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RESUMO

O diagnostico de Rejeicdo Mediada por Anticorpos (RMA) em bidpsias de aloenxertos
renais ainda representa um desafio para clinicos e patologistas. Sdo escassos 0s
estudos que avaliam marcadores de lesdo endotelial nestas amostras por meio da
técnica de imuno-histoquimica (IHQ). Este estudo teve como objetivo avaliar a
expressdo IHQ de Caveolina-1 (Cav), Fator de von Willebrand (Vwf) e T-Caderina
(Cad) em biopsias com Alteracbes Mediadas por Anticorpos (AMC) e sua associagao
com parametros laboratoriais e patoldégicos de RMA, bem como avaliar a associacao
entre sua expressao em bidpsias com Fibrose Intersticial/Atrofia Tubular (FI-AT) de
etiologia indeterminada e o risco de perda do enxerto. Trata-se de estudo
observacional transversal (Estudo 1, incluindo biépsias com AMC e FI-AT) e de coorte
retrospectiva (Estudo 2, incluindo apenas biépsias com FI-AT de etiologia
indeterminada). As amostras foram agrupadas considerando parametros como DSA,
inflamac&o microvascular (MVI), C4d e diagnostico de RMA. Os pacientes do Estudo
2 foram seguidos por 3 anos apés a bidpsia. Utilizou-se o teste AUC-ROC para
identificar pontos de corte com melhor acuracia para predicao de perda do enxerto. A
associacdo com risco de falha do enxerto foi testada através de analise uni e
multivariada por regressao de Cox (p < 0,05). Foram selecionadas 114 biopsias com
AMC e 72 com FI-AT. Vwf mostrou maior expressdo em amostras com MVI > 1
(61,7%, IQR 43,0%) (p < 0,001), positividade difusa para C4d (mediana = 62,9%) (p <
0,001), DSA positivas (mediana = 59,0% vs. 38,4%) (p = 0,016) e diagnosticadas
como RMA (mediana = 54,0%, 21,5%, IQR 8,4%) (p < 0,001). Cad apresentou maior
mediana de expressdo em casos com MVI > 1 (48,7%, IQR 20,0%) (p = 0,013),
positividade focal para C4d (55,1%, IQR 29,9%) (p = 0,006) e com RMA (16,5%, IQR
36,8% vs. 0,0%, IQR 18,4%) (p < 0,001). Esta positividade foi maior em casos de RMA
cronica (30,0%, IQR 44,2%) (p = 0,001). Houve maior marcagéo para Cav em biopsias
com MVI > 1 (0,0%, IQR 6,6%) (p = 0,024) e com RMA (0,0%, IQR 5,0% vs. 0,0%,
IQR 0,0%) (p = 0,001). Vwf obteve maior acuracia para predizer perda do enxerto
(AUC 0,637, IC 95% 0,486-0,788) (p = 0,101). Casos com marcacéao para Vwf > 10%
em capilares peritubulares e vasa recta apresentaram menor sobrevida do enxerto 3
anos (p = 0,006). A analise multivariada mostrou que Vwf > 10% foi um fator de risco
independente para perda do enxerto (HR = 2,88, IC 95% 1,03-8,02, p = 0,043). A

expressdo IHQ de Cad, Cav e Vwf mostrou associagdo com parametros de injaria



microvascular. Marcacdo de Vwf >10% em bidpsias com IF-TA de etiologia

indeterminada foi preditor de perda do enxerto.

Palavras-chave: Rejeicdo de Enxerto; Fator de von Willebrand; Caderinas; Caveolina

1; Imuno-Histoquimica.



ABSTRACT

The diagnosis of antibody-mediated rejection (AMR) in kidney allograft biopsies still
represents a challenge for clinicians and pathologists. There are scarce reports
evaluating endothelial-associated transcripts in kidney allograft biopsies by
immunohistochemistry (IHC). This study aimed to evaluate the IHC expression
Caveolin-1 (Cav), Von Willebrand Factor (Vwf) and T-Cadherin (Cad) in biopsies with
antibody-mediated changes (AMC) and Interstitial Fibrosis and Tubular Atrophy of
Unknown Etiology (IF-TA), and its association with laboratorial and morphological
parameters of Antibody-mediated rejection (AMR). To analyze the association of IHC
expression and the risk of graft loss in samples with IF-TA. This is an observational
study with 2 lines of investigation: cross-sectional (Research 1, including samples with
AMC and IF-TA) and retrospective cohort (Research 2, including IF-TA cases). All
cases were classified and grouped according to the following information: DSA,
microvascular inflammation (MVI), C4d and AMR diagnosis. The patients of Research
2 were followed for 3 years after the biopsy. We used the AUC-ROC test to identify the
cut-off values with highest accuracy to predict graft failure. The analysis of risk factors
for graft loss was tested by Cox regression test (univariate and multivariate) (p < 0,05).
114 samples with AMC and 72 diagnosed as IF-TA were selected. Vwf showed higher
median expression in samples with MVI > 1 (61,7%, IQR 43,0%) (p < 0,001), diffuse
C4d positivity (62,9%, IQR 49,0%) (p < 0,001), DSA (59,0%, IQR 35,3% vs. 38,4%,
IQR 16,9%) (p = 0,016) and AMR (54,0%, IQR 44,7% vs. 21,5%, IQR 8,4%) (p <
0,001). Cad had higher median expression in cases with MVI > 1 (48,7, IQR 20,0%) (p
= 0,013), focal C4d positivity (55,1%, IQR 29,9%) (p = 0,006) and AMR (16,5%, IQR
36,8% vs. 0,0%, IQR 18,4%) (p < 0,001). The positivity was higher in chronic AMR
(30,0%, IQR 44,2%) (p = 0,001). We observed higher Cav median positivity in biopsies
with MVI > 1 (0,0%, IQR 6,6%) (p = 0,024) and confirmed as AMR (0,0%, IQR 5,0%
vs. 0,0%, IQR 0,0%) (p = 0,001). Vwf had the highest accuracy to predict graft loss
(AUC =0,637, Cl 95% 0,486-0,788) (p = 0,101). The samples with Vwf staining in more
than 10% percent of peritubular capillaries and vasa recta presented lower graft
survival in 3 years when compared with Vwf < 10% cases (p = 0,006). The multivariate
analysis showed that Vwf wan as independent risk factor for graft failure (HR = 2,88,
Cl 95% 1,03-8,02, p = 0,043). The other two markers were not associated with graft
loss. The IHC expression of Vwf, Cad and Cav showed association with microvascular



injury parameters. The Vwf > 10% staining in IF-TA biopsies was a predictor of graft
loss.

Keywords: Graft rejection; Von Willebrand Factor; Cadherins; Caveolin 1;

Immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

A rejeicdo mediada por anticorpos (RMA), uma causa importante de leséao
aguda e crbnica ao enxerto renal, € um processo complexo caracterizado pela
interacdo entre imunoglobulinas e antigenos especificos, como o0s antigenos
leucocitarios humanos (HLA) (BLUME; YOST; KAPLAN, 2012; HAAS, 2018;
PUTTARAJAPPA; SHAPIRO; TAN, 2012), resultando em processos como ativacao
do sistema complemento, recrutamento de células inflamatérias e danos a
microvasculatura (LOUPY; LEFAUCHEUR, 2018; STITES; LE QUINTREC;
THURMAN, 2015). Os critérios patoldgicos para o diagnostico de RMA foram
estabelecidos ap6s o consenso Banff de 1997 e foram gradativamente refinados nos
encontros subsequentes. Estes critérios envolvem uma combinacdo de alteracfes
clinicas, laboratoriais e histopatolégicas, como a gradacdo de injuria inflamatéria
microvascular, a analise do marcador C4d (subproduto de ativacdo da via classica do
complemento) por meio dos métodos de imuno-histoquimica (IHQ) ou
imunofluorescéncia (IF) e a pesquisa de anticorpos especificos anti-HLA do doador
(DSA) (BHOWMIK; DINDA; MAHANTA; AGARWAL, 2010; LOUPY; HAAS;
ROUFOSSE; NAESENS et al., 2020).

No ano de 2013, a classificacdo de Banff passou a integrar marcadores
moleculares relacionados a ativacao de células endoteliais e ativacdo de células
Natural-Killer (NK), como uma nova ferramenta para o diagndstico de lesdes
anticorpo-mediadas (HAAS; SIS; RACUSEN; SOLEZ et al., 2014). Varios estudos
reforcaram posteriormente a importancia da patologia molecular, que representa
atualmente um dos principais focos de estudo para o aprimoramento da classificacdo
(GUPTA; BROIN; BAO; PULLMAN et al., 2016; LOUPY; HAAS; ROUFOSSE;
NAESENS et al., 2020; LOUPY; HAAS; SOLEZ; RACUSEN et al., 2017; LOUPY;
LEFAUCHEUR; VERNEREY; CHANG et al., 2014).

