode ser resultado de
sangramento recente, hiperesplenismo, disfungdo renal e mielossupressao por
drogas (Bain, 2005; Qamar e Grace, 2009). A principal causa de anemia microcitica
em adultos é deficiéncia de ferro, evento esperado em pacientes com hipertensao
portal e varizes de eséfago e gastricas (Ge e Runyon, 2016). No presente estudo, a
maior parte dos pacientes apresentava anemia normocitica e uma minoria dos

pacientes apresentava microcitose. Como reticulocitose esteve presente em quase
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um terco dos pacientes avaliados e considerando que concentracbes de
hemoglobina mais baixas foram mais frequentes em pacientes com TAD positivo,
uma justificativa para essa citopenia € AHAI, foco do presente estudo.

TAD positivo com eluato negativo pode ser secundario a adsor¢do nao
especifica de IgG nas hemacias, associada a propria hepatopatia e descrita por Toy
et al (Toy et al., 1985). Furosemida esta associada a TAD positivo, porém sem
evidéncia clara de ocorréncia de hemolise (Garratty e Arndt, 2014). Outra razao para
TAD positivo pré-transplante é infecgdo por VHC, que esta associada a uma gama
de doencas imunoldgicas. Alteragcdo do fenodtipo de linfécitos T reguladores foi
descrita em pacientes com VHC transplantados (Gronert Alvarez et al., 2015),
porém, AHAI é uma manifestacdo incomum em pacientes com VHC tratados ou
virgens de tratamento (lerardi et al., 2003). Annicchiarico et al relataram um caso de
AHAI refrataria associada a VHC, tratada com rituximabe, submetida posteriormente
a TH sem intercorréncias hemoliticas, com manutencdo do TAD positivo
(Annicchiarico et al., 2009). No presente estudo, trinta e trés por cento dos pacientes
apresentavam TAD positivo pré-transplante. Esse achado se correlacionou a
ocorréncia de concentracbes reduzidas de Hb pré-transplante, evidenciando
possivel relagdo com hemodlise imune. No presente estudo, TAD positivo pré-
transplante foi mais frequente em pacientes com MELD mais elevado, infecgao por
VHC e uso de furosemida.

Ramsey et al (1989) em sua analise de 1000 transplantes hepaticos
evidenciou que a frequéncia de anticorpos clinicamente significantes antes do
primeiro transplante foi de 6,3% nos pacientes adultos e 1% nas criangas (Ramsey
et al., 1989). Sanz et al avaliaram aloimunizagdo no pré-TH de 1351 pacientes
consecutivos, tendo encontrado uma prevaléncia semelhante a Ramsey, de 5,2%
(Ramsey, 1991; Sanz et al., 2010). Solves et al descreveram uma frequéncia
semelhante, de 4,1%, em um estudo retrospectivo com 654 pacientes submetidos a
TH (Solves et al.,, 2015). Em um estudo de Campinas, Luzo et al evidenciaram
aloimunizagdo em 23% submetidos a transplante hepatico e justificaram sua alta
frequéncia pela miscigenagdo da populagao brasileira (Luzo et al, 2010). No
presente estudo, 5,1% dos pacientes apresentaram PAI positiva no pré-TH, com
2,2% de pacientes com anticorpos clinicamente significativos.
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E possivel que a frequéncia de aloimunizacdo pré-transplante no presente
estudo ndo seja maior por duas razdes. A primeira diz respeito a gravidade dos
doentes. Comparativamente ao estudo de Luzo et al (Luzo et al., 2010), realizado no
estado de Sao Paulo, principalmente na era pré-MELD, quando o tempo em fila
médio era de 887 dias (Salvalaggio et al., 2012), os pacientes do presente estudo
permaneceram em lista por tempo bem menor. Dados do servigo de transplante do
HUWC evidenciam tempo em lista de 86 dias para pacientes com situagdo especial
e 143 dias para os demais no ano de 2016 e, possivelmente, os pacientes do
presente estudo foram transfundidos menos que aqueles em estudos realizados
anteriormente e em outros centros. A segunda razdo esta relacionada ao
decaimento de titulo, evento esperado com anticorpos irregulares (Sanz et al.,
2010). No estudo de Ramsey et al foi detalhada a frequéncia de perda de anticorpo
na populagao geral, tendo encontrado que 29% de 170 anticorpos clinicamente
significantes ndo eram detectados 1 més apds a avaliagdo inicial. No transplante
hepatico, 50% dos anticorpos foram perdidos antes da cirurgia e 63% dos anticorpos
detectados no pds-TH ndo foram mais observados posteriormente (Ramsey et al.,
1989).

Os anticorpos mais frequentemente identificados nos estudos de Luzo,
Ramsey e Sanz foram contra antigenos do sistema RH (Ramsey et al., 1989;
Shariatmadar et al., 2007; Luzo et al., 2010; Sanz et al., 2010). No presente estudo,
os anticorpos clinicamente significantes encontrados foram Anti-E, identificado em
duas amostras pré-TH, anti-C associado a anti-e, e anti-V, todos contra antigenos do
sistema RH, que é o sistema com antigenos mais imunogénicos, ao desconsiderar o
Kell (AABB Technical Manual, 2014).

Nos primeiros anos do TH, pacientes recebiam uma média de 43 CH por
procedimento (Butler et al., 1985). Estudos mais recentes apresentam média de 0,3
unidades de CH por paciente (Massicotte et al., 2008). Cinquenta e cinco por cento
dos pacientes no presente estudo foram transfundidos nas quatro semanas de
avaliacdo. A frequéncia de transfusdes no presente estudo foi maior que estudo do
mesmo servico comparando transfusées na era pré-MELD com transfusdes na era
MELD. Coelho et al descreveram frequéncia de transfusdo de qualquer
hemocomponente no perioperatério de 27,5% na era MELD, com pacientes com
MELD semelhantes aos dos pacientes no presente estudo (Coélho et al., 2013).
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Entretanto, outras casuisticas brasileiras, demonstraram maior numero de
componentes transfundidos e maior frequéncia de transfusdo, com
aproximadamente 90% de pacientes transfundidos e medianas de até 24
hemocomponentes por paciente (De Santis et al., 2014; Yokoyama et al., 2015).
Transfusdo de concentrado de hemacias esteve associada a MELD elevado e
concentragcdes menores de Hb pré-TH.

A transfusdo é um evento que pode estar associada ao aparecimento de TAD
positivo no receptor por trés mecanismos principais: (1) transferéncia passiva de
anticorpos do doador de sangue, principalmente na transfusdo de concentrados de
plaquetas (CP) nao isogrupo; (2) desenvolvimento de aloanticorpos, como resposta
imune B a presenga de antigenos estranhos, desencadeando, ocasionalmente,
reagdo hemolitica; (3) desregulagao imune, como a transfusdo per se € um evento
que pode levar ao aparecimento de TAD positivo por autoanticorpos em até 10% dos
pacientes transfundidos(Aygun et al., 2002).