A andlise por meio de microarranjos de DNA dos produtos de transcricdo da
célula endotelial ativada (ENDATS) permite uma melhor compreensado de mecanismos
de lesdo relacionados a imunoglobulinas, os quais encontram-se frequentemente

envolvidos na patogénese da RMA, mesmo em amostras sem marcacéo para C4d ou
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sem pesquisa positiva para DSAs (SIS; JHANGRI; BUNNAG; ALLANACH et al., 2009;
SIS; JHANGRI; RIOPEL; CHANG et al., 2012). Alguns dos marcadores envolvidos
sao o fator de von Willebrand (Vwf), que possui papel fundamental em processos
tromboticos (GRAGNANO; SPERLONGANO; GOLIA; NATALE et al.,, 2017), T-
Caderina (Cad), biomarcador estudado em processos como aterosclerose e doencgas
da microvasculatura (RESINK; PHILIPPOVA; JOSHI; KYRIAKAKIS et al., 2009), e
Caveolina-1 (Cav), proteina que age na regulacéo de vias de sinalizacdo relacionadas
a fiborogénese (MOORE; MCKNIGHT; SIMMONDS; COURTNEY et al., 2010). A
expressao destes trés marcadores esta aumentada em casos de RMA (SIS, 2012).

Os casos de RMA crbnica representam um importante desafio diagnéstico,
principalmente em amostras com sinais de fibrose intersticial e atrofia tubular (FI-AT)
em fase avancada, onde os parametros de lesdo microvascular muitas vezes ja nao
sdo observados (RACUSEN; REGELE, 2010; RIELLA; DJAMALI; PASCUAL, 2017).
Sabe-se que perdas cronicas do enxerto mostram importante associacdo com ma
aderéncia ao tratamento imunossupressor e alteracdes imunomediadas (AKALIN;
O'CONNELL, 2010; SELLARES; REEVE; LOUPY; MENGEL et al., 2013), entretanto
muitas vezes o diagnostico de rejeicdo € dificultado pelas limitacdes inerentes a
propria classificacdo de Banff para casos cronicos. Deste modo, sdo frequentes os
laudos patologicos de FI-AT de etiologia indeterminada em amostras de bidpsias de
pacientes com disfuncéo crénica do enxerto.

O aprimoramento de técnicas para pesquisa dos ENDATs representa uma
importante evolugcdo na classificacdo de Banff, tendo em vista o fato de poderem
contribuir para o diagnostico de RMA em casos que ndo preenchem os critérios
diagnésticos classicos, como naqueles sem positividade e/ou DSA, bem como em
amostras com inflamagcdo microvascular ausente ou minima (DOMINY;
WILLICOMBE; AL JOHANI; BECKWITH et al., 2019; HALLORAN; FAMULSKI,
REEVE, 2016; SELLARES; REEVE; LOUPY; MENGEL et al., 2013). No entanto, a
avaliacdo molecular da expressdo de marcadores de células endoteliais ainda é um
método caro, ndo padronizado e pouco acessivel na maioria dos laboratérios de
patologia em centros de transplante. Aléem disso, outros parametros, como inflamacao
microvascular, pesquisa de DSA e C4d, também apresentam suas proprias limitacoes
(COHEN; COLVIN; DAHA; DRACHENBERG et al., 2012). Deve-se frisar ainda que
h& poucos estudos que avaliam a aplicabilidade da anélise de biomarcadores de lesédo
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endotelial por meio de outros métodos, como a IHQ, método de menor custo e mais
acessivel, em amostras de biépsia (NAKADA; YAMAMOTO; HORITA; KOBAYASHI
et al., 2016; OZDEMIR; SAR; HABERAL, 2006; YAMAMOTO; HORITA; TAKAHASHI;
KOBAYASHI et al., 2008).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mecanismos imunoldgicos de disfungdo do enxerto renal

O transplante renal representa uma abordagem terapéutica para parte dos
pacientes com diagndstico de doenca renal crénica (DRC) em fase terminal. Dentre
seus beneficios em relacdo a terapia dialitica, podemos citar importante melhora da
qualidade de vida, reducdo de morbidades e maior expectativa de vida (WOLFE;
ASHBY; MILFORD; OJO et al., 1999). Todavia, este procedimento ndo isenta o
paciente de complicacbes e consequente risco de perda do enxerto, dentre as quais
podemos citar fenbmenos imunoldégicos como os quadros de rejeicdo, que
comprometem aproximadamente 15% dos pacientes transplantados (VAN LOON;
BERNARDS; VAN CRAENENBROECK; NAESENS, 2020).

O processo fisico de remocao, reimplante e reperfusdo de um 6rgdo para
transplante ja contribui, por si sé, para danos ao enxerto que influenciardo a resposta
imunoldgica do receptor. O processo de isquemia-reperfuséo leva a geracéo de varios
marcadores de leséo tecidual, como radicais livres, sulfato de heparina, Heat-Shock
proteins, fibrinogénio, que apresentam potencial de estimular as células da imunidade
inata. Deste modo, ha producéo de varias citocinas pro-inflamatérias (IL-1, IL-6, etc.),
ativacado do sistema complemento e, consequentemente, inducéo da resposta imune
adaptativa. Tal processo ocorre independente da existéncia ou ndo de compatibilidade
entre doador e receptor (WOOD; GOTO, 2012).

A rejeicdo ao aloenxerto pode ser definida como resposta imune ativa do
receptor e direcionada ao 6rgéo transplantado, levando a deterioragéo funcional deste
(SUTHANTHIRAN, 1997). Tal processo baseia-se primariamente na ativacdo de
linfécitos T autorreativos e células apresentadores de antigeno, como linfocitos B,
macrofagos e células dendriticas. A sequéncia de eventos tem inicio no
reconhecimento, por meio de complexos MHC classe | e Il, de diferencas de

histocompatibilidade entre doador e receptor. Quanto ao mecanismo de injuria
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imunoldgica, os episddios de rejeicdo sdo classificados em rejeicdo mediada por
células T (RMCT) e rejeicdo mediada por anticorpos (RMA), as quais podem ser
agudas/ativas e/ou cronicas. Seus critérios diagnosticos foram gradativamente
refinados e modificados, com especial enfoque na RMA (MOROZUMI; TAKEDA,
OTSUKA; HORIKE et al., 2016).

Sabe-se que o poder destrutivo de aloanticorpos foi primeiramente reconhecido
nos anos 60 na forma da rejei¢cdo hiperaguda associada a anticorpos pré-formados no
momento do transplante. Contudo, as nuances da RMA permaneceram
desconhecidas por décadas. Apenas no inicio dos anos 90 foram identificados casos
de rejeicdo aguda associados a anticorpos dirigidos contra antigenos leucocitarios
humanos (HLAs). Estas rejeicbes eram mais graves que 0S casos associados a
RMCT, sendo resistentes a terapia imunossupressora e caracterizadas por injuria
microvascular associada a inflamacao (STITES; LE QUINTREC; THURMAN, 2015).
Desde entdo, observam-se casos de RMA demonstrados em transplantes de diversos
orgaos, muitos deles ndo previamente sensibilizados. O diagnostico RMA ativa tem
sido relatado em cerca de 7% dos receptores, em 20 a 30% dos pacientes com
rejeicdo aguda e em 20% a 48% de pacientes com Crossmatch por citometria de fluxo
positivo (SIS; HALLORAN, 2010). Ha um pior prognéstico deste tipo de rejeicdo
guando comparada a RMCT, especialmente em casos cronicos, 0s quais
representam hoje a principal causa de disfuncéo tardia do enxerto (WOOD; GOTO,
2012).

2.2 Fisiopatologia da RMA

2.2.1 Papel dos anticorpos anti-HLA

Anticorpos doador-especificos podem ser definidos como anticorpos
complementares a regido de um peptideo do doador que ndo esta presente no
receptor, ou seja, esta regido é considerada como estranha ao sistema imune do
receptor. No contexto do paciente transplantado, o alvo antigénico dos aloanticorpos
sdo proteinas do complexo MHC em individuos com mismatches, ou seja,

discordancias em loci especificos do HLA entre doador e receptor. A funcédo do
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complexo HLA é apresentar peptideos dos meios intra e extracelular a linfocitos T,
facilitando o reconhecimento de proteinas estranhas e a iniciacdo da resposta imune
(MCCAUGHAN; TINCKAM, 2018).

O processo inicial na geracéo de anticorpos consiste na exposi¢cao de um HLA
reconhecido como estranho, que sera reconhecido por um linfécito B localizado nos
orgaos linfoides, o qual apresentara antigenos a células T CD4+. A interacdo entre
ambas as células leva a uma resposta coestimulatoria, o que promove a diferenciacao
de linfécitos B em células de memodria e plasmdécitos, sendo estes responsaveis pela
producédo de anticorpos Esta etapa é chamada de sensibilizacédo e pode ocorrer tanto
no pré-transplante (gestacdo, transfusbes sanguineas, enxertos em grandes
queimados) como de novo apo6s o implante do enxerto (MCCAUGHAN; TINCKAM,
2018; MOROZUMI; TAKEDA; OTSUKA; HORIKE et al., 2016).

Anticorpos anti-HLA possuem um papel fundamental na patogenia da RMA em
todos o0s seus subtipos, dentre os quais podemos citar: rejeicao ativa, caracterizada
por injuria microvascular aguda; rejeicdo cronica, em que se observam sinais de
remodelamento da microvasculatura; e rejeicdo crbnica ativa, onde ambas as
alteracdes coexistem (LOUPY; HAAS; ROUFOSSE; NAESENS et al., 2020;
MCCAUGHAN; TINCKAM, 2018). A RMA pode ser observada mais dramaticamente
nos casos de anticorpos pré-formados no momento do transplante, como nos casos
de rejeicao hiperaguda, caracterizada por dano acentuado ao enxerto minutos apos
sua reperfusdo. Tais anticorpos promovem ativacao local da cascata da coagulacao
e do complemento, resultando em trombose extensa e infarto do enxerto (WOOD;
GOTO, 2012).

Pacientes com DSA pré-formados antes de se iniciar a terapia
imunossupressora estdo mais propensos a casos de RMA precoce. Ja anticorpos de
novo, habitualmente detectados apdés 1 ano de transplante em pacientes
subimunossuprimidos, estdo associados a disfuncéo tardia do enxerto e prognostico
mais reservado (AUBERT; LOUPY; HIDALGO; DUONG VAN HUYEN et al., 2017). A
producdo de DSAs em individuos adultos previamente ndo sensibilizados ocorre em
7% dos casos apos 5 anos e em até 20% apos os 10 anos. A incidéncia tende a ser
maior em pacientes pediatricos e naqueles com histérico de ma aderéncia ao
tratamento imunossupressor. Casos tardios podem apresentar diferentes fenétipos
morfol6gicos, moleculares e soroldgicos e tendem a ser menos responsivos a
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abordagens terapéuticas tradicionais (BOHMIG; ESKANDARY; DOBERER;
HALLORAN, 2019).

O potencial lesivo e a patogenicidade associada a diferentes DSAs ndo sao
homogéneos e encontram-se diretamente relacionado a fatores como o subtipo de
lgG (IgG1 e IgG3 tendem a ser mais patogénicos) e seu potencial de fixar proteinas
do sistema complemento (MCCAUGHAN; TINCKAM, 2018; VALENZUELA; REED,
2013; 2017). A fixacdo do complemento por anticorpos anti-HLA consiste em um
mecanismo primario de dano ao enxerto renal mediado por anticorpos. Anticorpos
com afinidade de ligagdo a C1q apresentam um risco aumentado de rejei¢ao e perda
do enxerto (MOROZUMI; TAKEDA; OTSUKA; HORIKE et al., 2016). Além disso, a
presenca de DSA pode levar a lesdo do enxerto por mecanismos néo relacionados a
ativacdo do complemento, tais como ativacdo de células NK e toxicidade direta
relacionada ao proprio anticorpo (STITES; LE QUINTREC; THURMAN, 2015).

A deteccé@o de anticorpos anti-HLA é realizada por meio de uma plataforma
multiplex (Luminex), na qual cerca de 200 antigenos HLA s&o acoplados a marcadores
de fluorescéncia para caracterizar um padréo de resposta de aloanticorpos individual.
Apos o transplante, DSAs com média de intensidade de fluorescéncia (MIF) entre
2500-3000 ou acima estdo associados com pior prognéstico do enxerto, embora o
valor de referéncia para critério de positividade possa apresentar variacdes entre 0s
centros de transplante (SUSAL; ROELEN; FISCHER; CAMPOS et al., 2013).

Héa evidéncias, no entanto, de que a presenca de anticorpos circulantes nao
necessariamente implica em disfuncdo do enxerto, caracterizando um estado de
“‘acomodagao”. Ao contrario, ha evidéncias de anticorpos anti-HLA de classe |
mediando a ativagdo de vias de sinalizaggo AKT e mecanismos
citoprotetores(KENTA; TAKAAKI, 2020). Deste modo, pacientes com DSA e biépsias
sem evidéncias de rejeicdo ndo necessariamente desenvolvem quadros futuros de
dano aloimune, podendo até mesmo ocorrer clareamento dos anticorpos com o tempo
(HAYDE; BROIN; BAO; DE BOCCARDO et al., 2014).

2.2.2 Anticorpos nao anti-HLA

Outras classes de anticorpos podem levar a dano ao enxerto em casos de
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rejeicdo, tendo em vista a ocorréncia de casos de RMA com sinais de ativagdo do
complemento em individuos com pesquisa negativa para DSAs. Estes casos foram
contemplados a partir da atualizacdo da classificacdo de Banff 2017 (HAAS; LOUPY;
LEFAUCHEUR; ROUFOSSE; GLOTZ; SERON; NANKIVELL; HALLORAN; COLVIN;
AKALIN; ALACHKAR; BAGNASCO; BOUATOU; BECKER; CORNELL; VAN HUYEN
et al., 2018). Embora alguns quadros possam ser explicados pela adsor¢géo de DSA
pelo enxerto renal, ha evidéncias crescentes da participacdo de outras classes de
anticorpos em casos de rejeicdo, nao dirigidos a antigenos HLA. Estes antigenos néo
se encontram habitualmente presentes na superficie das células endoteliais, sendo
representados por moléculas que se tornam expostas apds algum tipo de leséo
tecidual, como casos de injuria pés-reperfusédo ou episodios prévios de rejeicdo. Como
exemplos, podem ser citados os antigenos LG3, produzidos por células endoteliais
em apoptose, bem como os receptores tipo 1 de angiotensina 2 (AT1R) e receptores
para endotelina (ETAR), os quais apresentam expressdo aumentada no endotélio de
pacientes com quadros hipertensivos graves (BANASIK; BORATYNSKA;
KOSCIELSKA-KASPRZAK; MAZANOWSKA et al., 2013; CARDINAL; DIEUDE;
HEBERT, 2017; DRAGUN; CATAR; PHILIPPE, 2013; DRAGUN; MULLER; BRASEN;
FRITSCHE et al., 2005; VALENZUELA; REED, 2017).

A presenca de ATiR e ETAR pré-transplante pode identificar um subgrupo de
pacientes com elevado risco de rejeicao e perda do enxerto, independente da resposta
aloimune direcionada a HLAs, mesmo em individuos classificados como de baixo risco
imunoldgico (QUAGLIA; JUTAND; DHILLON; GODFREY et al., 2005; QUAGLIA;
MERLOTTI; GUGLIELMETTI; CASTELLANO et al., 2020). Estes anticorpos exercem
suas ag0des sinergicamente com DSAs classicos. Apos a ligacdo com seus receptores,
h& a modificacéo do fendtipo e ativacdo das células endoteliais por meio de diferentes
vias de sinalizacdo. Deste modo, eles representam uma ponte entre alo e
autoimunidade na rejeicao, tendo em vista que estes 2 componentes podem interagir
entre si e se amplificarem (BALDWIN; KASPER; ZACHARY; WASOWSKA et al.,
2004; SIS; HALLORAN, 2010).

2.2.3 O papel do sistema complemento
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Em casos de RMA, a ativagao do sistema complemento constitui evento chave
para a promoc¢ao de lesdo mediada por aloanticorpos as células endoteliais. Apos a
ligacdo destes anticorpos a antigenos HLA e ndo anti-HLA, ocorre a ativacdo do
complexo C1 (via classica do complemento), o qual promove a clivagem de C4 e C2,
com formacao da C3 convertase. Apds a formacdo da C3 convertase (C2a-C4d), o
componente C3 é clivado em C3a e C3b. A fracdo C3b contribui para a formacao da
C5 convertase, com consequente formacdo do Complexo de Atague a Membrana
(STITES; LE QUINTREC; THURMAN, 2015). A ativacdo do sistema complemento
leva ainda a producao de varios fragmentos biologicamente ativos. O fragmento C3b
age como uma opsonina, ligando-se a superficie das células lesadas. O Complexo de
Ataque a Membrana leva a formacéo de poros na superficie das células endoteliais e
induz ativacdo de vias pro-inflamatérias, como Nf-kb, a qual leva a transcricdo e
sintese de varias proteinas pré-inflamatérias. Ja marcador C5a estd associado a
respostas como vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular .

Uma caracteristica peculiar do sistema complemento consiste no fato de que
as proteinas C3 e C4 séo clivadas e seus subprodutos, como a fracdo C4d, ligam-se
de forma covalente e estavel as superficies lesadas, podendo ser avaliadas por meio
de técnicas como IHQ e IF. A fracdo C4d atualmente é utilizada para corroborar o
diagndstico de RMA, pelo fato de ser mais abundante e possuir ligacdo mais estavel
a membrana (STITES; LE QUINTREC; THURMAN, 2015). Todavia, deve-se frisar que
a auséncia de marcacéo nao afasta a possibilidade de lesdo mediada por anticorpos.
(HAAS; SIS; RACUSEN; SOLEZ et al., 2014; WOOD; GOTO, 2012). Apoés estudos
moleculares, Sis et al demonstraram que apenas 40% dos casos de RMA cronica
mostravam positividade para C4d (SIS; HALLORAN, 2010). A figura 1 ilustra a

fisiopatologia da RMA e os farmacos utilizados para sua prevencao e tratamento.
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Figura 1: Fisiopatologia da rejeicdo mediada por anticorpos. A patogénese da RMA
envolve inicialmente etapa denominada sensibilizacdo, na qual o sistema imunolégico do receptor entra
em contato com aloantigenos, promovendo assim a sintese de anticorpos anti-HLA. Estes anticorpos
interagem com antigenos nas células endoteliais da microvasculatura, levando a ativa¢éo do sistema
complemento, recrutamento de células inflamatérias e consequente dano ao enxerto.

Fonte: Pouliquen et al, F1000Prime Reports, 2015 (POULIQUEN; KOENIG; CHEN;
SICARD et al., 2015).

2.2.4 Mecanismos nao relacionados ao complemento

A presenca de aloanticorpos pode também induzir a lesdo do enxerto por vias
independentes da ativacdo do sistema complemento. Dentre estes mecanismos,

podemos citar 0s seguintes:

a) DSA’s podem induzir aumento da liberacdo do fator de Von-Willebrand (Vwi),
envolvido em respostas inflamatorias e trombdéticas;

b) Células endoteliais ativadas por estes anticorpos expressam e secretam
mediadores inflamatérios (E-selectina, P-selectina, ICAM-1, VCAM-1 e CX3CL1), os
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quais aumentam o recrutamento de leucdcitos. Estes leucdcitos, quando ativados,
secretam citocinas como TNF-alfa e IL-1, as quais aumentam a ativagédo endotelial;
c) Dano ao endotélio por meio da citotoxicidade mediada por células NK ou
monaocitos/macrofagos por meio de receptores Fc (BOHMIG; ESKANDARY;
DOBERER; HALLORAN, 2019).

O reconhecimento de lesdo endotelial por mecanismos independentes do
sistema complemento mostra-se fundamental para o refinamento de critérios
diagndsticos de RMA em fragmentos de biépsia, bem como aprimoramento de
técnicas moleculares para investigacao de fenbmenos imunes relacionados a ativacao
de células endoteliais (HAAS; SIS; RACUSEN; SOLEZ et al., 2014; SIS, 2012; SIS;
JHANGRI; BUNNAG; ALLANACH et al., 2009).

2.3 Diagndstico de RMA: classificacdo de Banff

Até os anos 1990, a rejeicdo do enxerto renal era classificada em quatro tipos:
hiperaguda, aguda, aguda acelerada e cronica. No entanto, havia acentuada
heterogeneidade entre os patologistas ao caracterizarem bidpsias de enxerto renal
(BHOWMIK; DINDA; MAHANTA; AGARWAL, 2010). Deste modo, frente a
necessidade de maior padronizacdo, um grupo de nefrologistas, patologistas e
cirurgibes de transplante organizaram um encontro na cidade de Banff, no Canada,
em 1991, dando inicio a classificagdo atualmente utilizada globalmente para o exame
histolégico de 6rgaos transplantados.

Esta classificagcdo tem passado por frequentes modificagdes ao longo dos
anos. As principais mudangas que impactam no diagnostico RMA s&o mostrados a

sequir:
- 1991.: casos de rejeicédo eram classificados como hiperagudos, agudos e borderline.

Casos cronicos deveriam ser diagnosticados como nefropatia crénica do enxerto
(NCE) (SOLEZ; AXELSEN; BENEDIKTSSON; BURDICK et al., 1993).
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- 1997: definicdo de critérios para o diagnéstico de RMA, a qual foi subcategorizada
em hiperaguda e aguda acelerada (RACUSEN; SOLEZ; COLVIN; BONSIB et al.,
1999).

- 2001: maior detalhamento do mecanismo de lesdo por anticorpos. Estudos
apresentados nesta conferéncia mostraram que biépsias apresentando evidéncias de
deposicéo da fracdo do complemento C4d mostravam associagdo com parametros de
lesdo microvascular e menor sobrevida do enxerto. Assim, ele foi aceito como um
marcador para o diagnéstico de RMA (RACUSEN; HALLORAN; SOLEZ, 2004).

- 2005: a categoria NCE foi eliminada. Foi criada a categoria fibrose intersticial e atrofia
tubular (FI-AT) de origem indeterminada, bem como definidos com maior preciséo os
critérios morfologicos de danos néo imunes crénicos ao enxerto, como hipertensao
cronica, toxicidade a inibidores de calcineurina, quadros infecciosos e obstrucédo de
vias urinarias. Foram ainda estabelecidos critérios morfolégicos mais acurados para
o diagnostico de RMA crénica (SOLEZ; COLVIN; RACUSEN; SIS et al., 2007).

- 2007: foram definidos escores para interpretacdo do marcador C4d e de parametros
como capilarite peritubular (ptc) (SOLEZ; COLVIN; RACUSEN; HAAS et al., 2008).

- 2013: marcadores moleculares foram integrados a classificacdo para o diagndéstico
de RMA. O marcador C4d deixou de ser obrigatério para o diagnostico desta entidade
em biopsias com inflamacdo microvascular significativa (g + ptc > 1) (DE SERRES;
NOEL; COTE; LAPOINTE et al., 2016; HAAS; SIS; RACUSEN; SOLEZ et al., 2014).
- 2017: foram definidos critérios para o diagnostico de RMA com pesquisa negativa de
DSAs (RMA histologica). Estabeleceu-se que tanto a expressdo aumentada de
ENDATSs ou a positividade para C4d poderiam servir como potencial alternativa ou
complemento para a pesquisa positiva de DSA no diagnéstico de RMA (LOUPY;
HAAS; SOLEZ; RACUSEN et al., 2017).

- 2019: foram apresentadas as caracteristicas clinicas e anatomopatolégicas dos
casos de RMA DSA negativos, bem como sua evolugao. Propds que os parametros
de atividade e cronicidade da RMA sejam agrupados por meio de escores (LOUPY;
HAAS; ROUFOSSE; NAESENS et al., 2020).

Como principais vantagens da classificacdo, pode-se citar o fato de ela facilitar

a comunicacao entre clinicos e patologistas, permitindo a uniformizagdo de estudos
cientificos para fins diagndsticos e terapéuticos. Contudo, alguns critérios
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morfolégicos, como semioclusdo de alcas e tumefacdo de células endoteliais,
importantes para o diagnostico de RMA, ainda estdo sujeitos a subjetividade e
variacOes interobservadores. Além disso, parametros como arterite e arteriopatia
podem estar associados a mais de um tipo de rejeicdo (RMA ou rejeicdo mediada por
células T), o que pode dificultar o diagndstico diferencial entre estas entidades. A
presenca de casos positivos para C4d sem diagndstico de rejei¢cdo ainda é motivo de
debate, embora estudos recentes tenham demonstrado que um subgrupo destes
pacientes apresenta risco aumentado de episédios futuros de RMA (DOMINY;
WILLICOMBE; AL JOHANI; BECKWITH et al., 2019; JEONG, 2020).

Os desafios da classificagdo consistem basicamente em promover uma maior
integracdo entre parametros histologicos, imunofenotipicos e moleculares. Além
disso, o fato de ser uma classificacado dicotbmica (presente ou ausente) resulta em
uma dificuldade em se avaliar os processos patolégicos do enxerto em seu espectro

de continuidade.