A transferéncia passiva de anticorpos pode ser causa de TAD positivo,
inclusive com hemolise do receptor (Pandey e Vyas, 2012; Zantek et al., 2012). Isso
ocorre, por exemplo, quando CP B contendo anti-A no plasma reagem com as
hemacias do receptor ao serem transfundidas em paciente A (Zantek et al., 2012).
Um CP em pool de buffy-coat ou aférese tem habitualmente de 200 a 300 mL de
plasma, e volumes tdo pequenos quanto 25 mL foram descritos como causadores de
hemolise intravascular (Tisdall et al., 1946). Apesar de quatro pacientes, no presente
estudo, terem recebido CP incompativeis no intraoperatorio, nenhum deles
apresentou hemdlise clinicamente perceptivel ou eluato positivo com anticorpos anti-
ABO.

A formacao de autoanticorpos antieritrocitarios associada a transfusao néo é
totalmente entendida (Semple e Freedman, 2005). Uma das explicagdes esta
relacionada a mudangas conformacionais nos epitopos, pela ligagcdo de
aloanticorpos as hemacias transfundidas, levando a formacdo de autoanticorpos
(Castellino et al., 1999). Outra possibilidade, como esse fendbmeno foi descrito
principalmente em pacientes falciformes, € que alguns pacientes tém simplesmente
uma maior predisposicdo ao desenvolvimento de autoanticorpos, devido a uma

desregulagéo global do seu sistema imune (Castellino et al., 1999; Semple e
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Freedman, 2005). Talvez essa explicagao seja a mais adequada para o caso dos
pacientes transplantados, tanto pelo transplante per se, quanto pelas drogas

imunossupressoras associadas.

Anemia no pos-transplante de 6rgéos € multifatorial (Aujayeb et al., 2014;
Schoettler et al., 2014). A causa mais frequente esta relacionada a perdas
esperadas durante e apds o procedimento cirdrgico (Massicotte et al., 2008; Garcia
et al., 2013; De Santis et al., 2014; Brunetta et al., 2015; Roullet et al., 2015;
Samstein et al., 2016). Disturbios de coagulagdo adquiridas pelo enxerto, como
hemofilia B com aumento do sangramento, foram descritos (Brunetta et al., 2016).
Noventa e oito por cento dos pacientes dessa coorte apresentaram anemia durante
quatro semanas pos-TH, justificada principalmente pelo sangramento operatorio,
evidenciado pela necessidade transfusional e relagdo inversa de anemia com

unidades transfundidas no intraoperatorio e POI.

Outras etiologias estdo associadas a toxicidade da MO pelos
imunossupressores, sangramentos gastrointestinais por lesdes ulcerativas pelo
estresse e pelo uso de corticoide, insuficiéncia renal e quadros infecciosos (Aujayeb
et al., 2014; Barreto et al., 2015; Ma et al., 2015). Anemia na avaliagdo na quarta
semana do estudo foi mais frequente em pacientes em uso de meropenem,
sugerindo que quadros infecciosos podem ter relagdo importante com anemia pos-
transplante.

Estudo de Guitard et al identificou que 53% e 47% dos pacientes ainda
mantinham-se anémicos apos seis meses e um ano de TH, respectivamente
(Guitard et al., 2006). A manutengao da anemia na avaliagdo da quarta semana
esteve relacionada a anemia pré-TH e MELD elevado. Provavelmente esses
pacientes irdo ter uma recuperacdo mais tardia, por entrarem no transplante com

concentragcdes mais baixas de Hb.

Shariatmadar et al avaliaram retrospectivamente a aloimunizacdo de 2000
pacientes consecutivos submetidos a TH e transplante multivisceral (Shariatmadar et
al.,, 2007). Os autores encontraram 12 anticorpos identificados no pés-TH, com
incidéncia de 0,06%. Os anticorpos apareceram entre 7 e 48 dias depois da ultima
transfusdo, com a mediana de 15 dias. Além desses, 22 pacientes (1,1%)

apresentaram TAD positivo com anticorpos identificados no eluato, porém sem
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evidéncia clinico-laboratorial de hemdlise (Shariatmadar et al., 2007). O presente
estudo evidenciou que a aloimunizagado pos-TH nao € tao rara quanto anteriormente
descrita, evidenciado que 22 pacientes apresentaram anticorpos irregulares
detectados no p6s-TH, sendo 10 clinicamente significativos.

Ramsey et al detectaram anticorpos clinicamente significativos em trinta e
sete adultos (7,5%) e 15 criangas (5,2%) depois do primeiro transplante (Ramsey et
al., 1989). Essa frequéncia alta em um trabalho retrospectivo provavelmente esta
relacionada a grande quantidade de CH transfundidas anteriormente nos TH. Com a
reducdo atual das transfusdes associada as mudangas nas técnicas cirurgica e
anestésica, na preservagao do enxerto, na monitorizacdo da hemostasia e no
tratamento farmacologico da fibrindlise, a frequéncia de transfusGes caiu
drasticamente (Shariatmadar et al., 2007), como comprovado pela baixa taxa de
transfusao do presente estudo.

No estudo de Ramsey et al, a maioria dos anticorpos surgiu em mulheres e
em pacientes adultos, entre uma a cinco semanas apos o transplante, com excegao
de trés pacientes, em que os anticorpos surgiram entre 7 semanas e 4,5 meses
apos o transplante (anti-K e anti-E) (Ramsey et al., 1989). A provavel explicagao
para o aparecimento da maioria dos anticorpos entre 1 a 5 semanas esta em uma
resposta anamnéstica, pelo fato da resposta primaria provavelmente esta
comprometida pela imunossupressdo e o tempo de aparecimento de um novo
anticorpo, por exemplo, anti-D, é geralmente de 2 a 6 meses (Ramsey et al., 1989).
Apesar disso, uma resposta com formacao precoce de anticorpo entre sete e oito
dias foi descrita (Vinuesa e Chang, 2013). No presente estudo, mesmo com
avaliacdo de apenas 4 semanas foi identificada uma alta frequéncia de

aloimunizagao pos-transplante, talvez relacionada a resposta anamnéstica.

Os antigenos das hemacias apresentam imunogenicidades variadas. A
proteina RhD é altamente imunogénica, sendo o RhD o mais imunogénico de todos
os antigenos eritrocitarios, com mais de 80% dos individuos RhD negativo
produzindo anti-D apds transfusdo de 500 mL de sangue total (Pollack et al., 1971).
A taxa de formacao de anti-D € menor em pacientes hospitalizados (Yazer e Triulzi,

2007a; Gehrie e Tormey, 2014; Tchakarov et al., 2014) e descrita habitualmente
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como um evento pouco frequente no pés-TH (Casanueva et al., 1994; Yuan et al.,
2008; Hendrickson et al., 2014).