2.4 Lesao cronica mediada por anticorpos e fibrose renal

A fibrose renal é o resultado do processo de lesdo e reparo continuo e
excessivo apoés injurias crénicas e sustentadas, com acumulo de componentes da
matriz extracelular. Clinicamente, este dano histologico esta associado a disfuncéo
cronica e risco aumentado de perda do enxerto(MOORE; MCKNIGHT; SIMMONDS;
COURTNEY etal., 2010). A fibrogénese envolve diversos mediadores, dentre os quais
podemos citar aqueles envolvidos no processo de transigdo epitelial-mesenquimal,
TGF- B, Cav, fatores de crescimento, dentre outros (VAN DER HAUWAERT;
SAVARY; PINCON; GNEMMI et al., 2015).

Apesar dos avancos na prevencdo de eventos desfavoraveis no pos-
transplante inicial, mais de 50% dos enxertos renais ainda sédo perdidos ap6s 10 anos
de transplante e a taxa de progressédo para perda tem permanecido relativamente
inalterada nos ultimos 25 anos. Dentre os diagnosticos mais comumente associados
a perda tardia do enxerto e fibrose intersticial, destacam-se as rejeicbes cronicas,
guadros infecciosos, nefropatia pelo virus BK, transplante com rins apresentando
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lesBes estruturais oriundas do doador, complicacdes urolégicas e toxicidade aos
inibidores de calcineurina (RIELLA; DJAMALI; PASCUAL, 2017).

Em muitos pacientes, a fibrogénese inicia-se durante o primeiro ano de
transplante, associada a lesdo de isquemia-reperfusdo ou a episodios prévios de
rejeicdo aguda. Posteriormente, pode haver progressdo da lesdo ou surgimento de
novos eventos com potencial lesivo, em especial relacionados a quadros cronicos de
rejeicao.

A RMA crbnica representa uma importante causa de perda do enxerto (VAN
LOON; BERNARDS; VAN CRAENENBROECK; NAESENS, 2020). Sabe-se que
fatores imunomediados podem estar presentes desde o pds-transplante precoce,
mesmo que a inflamacé&o ndo seja observada ao exame histolégico, e podem predizer
qguadros de inflamacéo aloimune e rejei¢cdo subclinica. RMA cronica tende a ser mais
tardia e exibe muitas das caracteristicas patolégicas de quadros agudos/ativos, tais
como inflamag&o microvascular e deposicdo de C4d. A microscopia Optica, pode-se
observar duplicacbes em alcas de capilares glomerulares (cg, glomerulopatia do
transplante), e infiltracdo de leucdcitos na intima de vasos de maior calibre associados
a formacédo de neointima (cv, arteriopatia do transplante) (VALENZUELA; REED,
2017). Os critérios de microscopia eletrbnica consideram multilaminacdo da
membrana basal de capilares tubulares (ptcml) e alteracbes iniciais da
glomerulopatias do transplante, como edema subendotelial e rarefacdo da membrana
basal (cgla). A presenca de glomerulopatia cronica do transplante (cg) é um forte
indicativo de RMA crbnica, mesmo em casos que nao preencham todos os critérios
para o diagnostico desta entidade(HAYDE; BAO; PULLMAN; YE; CALDER; CHUNG;
SCHWARTZ; LUBETZKY et al.,, 2013). Casos com histologia sugestiva de RMA
cronica associados a DSA-/C4d- sdo um desafio e podem estar associados a outras
etiologias. Como exemplo, estudos avaliando expressdo génica destes casos,
apontaram para possibilidade de rejeicdo cronica mediada por células T (HAYDE;
BAO; PULLMAN; YE; CALDER; CHUNG; SCHWARTZ; LUBETZKY et al., 2013).

O diagndstico de RMA cronica foi estabelecido ap6s a conferéncia Banff em
2005 (SIS; CAMPBELL; MUELLER; HUNTER et al., 2007), a partir da qual
recomendou-se ndo mais utilizar o diagnostico de nefropatia crénica do enxerto
(NCE). Desde entdo, mecanismos de lesédo aloimune tardia ao enxerto foram melhor
avaliados, permitindo assim o diagnostico preciso e uma melhor definicdo da
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importante magnitude desta condicdo. O desenvolvimento de novos critérios
diagndsticos, baseados em parametros como pesquisa de anticorpos, exames
moleculares e histéria de ma aderéncia, tém se mostrado Util neste aspecto (AKALIN;
O'CONNELL, 2010; LOUPY; HAAS; SOLEZ; RACUSEN et al., 2017; SELLARES; DE
FREITAS; MENGEL; REEVE et al., 2012).

No entanto, dificilmente, uma bidpsia renal coletada em fase avancada de
cronicidade permitira uma definicdo precisa da causa de lesdo ao enxerto,
necessitando de estreita correlacdo com achados clinicos, laboratoriais e patolégicos
prévios. Digno de nota, a classificacdo de Banff apresenta um carater essencialmente
dicotdmico e nao considera as doengas como processos continuos. Deste modo,
ferramentas que adicionem informacdo na definicdo dos processos etioldégicos em
guadros cronicos de disfuncédo do enxerto sdo essenciais(VAN LOON; BERNARDS;
VAN CRAENENBROECK; NAESENS, 2020). Em muitos casos, a historia clinica nédo
mostra dados relevantes as alteracdes histoldgicas sao escassas e pouco especificas,
ndo permitindo uma definicdo etioldgica mais precisa (COSIO; GRANDE; LARSON;
GLOOR et al.,, 2005; SERVAIS; MEAS-YEDID; NOEL; MARTINEZ et al., 2011;
VANHOVE; GOLDSCHMEDING; KUYPERS, 2017). A figura 2 demonstra os

principais mecanismos de dano cronico ao enxerto renal.
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Figura 2: Mecanismos de dano cronico ao enxerto renal. Afigura demonstra os diversos
agentes etioldgicos que podem levar a dano crbnico ao enxerto renal, manifestando como Fibrose
Intersticial e Atrofia Tubular ao exame histologico.

Fonte: Van Loon et al, Transplantation, 2020 (VAN LOON; BERNARDS; VAN
CRAENENBROECK; NAESENS, 2020).

2.5 C4d como biomarcador de RMA

O marcador C4d é tipicamente utilizado para estabelecer uma relacdo
patogénica entre a presenca de DSAs circulantes e a injaria ao enxerto, por meio da
ativacao da via classica do complemento (BATAL; GIRNITA; ZEEVI; SAAB et al.,
2008). Trata-se de um marcador acessivel, com técnicas padronizadas para sua
avaliacdo e com um baixo indice de falsos-positivos (COHEN; COLVIN; DAHA,
DRACHENBERG et al., 2012). Este biomarcador mostra associagdo com alteracdes
na funcéo do enxerto renal e pode contribuir para definicao progndstica em casos com
outras caracteristicas associadas a RMA (KIKIC; KAINZ; KOZAKOWSKI;
OBERBAUER et al., 2015). Para amostras de material em parafina, Para amostras
em parafina e técnica por IHQ, qualquer marcacéo de C4d em capilares peritubulares
é considerada positiva (C4d1, C4d2 e C4d3), enquanto na IF devem ser consideradas
positivas apenas as amostras com marcacao em mais de 10% dos capilares (C4d2 e
C4d3) (HAYDE; BAO; PULLMAN; YE; CALDER; CHUNG; SCHWARTZ; ALANSARI
et al., 2013).

Porém, deve-se ressaltar a ocorréncia de positividade difusa para C4d em
enxertos com incompatibilidade ABO (cerca de 80% dos casos), a qual ndo possui
associagcdo como episodios de RMA (HAYDE; BAO; PULLMAN; YE; CALDER;
CHUNG; SCHWARTZ; ALANSARI et al., 2013), bem como a possibilidade de
ativacao local do complemento néo relacionada a anticorpos anti-HLA. O significado
da positividade para C4d sem evidéncias de rejeicdo ainda é incerto. Contudo, as
atualizacdes mais recentes da classificacdo de Banff sugerem que a expressao
aumentada de ENDATSs pode ser utilizada para selecionar casos com maior risco de
desenvolver RMA. Pacientes com positividade para C4d isoladamente e expressao

aumentada de ENDATs apresentam risco aumentado de desenvolver AMR
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posteriormente, devendo ser considerada a possibilidade de tratamento precoce deste
guadro (MUELLER; EINECKE; REEVE; SIS et al., 2007).