Casanueva et al avaliaram retrospectivamente 327 pacientes submetidos a
TH (Casanueva et al., 1994), tendo encontrado 17 pacientes RhD negativo que
receberam CH RhD positivo, variando de 5 a 41 unidades por paciente (mediana de
19). Em nenhum paciente foi identificado anti-D pés transfusional (Casanueva et al.,
1994). Uma das justificativas utilizadas para a baixa taxa de aloimunizagao no pés-
TH foi o uso de ciclosporina, pela inibigdo da ativagao de linfocitos (Casanueva et
al.,, 1994; Hendrickson et al., 2014). Além disso, o papel do corticoide como
supressor de aloimunizagéo é bastante conhecido (Hendrickson et al., 2014).

Entretanto, Burin des Roziers et al (2016) descreveram o desenvolvimento de
anti-D em receptores de figado RhD negativo que receberam componentes RhD
positivo (Burin Des Roziers et al., 2016). Os autores avaliaram retrospectivamente
2424 TH consecutivos. O total de 26 de 311 pacientes RhD negativo (8,4%) foi
transfundido com CH RhD positivo. Os pacientes receberam entre 1 a 40 unidades
de CH RhD positivo (mediana 13). Dois pacientes nao realizaram PAIl apdés o
transplante e quatro apresentaram PAI negativo até 48 dias apds o transplante. Os
20 remanescentes fizeram PAI pelo menos uma vez entre 2 e 6 meses apés o TH,
com resultado inicial negativo. Apds a introdugdo do teste em enzima, anti-D foi
detectado em dois de 10 pacientes testados, 10 e 11 dias apds a transfusdo de CH
positivo (Burin Des Roziers et al., 2016). Nenhum dos treze pacientes RhD negativo
do presente estudo recebeu CH RhD positivo, porém dez receberam figado RhD
positivo e um paciente recebeu concentrados de plaquetas (CP) RhD positivo. Dois
dos pacientes que desenvolveram anti-D foram provavelmente expostos a hemacias
RhD positivo a partir do enxerto e um a partir da contaminagado por hemacias dos
CP. Apesar de pouco frequente com transfusdo de plaquetas, existem trabalhos
evidenciando aloimunizagcdo em quase 4% de pacientes transfundidos com
plaguetas RhD+(Cid et al, 2011). Solves et al descreveram um caso de
aloimunizagdo com anti-D em um paciente RhD- pés-TH que recebeu 2 CP RhD+,
entretanto, os autores nao informaram se o enxerto também era de doador
RhD+(Solves et al., 2015). Apesar disso, outros estudos falharam em identificar
aloimunizagdo, particularmente na transfusdo de plaquetas por aférese, que

apresenta menor taxa de contaminagao por hemacias (O'brien et al., 2014). Os dois
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pacientes com anti-D de Burin des Roziers et al ndo apresentaram evidéncia de
hemolise, portanto o significado clinico desses anticorpos € controverso (Burin Des
Roziers et al., 2016). No presente estudo, mesmo na auséncia de transfusao de
hemacias RhD incompativeis, o anticorpo mais identificado foi o anti-D,
comprovando a alta imunogenicidade desse antigeno. A auséncia de hemolise nos
receptores RhD negativo com anti-D é justificada pela falta de substrato hemolitico,
relacionado ao fato de os pacientes RhD negativo ndo terem recebido CH RhD
positivo.

Muitos pacientes com os chamados anticorpos apenas-enzimaticos (enzyme-
only) ndo apresentam hemodlise mesmo se transfundidos com hemacias positivas
para os antigenos em questéo (Issitt et al., 1993). Dois anti-D, 2 anti-E e 1 anti-c

reagiram apenas com hemacias tratadas com enzima.

Anti-Di¥ é um anticorpo bastante implicado em doenga hemolitica perinatal,
entretanto, reagbes hemoliticas s&o raras. Anti-Le? também é um anticorpo que
raramente se associa a hemdlise. A maioria das reagdes antigeno-anticorpo que
ocorrem in vivo e sdo detectadas in vitro nas amostras pos-transfusionais (TAD ou
PAIl positiva) ndo é associada com sintomas ou hemdlise laboratorial (Garratty,
2005). Mais de 65% de todas as reagdes antigeno-anticorpo em um estudo de 19
anos de Vamvakas et al ndo estiveram associadas com hemolise clinicamente
evidente (Vamvakas et al., 1995). No estudo de Boyd et al, apenas um dos
pacientes aloimunizados teve evidéncia de reacdo transfusional tardia pos-TH, de
gravidade leve (Boyd et al., 2007). No trabalho de Ramsey et al, 14 aloanticorpos
foram detectados no eluato, configurando reacéo transfusional, com apenas um
paciente, com anti-Jk?, apresentando hemdlise clinicamente significante (Ramsey et
al., 1989). No presente estudo, foram identificados nove aloanticorpos clinicamente
significativos no pds-TH, entretanto, hemdlise com queda da Hb e aumento de

reticulocitos e LDH n&o foi vista em nenhum paciente.

As anemias hemoliticas imunes pos-transplante podem ser aloimunes
(reacbes transfusionais hemoliticas e SLP), autoimunes ou droga-induzidas. Nas
AHAI-id, tanto anticorpos droga-dependentes como droga-independentes foram
descritos (Petz, 2005). Além das causas de TAD positivo associado a aloanticorpos,
o transplante de 6rgao solidos esta associado a varias alteragdes que predispdem
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ao desenvolvimento de autoanticorpos. AHAI secundaria a infec¢des bacterianas ou
virais parecem resultar de ativagao policlonal de células B e/ou T contra antigenos
estranhos que mimetizam epitopos de proteinas ou carboidratos na membrana
eritrocitaria (Semple e Freedman, 2005). O TAD foi positivo em 62,3% dos pacientes
do presente estudo, com aproximadamente metade desse numero positivando apés
o transplante. A taxa de TAD positivo no presente estudo foi maior que a descrita por
Solves et al, que encontraram apenas 14 resultados positivos em 654 transplantes
(2,1%) (Solves et al., 2015).

Muitos pacientes submetidos a TH utilizam medica¢des relacionados com
desenvolvimento de TAD positivo e que foram associadas com AHAI-id, como
sulfametoxazol-trimetroprim (Arndt, 2014; Garratty e Arndt, 2014), ciprofloxacina
(Garbe et al., 2011; Garratty e Arndt, 2014), teicoplanina (Arndt, 2014; Garratty e
Arndt, 2014), piperacilina (Arndt, 2014; Garratty e Arndt, 2014), vancomicina
(Garratty e Arndt, 2014), anfotericina B (Garratty e Arndt, 2014), hidrocortisona
(Garratty e Arndt, 2014), metoclopramida (Garbe et al., 2011), insulina (Garratty e
Arndt, 2014), dipirona (Arndt e Garratty, 2005; Garratty e Arndt, 2014) e meropenem
(Oka et al., 2015).

O TAD positivo na AHAI-id geralmente esta relacionado a eluato negativo nos
testes IH de rotina, quando o mecanismo é droga dependente (Arndt, 2014; Koepsell
et al., 2015), provavelmente explicando a alta frequéncia de TAD positivo com eluato
negativo verificada no presente estudo. Todos os pacientes avaliados receberam

sulfametoxazol-trimetoprim, furosemida e hidrocortisona.