Como limitagBes, deve-se considerar o fato de a positividade para C4d nao ser
bom preditor de perda do enxerto, a subjetividade e variacdo interobservadores na
analise deste marcador, bem como uma menor sensibilidade para RMA crénica
(SAPIR-PICHHADZE; CURRAN; JOHN; TRICCO et al., 2015). Além disso, a presenca
de casos de RMA C4d negativos, corroborados por estudos de biologia molecular,
demostram a existéncia de outros mecanismos de lesdo endotelial ndo relacionados
ao complemento, como anticorpos nao anti-HLA, ativacédo de células NK e toxicidade
direta mediada por imunoglobulinas (KIKIC; KAINZ; KOZAKOWSKI; OBERBAUER et
al., 2015).

2.6 Marcadores moleculares e o papel do endotélio

Assim como em outras areas da Medicina, o transplante renal tem se
beneficiado de consensos que permitiram a definicdo diagndstica com base na
avaliacdo histopatoldgica. Entretanto, reconhece-se que tais protocolos e parametros
apresentam limitacdes em relacédo a aspectos como critérios morfolégicos, variaces
interobservadores e associacdo com prognostico dos pacientes e seus enxertos
(HALLORAN; FAMULSKI; REEVE, 2016).

Rins transplantados sao atualmente monitorizados por meio de marcadores
clinicos, radiol6gicos e patologicos. De uma forma geral, estes marcadores
tradicionais apresentam varias limitac6es, ndo so relacionadas as proprias doencas
como também a variacdes de interpretacdo entre nefrologistas e patologistas. Até
mesmo o0 exame histoldgico, que persiste como padréo-ouro, encontra limitacoes,
como baixa sensibilidade (dificuldade em diagnosticar rejeicdo crbnica), baixa
especificidade devido a heterogeneidade de processos com um mesmo padrédo de
lesdo morfolégica, como em casos de fibrose intersticial, falta de padronizacdo em
critérios diagnosticos e problemas relacionados a amostragem. Desta forma, outros
marcadores, como assinaturas de expressdo génica, sdo Uteis para expandir as
informacdes proporcionadas pelo exame histologico tradicional (HALLORAN;
VENNER; MADILL-THOMSEN; EINECKE et al., 2018).
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A complexidade da fisiopatologia da RMA e as limitacdes do exame histoldgico
padrao levaram ao desenvolvimento de novas abordagens para o aprimoramento da
avaliacdo destes casos. Estudos por microarranjos de DNA demonstraram que a
expressdo aumentada de determinados conjuntos de genes esta diretamente
relacionada a lesdo do enxerto. Bibliotecas gendmicas foram inicialmente
desenvolvidas e aprimoradas por mapeamentos realizados na Universidade de

Alberta, Canada (http://transplants.med.ualberta.ca/Nephlab/data/gene lists.html).

A pesquisa de marcadores moleculares baseia-se no rastreio de mudancas na
expressdo de moléculas de RNAmM que estdo associadas a rejeicdo. A expressao
aumentada ou diminuida destes produtos, avaliadas por técnicas como microarranjos
de DNA, podem indicar alteracbes de transcricdo em células do parénquima renal,
como, por exemplo, células endoteliais, ou em células inflamatorias, como macréfagos
e células NK. Produtos de transcricdo relacionados a rejeicdo foram demonstrados
também em modelos animais (FAMULSKI; EINECKE; REEVE; RAMASSAR et al.,
2006).

Dentre os principais grupos de genes identificados, podemos citar: produtos de
transcricdo especificos relacionados a rejeicdo, produtos de transcricdo de
injuria/reparo, produtos de transcricdo associados a células T citotoxicas, produtos de
transcricdo associados a macrofagos, associados a células B e células NK, e os
ENDATs. Agueles associados a células NK e células endoteliais apresentam-se
fortemente relacionados a episédios de RMA. A avaliacdo da expressao génica no
enxerto foi introduzida na classificacdo Banff de 2013, com o intuito de desenvolver e
validar testes moleculares para o diagnostico (HAAS; SIS; RACUSEN; SOLEZ et al.,
2014; LOUPY; LEFAUCHEUR, 2018).

O endotélio de capilares glomerulares e peritubulares apresenta-se
classicamente reconhecido como uma ‘vitima’ em casos de RMA. Tumefacao
endotelial, duplicagbes de membrana basal e multilaminagdo da membrana basal de
capilares peritubulares estdo fortemente associados com a gravidade da RMA e o
risco de perda do enxerto. Todavia, recentemente tem sido levantada a possibilidade
de envolvimento ativo das células endoteliais na fisiopatologia da rejeicdo. Com a
consequente estimulacdo desencadeada por DSAs, a célula endotelial torna-se
atipicamente ativada e com imunogenicidade alterada. Além disso, deve ser
considerada a possibilidade de a ativacdo endotelial preceder o diagndstico clinico de
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RMA. Esta ativacdo pode ser induzida tanto por meio do complemento como por
mecanismos néo relacionados a esta via (SIS, 2012).

Com a ativacdo do endotélio, ha um aumento da producédo e liberacdo de
mediadores pro-inflamatorios (IL-1, IL6, P-selectina) e proé-trombdéticos, como o fator
de von Willebrand (Vwf). Além disso, células endoteliais ativadas tém capacidade de
interagir com células NK, as quais produzem mediadores como IFN-gama, que tem o
potencial de aumentar a expressao de antigenos HLA e, consequentemente,
amplificam a resposta de ativagdo da célula endotelial. Deve ainda ser considerada a
interacao entre células endoteliais e histiécitos, que possuem papel importante como
mediadores de lesdo celular no ambiente microvascular (CROSS; GLOTZ; MOONEY,
2018; HIDALGO; SELLARES; SIS; MENGEL et al., 2012).

O estresse de células endoteliais, mensurado por estudos moleculares e em
conjunto com a pesquisa de aloanticorpos, contribui para o diagnéstico da RMA e
predicdo de perda do enxerto. Contudo, deve-se frisar que a pesquisa de ENDATSs
ndo esta associada a dano ao enxerto ou desfechos mais graves em pacientes sem
evidéncia de DSAs, uma vez a expressao aumentada de ENDATSs pode ocorrer em
outras condicdes. Assim, estes marcadores possuem maior acuracia em pacientes
com anticorpos anti-HLA (HALLORAN; FAMULSKI; REEVE, 2016), mostram boa
correlacao com les@es histologicas e apresentam maior expressao em casos classicos
de rejeicdo. Além disso, esta avaliagdo ndo mostra a subjetividade e a variacédo
interobservadores inerentes ao exame anatomopatoldgico. Aqueles mais associados
a RMA sdo os que possuem expressdao aumentada em células endoteliais da
microvasculatura, como CDH15, CDH13, COL13A1, DARC, ECSGR, GNG11, ICAM2,
MALL, PECAM1, PGM5, RAMP3, RAPGEF5, ROBO4, TM4SF18 (SIS, 2012).

Comparado ao marcador C4d, evidéncias apontam que a expressao
aumentada de ENDATs tem maior sensibilidade (77% vs. 31%) e menor
especificidade (71% vs 94%) (SIS; JHANGRI; BUNNAG; ALLANACH et al., 2009).
Além disso, anadlises transcricionais recentes mostraram ainda que produtos de
transcricdo associados a células NK e suas vias estavam aumentados em casos de

RMA crbnica. Estes mecanismos independentes do complemento podem estar
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significativamente associados a sobrevida do enxerto, mesmo sem positividade para
C4d em células endoteliais (HIDALGO; SELLARES; SIS; MENGEL et al., 2012).

2.7 T-caderina

As caderinas sao proteinas fundamentais envolvidas da regulacéo dinamica do
contato e adesdo entre as células em diversos processos morfogenéticos. Sao
glicoproteinas transmembrana e representam uma superfamilia, com mais de 100
subtipos descritos em vertebrados. A T-caderina (Cad), produzida a partir da
transcricdo do gene CDH13, é expressa em células musculares lisas da parede de
vasos, bem como em células endoteliais. Sua estrutura encontra-se ilustrada na figura
3. A expressao aumentada desta proteina in vitro induz proliferacdo e aumento da
motilidade de células endoteliais, protegendo-as contra a apoptose mediada por
estresse oxidativo. Deste modo, Cad pode ser considerada um marcador de ativacao
da célula endotelial, além de favorecer a transmigracdo de células
inflamatérias(HERMANT; BIBERT; CONCORD; DUBLET et al., 2003). Este marcador
esta relacionado mais comumente a patogénese de doencas cardiovasculares, onde
a expressao aberrante desta proteina mostra associacdo com cardiomiopatias,
doenca aterosclerdtica e re-estenoses de stents (RESINK; PHILIPPOVA; JOSHI,
KYRIAKAKIS et al.,, 2009). Além disso, possui fundamental papel no controle e
amplificagdo da angiogénese (HEBBARD; GARLATTI; YOUNG; CARDIFF et al.,
2008).