Talvez o farmaco mais importante associado a AHAI no TH seja o tacrolimus.
Esse farmaco, imunossupressor padrao no TH, € um macrolideo derivado do fungo
Streptomyces tsukubaensise tem peso molecular de 822 kDa (Provenzani et al.,
2013). Tacrolimus & atualmente preferivel a ciclosporina por sua poténcia e pela
reducdo dos episddios de rejeicdo, permitindo o uso de doses menores de
corticoides e a redugdo dos efeitos colaterais dessas drogas (Provenzani et al.,
2013). Ele se torna biologicamente ativo apenas quando forma um complexo com a
imunofilina FK se ligando a proteina 12 (FKBP-12), que é diferente da imunofilina
que a ciclosporina se liga (Provenzani et al., 2013). O complexo FKBP-12-tacrolimus

interfere com a via de transdugdo do sinal intracelular dependente de calcio, um
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processo fundamental na ativagao de linfocitos T. O alvo biolégico do complexo é a
calcineurina, fator critico a sintese de varias citocinas, incluindo a interleucina-2,
necessaria a proliferacédo de células T (Ho et al., 1996; Mattila, 1996; Hamawy e
Knechtle, 2003; Provenzani et al., 2013; Patel et al., 2016). Como os linfécitos T
orquestram o funcionamento do sistema imune, bloquear a proliferacdo dessas
células previne a formagao de resposta aos aloantigenos e permite a sobrevida dos
orgaos transplantados (Hamawy e Knechtle, 2003). Entretanto, o tacrolimus pode
acabar aumentando a agao de linfocitos B autorreativos e deflagrando processos de
autoimunidade, semelhante ao mecanismo droga-independente da metildopa
(Elimelakh et al., 2007; Garratty, 2010; Koepsell et al., 2015). Existem varios relatos
e séries de casos de citopenias imunes no transplante de 6rgaos solidos associadas
a uso de tacrolimus (Lacaille et al., 2006; Domenech et al., 2008; Li et al., 2012;
Acquazzino et al., 2013).

Lacaille et al discutiram as possiveis razdes da indugcdo de processos de
autoimunidade pelo tacrolimus em artigo publicado na American Journal of
Transplantation. Foram levantadas trés possiveis explicagbes para justificar esse
fato. A primeira € que existem evidéncias que os inibidores de calcineurina afetam
as fungdes timicas, podendo permitir uma interferéncia no processo de selegao
negativa de linfécitos T e resultando na liberagdo da proliferacédo de linfécitos
potencialmente autorreativos. Um argumento indireto de que a disfung&o timica pode
ter papel central nessa patogénese € que os processos de autoimunidade sdo mais
frequentes em criangas do que em adultos submetidos a transplante de érgéos
sélidos, como evidenciado pelo volume dessas alteragdes na populagdo pediatrica
encontradas na literatura. Segundo, essas drogas nao apenas bloqueiam a
sinalizagao via receptor de células T (TCR), resultando na inibicdo esperada das
funcbes efetoras, mas também previnem a apoptose que ocorre apoés
comprometimento do TCR. Indugdo de apoptose € um potente mecanismo de
controle, permitindo a eliminagdo de células T ativadas. Esse mecanismo € alterado
nos pacientes que estdo sob imunossupressdo. Quando um linfécito T capaz de
reconhecer o self é ativado, existe o risco de sobrevida prolongada e permanéncia
do processo de autoimunidade. Finalmente, o efeito imunossupressor inibitorio
calcineurina dependente € a priori ndo seletivo, com bloqueio concomitante de

linfocitos T reguladores e alteragcdo no controle das células potencialmente
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autorreativas (Lacaille et al., 2006). Os casos descritos na literatura ocorreram pelo
menos seis meses apos o transplante (Lacaille et al., 2006; Domenech et al., 2008;
Li et al., 2012; Acquazzino et al., 2013), periodo nao avaliado no presente estudo. O
fato de a hemolise clinicamente significativa ter um retardo no aparecimento n&o
impede que o TAD positive precocemente no curso da terapia com inibidores de
calcineurina, como evidenciado no presente estudo, porém esse dado precisa ser
confirmado. N&o € possivel definir a associagcédo do tacrolimus com o TAD, devido ao
fato de que todos os pacientes do presente estudo terem recebido esse

imunossupressor.

A adsorgdo nao-imunolégica de proteinas (ANIP) ocorre quando drogas
modificam a membrana eritrocitaria de tal forma que as proteinas plasmaticas séo
adsorvidas de forma nao-imunoldgicas (Arndt, 2014). Cefalotina é o protétipo desse
mecanismo (Arndt, 2014). Caracteristicas da ANIP incluem as seguintes: (1)
pacientes em uso da droga apresentam TAD positivo (por adsor¢cao de
imunoglobulinas, complemento e outras proteinas) normalmente sem AHAI e (2) in
vitro, hemacias tratadas com a droga e incubadas com plasma s&o revestidas com
inumeras proteinas, mas essas mesmas hemacias incubadas com o eluato sdo
tipicamente n&o reativas porque os niveis de proteinas no eluato sdo muito baixos
(Arndt, 2014). O tazobactam, ocasionalmente usado no TH associado a piperacilina,
esta relacionado com ANIP (Garratty e Arndt, 2014). Ramsey et al encontraram
18,6% de TAD positivo na avaliacdo de 1000 transplantes hepaticos, com
aproximadamente metade dos pacientes apresentando eluato negativo. Os autores
atribuiram esse achado a ANIP (Ramsey et al., 1989). Cinquenta e quatro pacientes
utilizaram piperacilina-tazobactam no presente estudo, justificando o TAD positivo
pos-TH em 24 (44%) deles. TAD positivo com eluato negativo foi o achado mais
frequente nos pacientes sem incompatibilidade ABO menor.

A sindrome do linfocito passageiro € uma anemia hemolitica imune especifica
dos transplantes. O aparecimento de anticorpos inesperados anti-A e anti-B em
receptores de transplantes foi inicialmente descrito em 1980 em receptores de rins
com incompatibilidade ABO menor (Bird e Wingham, 1980). SLP pode ser
considerada um tipo de doenga do enxerto contra o hospedeiro, segundo Audet et al
(Audet et al., 2008), onde linfécitos B de memoéria do doador escapam da vigilancia

imune do receptor e sdo estimulados a produzir anticorpos direcionados a antigenos
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eritrocitarios do receptor (ou de hemacias transfundidas), causando hemdlise. A SLP
geralmente tem um inicio subito, entre 1 a 3 semanas apo6s o transplante (Ramsey et
al., 1989; Ramsey, 1991; Triulzi et al., 1992; Petz, 2005; Yazer e Triulzi, 2007b). As
alteragdes laboratoriais incluem queda da concentragdo de hemoglobina, associada
a outros marcadores de hemolise, como aumento da bilirrubina indireta e do lactato-

desidrogenase (LDH), diminuicao da haptoglobina e evidéncia de TAD positivo.

Na SLP, pode ocorrer hemdlise intravascular, mediada pelo complemento
(Ramsey, 1991). No estudo de Romero et al, a Hb nadir mediana foi de 6,8 g/dL,
variando de 3,4 a 8,1 g/dL, com maior gravidade entre os dias 10 e 56 (Romero et
al., 2015). A bilirrubina maxima variou de 2,77 a 49,15 mg/dL dos dias 10 a 50
(Romero et al., 2015). O TAD poliespecifico € positivo, com o TAD monoespecifico
mostrando anti-lgG e/ou C3d ligados a membrana eritrocitaria (Petz, 2005).
Hareuveni et al descreveram um caso, detalhado abaixo, de SLP por anti-Jka em
que o TAD monoespecifico foi positivo para IgM, além de IgG e C3d (Hareuveni et
al., 2002). Apenas outro caso de IgM ligado a hemacia existe na literatura, descrito
por Ramsey (Ramsey, 1991). Os cinco pacientes com SLP apresentaram, no
presente estudo, TAD positivo com aglutinagdo de 2+. Todos apresentaram IgG
ligado a membrana eritrocitaria, com dois com C3d associado.

Geralmente, os achados sorolégicos sdo evidentes no inicio da hemodlise
clinicamente manifesta, porém em uma minoria de pacientes, a hemolise pode
preceder as alteragdes sorologicas em 1 a 2 dias (Petz, 2005). No trabalho de
Romero et al, o tempo para detecgdo do TAD positivo variou de 10 a 56 dias e
quatro dos seis pacientes em que o TAD monoespecifico foi realizado, apresentaram
complemento ligado as hemacias (Romero et al., 2015). Anticorpos contra antigeno
eritrocitario especifico do receptor podem ser encontrados no soro ou eluato do
receptor (Ramsey et al., 1989; Ramsey, 1991; Petz, 2005). Todos os pacientes do
presente estudo apresentaram alteragdo soroldgica antes do inicio da hemodlise

clinicamente manifesta.

Em relagdo a especificidade dos anticorpos, foram encontrados dois anti-A1 e
os demais anti-B. O primeiro paciente com anti-A1 foi transfundido com CH A2 e O,
sem qualquer intercorréncia e com incremento esperado da Hb. O segundo paciente
recebeu apenas CH O. A especificidade para A1 foi descrita em outros estudos e
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varios autores sugerem a possibilidade de transfundir hemacias A2, com sobrevida
adequada das hemacias (Bracey e Van Buren, 1986; Ramsey, 1991), como o que
ocorreu nos pacientes do presente estudo.

Em relacdo a titulagdo dos anticorpos, ha variagao do titulo em salina de 2 a
16 e em fase de antiglobulina humana (AGH), de 2 a 128 (Ramsey, 1991). Todos os
pacientes do presente estudo apresentaram titulos baixos, com o maior titulo em
salina e AGH de 4. Talvez a razdo de nao ter sido encontrado titulos maiores,
mesmo com hemdlise importante, seja a metodologia de titulagdo utilizada,
recomendada pela AABB, em tubo e sem adicdo de potencializadores. Essa
metodologia € a mais confiavel na titulagdo de anticorpos, mas geralmente fornece
titulos menores que outras metodologias habitualmente empregadas (AABB
Technical Manual, 2014).

O tempo médio na literatura entre o aparecimento do anticorpo ou inicio da
hemolise no TH é de 7 dias, variando de 5 a 23 dias (Ramsey, 1991). No presente
estudo, o TAD mais precoce positivou no dia 3 e a queda da Hb mais precoce
aconteceu no dia 9.

Os anticorpos anti-ABO normalmente apresentam meia vida curta. O TAD
negativa habitualmente de 2 a 13 semanas, com uma mediana de 5 semanas.
Anticorpos contra antigenos de outros sistemas habitualmente tém meia vida mais
longa, com um caso na literatura descrito de anti-D com permanéncia até 321 dias
(Fung et al., 2004). Os pacientes do presente estudo apresentaram anticorpos
detectados no plasma até o dia 22 e no eluato até dia 28.

O tratamento é de suporte e consiste de transfusao simples, respeitando-se o
anticorpo envolvido e, habitualmente, o paciente € conduzido com aumento da dose
de corticoide (Sokol et al., 2002; Petz, 2005; Romero et al., 2015). Nos casos mais
graves, pode-se realizar plasmaférese, para reduzir os titulos dos anticorpos, ou
eritrocitaférese, com o objetivo de diminuir a quantidade de antigenos-alvo (Aujayeb
et al., 2014). Alguns casos da literatura utilizaram rituximabe como terapia adjuvante
para o tratamento da SLP (Panaro et al., 2004). O rituximabe, anticorpo monoclonal
anti-CD20, pode, nos casos persistentes, ter papel importante, ao levar a destruigao
dos linfécitos B do doador implicados na producéo de anticorpos contra as hemacias

do receptor. Trés dos quatro pacientes com SLP clinicamente manifesta foram



Discussao | 94

transfundidos. A paciente mais jovem, com reserva cardioldgica adequada, nao foi
transfundida mesmo com Hb de 5,1 g/dL. Seu quadro clinico melhorou apds sete
dias apenas com repouso, acido folico e hidratacdo. O esquema imunossupressor
nao foi alterado em nenhum dos pacientes do presente estudo, evidenciando a
possivel coincidéncia do tempo de melhora espontdnea da SLP ao aumento ou
mudanga do esquema imunossupressor, habitualmente relatado na literatura
(Monfort et al., 2015; Peck et al., 2015; Romero et al., 2015). Talvez o tratamento
mais agressivo descrito acima se justifique nas hemdlises com repercussao renal,
naquelas em que n&o € possivel manter com transfusdes um nivel adequado de Hb
para assegurar a perfusdo tecidual adequada e nas hemdlises que persistem por
periodos maiores que duas semanas, periodo mais frequentemente em que a

hemolise decai.

Como habitualmente ndo ocorre enxertia dos linfécitos implicados, a SLP é
geralmente autolimitada, com resolucdo em até 3 meses (Sokol et al., 2002; Petz,
2005). Todos os casos de SLP descritos no presente estudo tiveram resolugao nas
guatro semanas do estudo.

A incidéncia de SLP e a gravidade da hemdlise dependem do volume do
tecido linfoide no enxerto, sendo maior nos transplantes coragao-pulmao (Salerno et
al., 1998; Low e Gregory, 2012; Aujayeb et al., 2014) e menor no transplante renal
(Ahmed et al., 1987; Seltsam et al., 2001). Aujayaeb et al descreveram seis casos de
SLP em pacientes submetidos a transplante de pulmao e um caso em transplante
cardiaco, de doadores com incompatibilidade menor, detectados em 11 meses, em
uma unidade de transplante cardiotoracica (Aujayeb et al., 2014). Pela alta
frequéncia dessa complicagdo, aumentaram a vigilancia nos pacientes com anemia
inexplicada no pos-transplante e o protocolo transfusional de pacientes submetidos a
transplante ABO n&o idéntico foi alterado, com objetivo de respeitar as tipagens do
receptor e do doador (Aujayeb et al., 2014).