36



Adiponectin

9

' Prodomain Trimer
7 | (high-affinity binding with
( o adiponectin hexamers Q@
& and multimers)
[alfa] e Hexamer
X X
. o o
T-cadherin @ 2 e
T T Cadherin repeat
83 o (classical cadherin @
ol structure) O
,5 a HMW multimer
GPI| anchor
;% (unigue cadherin
Plasma structure)
membrane
Cytosol

Figura 3: Conformacgéo estrutural de T-Caderina. A T-caderina encontra-se ancorada a
membrana plasmatica por meio do dominio GPI (especifico para este subtipo). Além disso, possui em
uma de suas extremidades um complexo com alta afinidade de ligacdo para adiponectina, mediando
importantes processos relacionados a eventos cardiovasculares. A porcdo intermediaria apresenta
semelhante estrutural com outras caderinas.

Fonte: Kita, S. Journal of Clinical Investigation, 2019 (KITA; MAEDA; SHIMOMURA,
2019).

2.8 Caveolina-1

Uma sinalizacdo efetiva através da membrana plasmatica é facilitada pela
presenca de dominios como as cavéolas, invaginacées com medida entre 50 e 100nm
e particularmente abundantes em células endoteliais, adipécitos, fibroblastos e
pneumacitos. Nestas estruturas, localizam-se complexos proteicos denominados
caveolinas, dentre as quais se destaca a caveolina-1 (Cav), que esta envolvida em
processos como transcitose molecular, permeabilidade vascular, regulacdo da oxido-
nitrico sintase, angiogénese e regeneracdo de células endoteliais (CHAND;
EDWARDS; CHUE; JESKY et al., 2016; FRANK; WOODMAN; PARK; LISANTI, 2003).
A figura 4 mostra as principais estruturas que compdem as cavéolas. A expressao
aumentada de Cav em células endoteliais ndo indica necessariamente um papel lesivo
deste mediador, mas uma consequéncia de lesdo endotelial pregressa que leva a

ativacdo de mecanismos de angiogénese e regeneracdo destas células (NAKADA,
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YAMAMOTO; HORITA; KOBAYASHI et al., 2016; SHIHATA; MICHELL; ANDREWS,;
CHIN-DUSTING, 2016)

Além disso, uma particular atencdo tem sido dada a este marcador devido a
seu papel com mediador da ativacao do fator de crescimento TGF- 3, envolvido na
fiborogénese do enxerto. Determinados polimorfismos do gene CAV-1 (rs4730751
SNP), como o gendétipo AA, que esta presente em cerca de 10% dos receptores,
podem estar associados a progressdo acelerada da fibrose do enxerto (MOORE;
MCKNIGHT; SIMMONDS; COURTNEY et al., 2010). Nakada et al, 2016,
demonstraram que a positividade aumentada para Cav em capilares peritubulares
possui associacdo com glomerulopatia do transplante e fibrose. Além disso, casos
com maior expressao de Cav foram associados a menor sobrevida do enxerto neste
estudo (YAMAMOTO; HORITA; TAKAHASHI; KOBAYASHI et al., 2008).

I Cav-1
T Cav-2

© cavin-1
@ Cavin-2

Figura 4: Estruturas envolvidas na formacdo das Cavéolas. Os constituintes das
caveodlas participam na mediacdo de processos como estresse oxidativo (eNOS), ativacédo de vias de
fiborogénese (TGF-B), influxo de Calcio (TRPC), sobrevivéncia celular (RTK), ativacdo de células
histiocitarias (TRPV4) e homeostasia celular medida por receptores acoplados a proteina G (GPCR).

Fonte: Shihata WA, Frontiers in Physiology, 2016 (SHIHATA; MICHELL; ANDREWS;
CHIN-DUSTING, 2016).
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2.9 Fator de von Willebrand

O fator de von Willebrand (Vwf) € uma glicoproteina plasmatica com estrutura
multimérica, seletivamente produzida em megacariécitos e células endoteliais.
Multimeros de Vwf sdo agrupados em estruturas helicoidais e armazenados em
corpos de Weibel-Palade em células endoteliais e alfa-granulos em plaquetas
(ALLISON, 2014).

O fator de von Willebrand interage com as plaquetas por meio de dois
receptores: glicoproteina Ib-IX-V e integrina allbB3. Em vasos lesados, a interagédo
Vwi-Gplb permite que as plaquetas rolem sobre células endoteliais lesadas e o tecido
subendotelial para que seja estabelecida uma interacdo adesiva primaria e instavel
(Figura 5). Além disso, ha a participacdo indireta de Vwf na cascata da coagulacéo
por meio de sua ligacdo ao fator VIII. Esta interacéo protege o fator VIII de clivagem
proteolitica, prologando sua meia-vida e também amplificando sua acdo em locais de
injaria vascular. Além disso, Vwf é um marcador chave de inflamacdo vascular,
participando em processos como recrutamento de leucdcitos e plaquetas. Ha o
suporte a ativacdo de mdltiplas vias inflamatérias, como o sistema complemento,
estando associado a doencas cardiovasculares e suas complicacdes, lesdo de
isquemia-reperfusdo, dentre outros processos (GRAGNANO; SPERLONGANO;
GOLIA; NATALE et al., 2017).

A deposicéo de Vwf foi ainda demonstrada no mesangio glomerular em varias
glomerulonefrites e em pacientes transplantados com disfuncdo cronica do enxerto
(OZDEMIR; SAR; HABERAL, 2006). Este marcador mostrou-se associado a
disfuncéo endotelial e ambiente pro-tromboético, bem como declinio da funcao renal
em pacientes transplantados (ALLISON, 2014; MARTINS; ALVES; CARDOSO; SILVA
et al., 2019). Sabe-se ainda que aloanticorpos podem induzir células endoteliais a
aumentarem sua producéo e liberacdo (ZBROCH; MALYSZKO; KOC-ZORAWSKA;
MYSLIWIEC, 2012).
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Figura 5: Papel do Fator de von Willebrand no processo de trombogénese.

Legenda: A) Vwf armazenado nas células endoteliais de vasos intactos e circulante no plasma. B)
Quando ha dano vascular, ocorre a interacdo entre Vwf-GplB, promovendo ativacdo e adesédo

plagueatéria. C) Formacao do coagulo.

Fonte: Mannucci P, N Engl J Med, 2004 (MANNUCCI, 2004).

Dado o desafio do diagnostico das lesbes aloimunes, a avaliagdo de
biomarcadores de dano endotelial parece uma ferramenta adicional interessante para
compor o arsenal. Entretanto, apenas esta validada esta avaliacado através de técnicas
de biologia molecular, as quais sdo inacessiveis a maioria dos centros
transplantadores do mundo. Assim, o diagndstico de lesdo endotelial por técnica de

IHQ pode ajudar a tornar esta informacéo mais amplamente disponivel.
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3 PERGUNTAS DE PARTIDA

- H4 uma associacao entre a expressao IHQ quantitativa dos marcadores Cav, Vwf e
Cad e parametros laboratoriais e histopatolégicos utilizados para o diagnoéstico de
RMA?

- Existem diferencas na expressao destes marcadores em casos de RMA aguda e

cronica?

- A expressao destes marcadores pode ser Util para diferenciar casos de RMA de

casos com positividade para C4d sem sinais de rejeicdo?

- A expressdo aumentada destes marcadores em bidpsias com FI-AT de etiologia

indeterminada pode representar fator de risco para perda do enxerto?
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4 HIPOTESES

- Bibpsias de enxerto renal com sinais de lesdo microvascular e/ou positividade para
C4d apresentam expressao aumentada de Cav, Vwf e Cad em capilares peritubulares

€ vasa recta.

- Pacientes com pesquisa positiva para DSA no momento da bidpsia apresentam

expressdo aumentada de Cav, Vwf e Cad a IHQ.

- Os marcadores selecionados apresentam maiores taxas de positividade em casos

de RMA crénica quando comparados ao C4d.

- A expressao dos trés marcadores em bidpsias com diagnéstico de RMA tende-a ser
mais difuso do que naqueles com FI-AT e positividade para C4d sem diagnéstico de

rejeicao.