Existem alguns relatos e séries de casos na literatura sobre SLP no
transplante renal (Gregoire, 1993; Peces et al., 1998; Peces et al., 2001; Odabas et
al., 2002; Ainsworth et al., 2009; Achkar et al., 2011; Nadarajah et al., 2013). Estudo
prospectivo no transplante renal identificou presenca de TAD positivo em 15,7% de
todos os pacientes até o D+30, com 9,7% ocorrendo até D+10 (Achkar et al., 2011),
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percentagem bem menor do que a encontrada no presente estudo. Entretanto, de
forma semelhante ao presente estudo, a maioria dos TAD+ apresentou eluato ndo
reagente, justificado por formagao de haptenos por drogas utilizadas pelos pacientes
(Achkar et al., 2011). No estudo descrito, SLP foi identificada em 13,5% dos
pacientes submetidos a transplante ABO nao idéntico (Achkar et al., 2011), valor
bem menor do que encontrado no presente estudo, provavelmente pela massa

maior de linfocitos presente no figado, quando comparada ao rim.

Especificamente em relagdo ao TH, o maior trabalho sobre SLP foi o de
Ramsey et al, que avaliou de forma retrospectiva a ocorréncia de hemolise em 1000
transplantes de 782 pacientes (Ramsey et al., 1989). Anticorpos contra antigenos
ABO foram encontrados em 22 de 60 (36,7%) dos pacientes submetidos a
transplante com incompatibilidade ABO menor, sendo que 59,1% desses pacientes
apresentaram hemolise clinicamente significante. Esse trabalho, portanto,
demonstrou que a hemodlise por SLP é um evento frequente em transplantes de
figado com incompatibilidade ABO menor. De forma similar ao que foi visto
retrospectivamente por Ramsey et al, hemolise clinicamente significante ocorreu em
25% (4/16) dos pacientes no presente estudo que receberam o6rgao compativel,
porém nao idéntico. Outro paciente apresentou SLP subclinica, apenas com
anticorpo identificado no plasma e eluato.

Ramsey (1991) fez uma revisdo de todos os casos de anticorpos
antieritrocitarios em transplantes de érgaos soélidos (Ramsey, 1991) e descreveu que
no TH a hemodlise por SLP foi bem mais comum em receptores A do que B e AB
(16/36 vs. 7/40, p=0,02), com hemolise em apenas 10% dos pacientes AB (Ramsey,
1991). Portanto, a SLP é mais comumente encontrada em receptores A de 6rgaos
O, provavelmente relacionado ao fato de anticorpos IgG serem mais comuns com
essa combinagao (anti-A do doador direcionado ao antigeno A presente na hemacia
do receptor) (Triulzi et al., 1992). Em 2015, Peck et al publicaram um novo caso de
SLP em receptor AB de figado B. O paciente apresentou hemolise precoce, no D+7,
com queda de 2g/dL de Hb e, apds receber 4 CH AB, no D+10 foi identificado um
anti-A1 no eluato. Foi conduzido com aumento da prednisona para 40 mg duas
vezes ao dia e transfusdes compativeis (Peck et al., 2015). No presente estudo, dois
pacientes AB receberam figado ndo isogrupo e nenhum deles apresentou SLP,
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confirmando o que foi descrito que esse tipo de incompatibilidade esta associada a
menor risco de SLP, apesar de a hemdlise ainda ser possivel (Ramsey, 1991).

Estudo retrospectivo foi publicado em 2015 (Romero et al., 2015) com
avaliacao de 1217 transplantes hepaticos, com incompatibilidade ABO menor em
156 e incompatibilidade Rh em 147 transplantes. Dos 156 casos de transplantes nao
idénticos, SLP foi detectada em 10 pacientes (17,9%) e todos apresentaram

hemdlise, frequéncia menor do que a encontrada no presente estudo prospectivo.

A SLP é muito mais descrita na incompatibilidade ABO menor que na
incompatibilidade de outros antigenos eritrocitarios devido a presencga de anticorpos
"naturais” anti-ABO em, virtualmente, todo doador (Pruss et al., 2003; Berseus et al.,
2013). Os anticorpos ABO surgem por volta dos quatro meses de vida e estao
relacionados a exposi¢cdo a antigenos similares ao ABO presentes em bactérias
alimentares, levando a reac¢ao cruzada e formagéo de anticorpos, IgM e IgG, contra
o antigeno ABO ausente na superficie das hemacias daquele individuo (Pruss et al.,
2003; Branch, 2015). Diversas substancias podem estimular a produgao de
anticorpos anti-ABO, como vacinas e suplementos nutricionais (Crawford et al.,
1952; Daniel-Johnson et al., 2009).

ElAnsary et al, em estudo com receptores de figado ou rim com
incompatibilidade ABO menor ou RhD, descreveram, nos transplantados hepaticos,
TAD positivo em 6 dos 11 pacientes avaliados. Entretanto, nenhum dos pacientes
apresentou anticorpos identificados no eluato e apenas 2 apresentaram anticorpos
no plasma — um anti-D, em um caso de incompatibilidade RhD, e um anti-B, na
incompatibilidade ABO menor (receptor B, doador O). Como a presenga do anticorpo
com especificidade a antigeno eritrocitario do receptor € obrigatorio para o
diagnostico de SLP, os casos apenas com TAD positivo ndo foram considerados
como apresentando essa complicagao (Elansary et al., 2015).

Além dos anticorpos anti-RH, outros anticorpos irregulares foram implicados
no desenvolvimento de SLP. Hareuveni et al descreveram um caso de anti-Jka
causando hemodlise em um receptor de figado (Hareuveni et al., 2002). Seltsam et al
descreveram SLP por anti-Fy? em um receptor de figado e outro de rim-pancreas de
uma doadora aloimunizada (Seltsam et al., 2001). De forma semelhante, Shortt et al

descreveram SLP em receptor de figado por anti-k, além de anti-B, -D e -C (Shortt et
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al., 2008). Apenas um doador apresentou PAI positiva no presente estudo, com anti-
c identificado somente em enzima. Apesar de o receptor ser ¢ positivo, 0 mesmo nao
apresentou TAD positivo ou hemdlise, evidenciando que nem todo anticorpo
irregular do doador causa obrigatoriamente SLP.

Ramsey descreveu que a frequéncia de SLP em receptores de rim em uso de
ciclosporina foi maior do que aqueles em uso de outros imunossupressores
(Ramsey, 1991). Na época, o tacrolimus ainda n&o era usado na pratica clinica. A
maioria dos casos de SLP ocorreu em pacientes em uso de ciclosporina (Debska-
Slizien et al., 2003). Debska-Slizien et al conduziram seus casos de SLP poés-
transplante renal com a substituicdo da ciclosporina e micofenolato por tacrolimus
(Debska-Slizien et al., 2003). Eles concluiram que a melhora apresentada pelos
pacientes poderia ser explicada pela alta eficacia do tacrolimus em inibir alguns
extensdo que a supressao da resposta celular (Debska-Slizien et al., 2003). Essa
informagéo parece contraditoria ao se observar as citopenias imunes que ocorrem
mais tardiamente nos transplantes. Cem por cento dos pacientes do presente estudo
utilizaram tacrolimus. Provavelmente, a incidéncia de SLP seria maior se a
ciclosporina fosse o imunossupressor padrdo, como no trabalho de Ramsey et al
(Ramsey, 1991).

Peces et al sugeriram a introdugdo de MMF precocemente para supresséao de
linfocitos B como possivel medida preventiva de SLP nos pacientes em risco, como
aqueles com incompatibilidade ABO menor ou naquele com doador que apresenta
PAI positiva (Peces et al., 1998). Entretanto, todos os pacientes do presente estudo
que desenvolveram SLP estavam em uso de MMF, que n&o conferiu protegao contra
essa complicagdo.

Outro fator que pode estar associado ao desenvolvimento de SLP € o status
secretor do receptor (Ramsey, 1991; Sokol et al., 2002). Os antigenos ABO nao sao
especificos das hemacias, estando presentes nos endotélios e, em
aproximadamente 55-72% da populagdo, soluveis no plasma e nas secregdes
(AABB Technical Manual, 2014). Nos secretores, os anticorpos anti-A e anti-B
podem ser neutralizados e é menos provavel que hemdlise grave se instale

(Ramsey, 1991). No presente estudo, ndo houve diferenga entre os perfis Lewis dos
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pacientes com incompatibilidade ABO menor que apresentaram e nao apresentaram
SLP.

Pascual-Perez et al em um relato de dois casos de SLP em transplante renal
sugeriram que um tempo de isquemia menor e maior agilidade no implante do
enxerto poderiam estar relacionados com maior possibilidade de desenvolvimento
de SLP (Pascual-Perez et al., 2013). No presente estudo, ndo houve diferenga no
tempo de isquemia entre os pacientes que apresentaram SLP e aqueles com
incompatibilidade ABO menor sem essa complicacao.

O presente estudo evidenciou que a ocorréncia de anticorpos contra
antigenos eritrocitarios € um evento frequente nos pacientes submetidos a
transplante hepatico. A verificacdo de que os paciente pré-TH apresentaram
anticorpos apenas contra antigenos do sistema RH, fortalece a pratica de
fenotipagem apenas para antigenos Rh e Kell, reduzindo o custo da realizagcédo de
fenotipagem estendida. A presenca de alta frequéncia de PAIl positiva poés-
transplante sugere que esses pacientes devem ser, prioritariamente, transfundidos
com hemocomponentes fenotipados para Rh e Kell e que a monitorizagdo de
hemdlise deve ser incorporada aos cuidados dos receptores. Apds os resultados do
presente estudo, essas condutas ja foram implantadas na rotina da agéncia
transfusional do HUWC e no laboratorio de imuno-hematologia do Hemoce.

Pela alta frequéncia de TAD positivo, esse marcador isolado ndo deve ser
considerado para mudancga de condutas, entretanto, quando associado a presencga
de incompatibilidade ABO ou presenga de anticorpos irregulares nos doadores, a
realizacdo de eluato deve ser mandatoria. Isso implica na avaliagdo imuno-
hematolégica de todos os doadores de figado para confirmagdo de tipagem
ABO/RhD e realizagéo de pesquisa e identificagdo de anticorpos irregulares.

Um aspecto a ser considerado na incompatibilidade ABO menor € a mudanca
da rotina transfusional, com a selecdo de CH compativeis com o doador e receptor,
principalmente quando o érgao provém de doador O. Essa pratica, que requer uma
comunicagdo préxima da equipe do transplante com a agéncia transfusional, deve

ser incorporada a rotina dos servigos de transplante.
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Outros estudos sdo necessarios para avaliar a ocorréncia prospectiva de
hemdlise imune tardia em pacientes submetidos a TH, considerando que anemia é
frequente em pacientes transplantados e que drogas relacionadas a hemodlise
continuam a ser utilizadas por tempo indefinido.



7. CONCLUSOES
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7. CONCLUSOES

A presencga de auto e aloanticorpos contra antigenos eritrocitarios € frequente
no paciente submetido a transplante hepatico, porém hemdlise clinicamente
manifesta ocorre apenas em 2,28%. A presencga de anticorpos € mais frequente em
pacientes com escore MELD mais elevado, com hepatite C, que utilizam furosemida
pré-transplante, naqueles transfundidos com concentrados de hemacias, RhD
negativo e que utilizam piperacilina-tazobactam pos-transplante.

Trinta por cento dos pacientes submetidos a transplante hepatico apresentam
TAD positivo pré-transplante. TAD positivo pré-TH é mais frequente em pacientes
com escore MELD mais elevado, em uso de furosemida, com infec¢ao pelo VHC e
esta associado a concentragbes menores de hemoglobina e aumento de bilirrubina
indireta. Aloimunizagao pré-TH é pouco frequente e esta relacionada a tipagem RhD

negativo.

Um terco dos pacientes apresenta TAD positivo apds o recebimento do
enxerto, sem relagdo com anemia ou com necessidade transfusional, porém
relacionado a aumento de LDH. Pacientes submetidos a transplante com
incompatibilidade ABO menor e que usam piperacilina-tazobactam apresentam
maior incidéncia de TAD positivo pos-TH. PAIl positiva p6s-TH esta relacionada a
tipagem RhD negativo, anemia na primeira semana e a transfusdo de concentrados

de hemacias.

O unico fator de risco para o desenvolvimento de SLP é a incompatibilidade
ABO menor entre doador e receptor.

Aloimunizacdo em doadores € pouco frequente, tendo apenas um anti-c

identificado.
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APENDICE 1

Termo de consentimento livre e esclarecido
Pacientes submetidos a transplante hepatico

Nome da Pesquisa:
Avaliacao Prospectiva da Sindrome do Linfocito Passageiro em Transplante Hepatico

Pesquisadores responsaveis: Dra. Denise Menezes Brunetta e Prof. Dr. Jose Huygens
Parente Garcia.

Gostariamos de convidé-lo (a) a participar deste projeto de pesquisa. Esse convite estd sendo feito a
varios pacientes que serdo submetidos a transplante hepatico no Hospital Universitario Walter
Cantidio da Faculdade de Medicina da UFC.

A participacao é voluntaria. Para participar, € necessario ler atentamente este documento e
ouvir nossas explicagbes em caso de duvidas. Se tiver interesse em participar, solicitaremos
gue assine este documento.

Por que essa pesquisa esta sendo feita?

O transplante de figado é o Unico tratamento que cura a cirrose, entretanto pode estar associado a
algumas complicacdes como anemia. Uma possivel causa da anemia ¢ uma condicdo chamada
Sindrome do Linfécito Passageiro, onde células de defesa provenientes do doador do figado acabam
produzindo um anticorpo (defesa) contra os globulos vermelhos de quem recebeu o transplante. Nosso
estudo tem como objetivo avaliar a frequéncia com que essa complicagdo aparece, facilitando a
identificagdo precoce dessa doenga.

Como sera feita essa pesquisa?

Apés ter concordado em participar do estudo e ter assinado esse termo de
consentimento, coletaremos uma amostra de sangue de sua veia.

A coleta de sangue periférico serd feita por pun¢do de veia, semelhante a coleta de sangue para
realizacdo de exame de sangue. Serdo coletados 4 mL (menos que 1 colher de ch4) do seu sangue,
anteriormente ao transplante. Apds o transplante ter ocorrido, coletaremos a mesma quantidade de
sangue por 10 dias seguidos, durante a coleta dos exames de rotina, e ap6s o 20° dia e o 30° dia do
transplante.

Quanto tempo durara a pesquisa?

A pesquisa sera concluida em 2 anos. Garantimos que durante esse periodo e apds a
conclusdao dos trabalhos da pesquisa, vocé sera devidamente acompanhado (a).
Também, durante esse periodo, sera prestada informacgao atualizada sobre o estudo,
mesmo que essa possa afetar a sua vontade de continuar dele participando.
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Quais os riscos e inconvenientes que podem ocorrer?

Os riscos que podem ocorrer sdo: dor no local da puncédo e extravasamento de pequena
guantidade de sangue que pode aparecer como uma mancha roxa.

O que acontece se nao aceitar participar?

Caso ndo quiser participar, o seu seguimento continuard o mesmo, sem prejuizo nenhum ao seu
tratamento. Também tem a liberdade de retirar o seu consentimento e deixar de participar do estudo
a qualquer momento.

Havera alguma despesa para mim nesse estudo?

Nao havera nenhuma despesa.

Terei beneficios ao participar do estudo?

Vocé nao terd nenhum ganho em dinheiro. Vocé podera ter um beneficio direto com este estudo, pois,
se for identificado que vocé desenvolveu essa complicacdo, seu tratamento serd direcionado para trata-
la. Além disso, podera haver beneficios para todos os pacientes ao nos auxiliar a entender melhor essa
doenca. Vocé tem a garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecer duvidas
durante a realizacdo do estudo.

Afirmamos que todos os dados obtidos serdo guardados de maneira sigilosa e que os
nomes dos participantes ndo serdo divulgados em nenhum momento.

Qualquer duvida sobre essa pesquisa, entrar em contato com Dra. Denise Menezes
Brunetta pelo telefone: (85) 3101-2286.

Com base no exposto acima, autorizo a coleta de amostra do meu sangue para realizacao
desta pesquisa. Fui informado (a) sobre o procedimento e que o volume retirado nao
causara dano a minha saude. Fui informado (a) também que a finalidade dessa pesquisa
¢ aumentar o conhecimento sobre uma complicacio que pode ocorrer apds o
transplante.

Nome do paciente: RGHUWC:

Nome do responsavel legal:

Fortaleza, / /

Assinatura do pacienteAssinatura do responsavel legal
(se néo civilmente capaz)

Assinatura do médico responsavel
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APENDICE 2

TERMO DE ASSENTIMENTOPARA PARTICIPACAO EM PESQUISA

Vocé estd sendo convidado (a) para participar da pesquisa “Avaliagdo Prospectiva da Sindrome do
Linfocito Passageiro (SLP) em Transplante Hepatico”. Seus pais/responsaveis permitiram que vocé
participasse.

Queremos saber algumas coisas que irdo nos ajudar a entender o que acontece com seu corpo
depois do transplante e, assim, poderemos ajudar no seu tratamento.

As criangas que irdo participar dessa pesquisa tém de zero a dezessete anos de idade. Vocé nao
precisa participar da pesquisa se ndo quiser, € um direito seu e ndo terd nenhum problema se
desistir. A pesquisa sera feita no local onde sdo realizados seus exames e no HEMOCE e nds
usaremos o seu sangue para fazer alguns testes.

O uso dessa amostra é considerado seguro. Caso aconteca algo e vocé tenha alguma duvida, pode
nos procurar pelos telefones: (085) 3101-2286 que é da pesquisadora Denise Menezes Brunetta.

Ninguém saberd que vocé estd participando da pesquisa, ndo falaremos a outras pessoas, nem
daremos a estranhos as informacgées que vocé nos der. Os resultados da pesquisa vao ser publicados,
mas sem identificar as criangas que participaram da pesquisa.

O estudo foi avaliado pelo Comité de ética em pesquisa (CEP) do Hospital Universitario Walter
Cantidio e esta dentro dos aspectos éticos e legais. Para qualquer informacdo adicional sobre o
processo, o telefone de contado do CEP é 3366. 8589.

Nome do menor: RGHUWC:

Nome do responsavel legal:

Fortaleza, /]

Assinatura do menor  Assinatura do médico responsavel
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ANEXO 1

HOSPITAL UNIVERSITARIO
WALTER CANTIDIO/ W o
UNIVERSIDADE FEDERAL DO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo Prospectiva da Sindrome do Linfocito Passageiro em Transplante Hepatico

Pesquisador: DENISE MENEZES BRUNETTA

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 18228613.1.0000.5045

Instituicao Proponente: Universidade Federal do Cear&/HOSPITAL UNIVERSITARIO WALTER
Patrocinador Principal: Secretaria de Saude do Estado do Cearéa - SES/CE

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 417.947
Data da Relatoria: 23/09/2013

Apresentacao do Proieto:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Considerando que as pendéncias foram sanadas o projeto esta adequado para execucao.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Endereco: Rua Capitdo Francisco Pedro, n° 1290

Balrro: RodolfoTeofilo CEP: 60.430-370
UF: CE Municiplo: FORTALEZA
Telefone: (853)366.-8613 Fax: (853)281.-4961 E-mall: cephuwc@huwc.ufc.br

Pégina 04 de 05

Estéo representados acima apenas a primeira pagina e a conclusao do parecer.
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ANEXO 2

Classificagado de Child-Turcotte-Pugh da cirrose hepatica

Fator 1 ponto 2 pontos 3 pontos
Bilirrubina sérica (mg/dL) <2,0 2,0-3,0 >30

Albumina sérica (g/dL) >335 3,0-3,5 <3,0

Ascite Nenhuma Leve Moderada a grave
Encefalopatia hepatica Nenhuma Grausle2 Graus3e4
Tempo de protrombina (Segundos de prolongamento) 0-4 4-6 >6

INR <1,7 1,7-23 >2,3

Nota: O escore de Child-Turcotte-Pugh (CTP) é calculado somando os pontos dos cinco fatores, e variade 5 a
15. Aclasse de CTP é A (escorede 5a6),B(7a9),ouC (acimade 10). Em geral, a “descompensacéo”
indica cirrose com um escore de CTP >7 (CTP B).