- Biépsias com diagnéstico de FI-AT de etiologia indeterminada e que apresentam
expressdo aumentada destes marcadores apresentam risco aumentado de perda do

enxerto no periodo de 36 meses apos a realizacéo da biopsia.
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5 OBJETIVOS
Geral

- Avaliar a expressao IHQ dos marcadores Caveolina-1, Fator de von Willebrand e T-
caderina em bidpsias de enxerto renal que se enquadrem nas categorias diagnosticas
de Alteracbes Mediadas por Anticorpos e Fibrose Intersticial/Atrofia Tubular de

etiologia indeterminada.

Especificos

- Verificar a associacdo destes marcadores endoteliais com positividade para DSA,
expresséo IHQ do biomarcador C4d e presenca de lesdo microvascular aguda e/ou

cronica em biopsias de enxerto renal.

- Comparar a expressao destes marcadores em casos de RMA ativa e cronica, bem
como entre casos de RMA, FI-AT a esclarecer e positividade para C4d sem sinais de

rejeicao.

- Verificar a associacdo entre a expressdo IHQ destes marcadores e 0 risco
aumentado de perda do enxerto.
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Tipo de estudo

Esta pesquisa, de carater observacional, compreende dois estudos com

abordagens distintas.

- Estudo 1: de caréter transversal, onde todos os casos foram avaliados para a
determinacdo da associacdo entre a expressdao IHQ dos biomarcadores e os

parametros patoldgicos e laboratoriais utilizados para o diagnéstico de RMA.

- Estudo 2: de coorte retrospectiva, para avaliacdo dos marcadores supracitados
como fatores de risco associados a perda do enxerto em pacientes com FI-AT de

etiologia indeterminada.

6.2 Locais do estudo
- Servico de Transplante Renal, Hospital Geral de Fortaleza (HGF), Fortaleza, Brasil.

- Laboratério de Anatomia Patol6gica parceiro da instituicao, Fortaleza, Brasil.

6.3 Definigcdo da populacao

Pacientes submetidos a transplante renal em qualquer periodo e que
realizaram biopsias do enxerto por indicacdo de 2013 a 2017 e que tenham recebidos
os diagnosticos de Alteracdes Mediadas por Anticorpos (AMC) (Banff 2) ou FI-AT de

etiologia indeterminada.
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6.3.1 Critérios de incluséao
- Estudo 1

a) Pacientes que tiveram o diagnostico clinicopatolégico de uma das seguintes
condicbes: RMA ativa, RMA cronica (ativa ou inativa), positividade para C4d sem

sinais de rejeicdo ou FI-AT de etiologia indeterminada (Apéndice 1).

b) Biopsias com adequada representatividade para estudo anatomopatoldgico e IHQ,
apresentando, no minimo, 7 glomérulos e 1 artéria de médio calibre para avaliagao
(SOLEZ; AXELSEN; BENEDIKTSSON; BURDICK et al., 1993).

- Estudo 2

Pacientes que tiveram o diagnostico clinicopatologico de FI-AT de etiologia

indeterminada, conforme os critérios abaixo:

1: Presenca de FI-AT na amostra, em qualquer grau. N&o foram consideradas para
determinacao e quantificacdo de fibrose areas com amostragem subcapsular, bem
como medula renal. Utilizou-se a coloragdo de Tricromio de Masson para melhor
avaliacdo desta alteracdo patoldgica, a qual é rotineiramente utilizada em bidpsias de

enxerto renal.

2: Auséncia de alteracdes morfoldgicas suspeitas para RMA (Apéndice 1) e RMCT

(tubulite e inflamacgéo em areas de fibrose).
3: Auséncia de positividade para C4d a IHQ.
4: Auséncia de inclusdes virais.

5: Auséncia de cilindros neutrofilicos ou outras alteracbes sugestivas de quadro

infeccioso bacteriano.

6: Auséncia de evidéncias clinicas que permitam diagndstico etioldgico, tais como
episodios prévios de rejeicdo, altos niveis de medicamentos imunossupressores e

fibrose intersticial proveniente do doador.
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6.3.2 Critérios de exclusao
Para ambos os estudos, foram excluidos :

a) Pacientes cujas amostras de material histologico emblocadas em parafina ndo
foram suficientes para realizacdo de estudo IHQ com os marcadores propostos, ou
seja, amostras onde ndo foi possivel observar parénquima renal com adequada

representatividade (vide critérios de inclusédo) apés aprofundamento dos blocos.

b) Amostras de pacientes com artefatos pré-analiticos impeditivos a avaliacédo

qualitativa e quantitativa por meio do método IHQ.

c) Pacientes cujos dados clinicos e/ou patolégicos ndo puderam ser acessados

durante a coleta.

Para o Estudo 2, foram também excluidos os casos em que ndo foi possivel
acompanhar a evolucdo do enxerto no periodo de 36 meses apés a realizacdo da

biépsia por perda de seguimento.

Foram considerados todos os pacientes que fizeram bidpsia no referido periodo
e que se enquadraram nos critérios supracitados. A definicdo do intervalo de tempo
(2013 a 2017) compreende o periodo de contrato entre o H. Geral de Fortaleza e o

laboratoério de Patologia para bidpsias oriundas do setor de transplantes.

6.4 Aspectos éticos

O estudo atendeu aos critérios estabelecidos pela Resolugcdo 466/12 do
Conselho Nacional de Saude, que regulamenta a pesquisa envolvendo seres
humanos, e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Geral de
Fortaleza (CAEE numero 77473417.0.0000.5040; parecer consubstanciado numero
2.335.513). A consulta aos prontuarios apenas foi iniciada apds as aprovacdes
regulatorias e éticas devidas e foi garantida a integridade dos documentos.
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6.5 Coletade dados

O levantamento dos diagnésticos clinicopatolégicos foi realizado por meio da
revisdo dos laudos anatomopatologicos arquivados na base de dados do laboratério
de Patologia prestador de servicos ao HGF. Deste modo, todos os laudos emitidos
entre 2013 e 2017 foram levantados e revisados pelo pesquisador principal, que

selecionou aqueles que se enquadravam nos critérios de incluséo.

Os dados clinicos e laboratoriais referentes a estas biopsias foram coletados
por meio da revisdo de prontudrios arquivados no setor de Transplante Renal do HGF,
bem como pela checagem dos resultados de exames laboratoriais nas bases de

dados digitais do servico.

Todos os laudos de microscopia 6ptica emitidos no periodo do estudo foram
analisados pelo mesmo patologista renal (A.C.T.) Este profissional foi o responsavel
pelo levantamento dos casos e integracdo de suas informacdes com os parametros
clinico-laboratoriais obtidos por meio da coleta de dados. Casos previamente
laudados como suspeitos para RMA, sem informacdes clinicas e laboratoriais
disponibilizadas no momento da biépsia foram reanalisados e correlacionados com as
informacBes coletadas para melhor definicdo diagndstica. Todos o0s casos
selecionados foram reclassificados segundo o consenso Banff atualizado(LOUPY;
HAAS; ROUFOSSE; NAESENS et al., 2020). Quanto ao C4d, foram considerados os

laudos previamente emitidos.

6.6 Variaveis analisadas

6.6.1 Estudosle?2

- Caracteristicas clinicas e laboratoriais do doador: tipo de doador, idade do

doador, causa mortis, Creatinina (Cr) final (doador falecido).
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- Caracteristicas demograficas do receptor: sexo, idade, peso, altura, indice de
Massa Corpérea (IMC), etiologia da doenca renal cronica, tempo em dialise,

retransplante.

- Imunologia: nimero de incompatibilidades HLA entre doador e receptor, Painel de
Reatividade de Anticorpos (PRA | e PRA Il) e presenca de DSA no momento da
bidpsia. Os DSA avaliados nao foram individualizados quando ao subtipo e ao tempo

de surgimento (pré-transplante ou de novo).

- Dados clinicos relacionados ao transplante: terapia de indugdo com globulina
antitimocito (ATG), imunossupressao inicial, uso de corticoide no regime de

manutencao.

- Dados clinicos no momento da bidpsia: motivo da bidpsia, taxa de filtracdo
glomerular estimada (eTFG), presenca de proteindria, imunossupressao, tempo de

transplante.

- Analise histopatoldgica: niumero de glomérulos, nUmero de vasos, glomerulite (g),
glomerulopatia do transplante (cg), aumento de matriz mesangial (mm), fibrose
intersticial (ci), atrofia tubular (ct), inflamacéo intersticial (i), tubulite (t), inflamacéo em
areas de fibrose (i-ifta), total de inflamacao cortical (ti), arterite (v), espessamento da
intima de artérias (cv), pericapilarite (ptc), hialinose arteriolar nodular (aah), hialinose

arteriolar ndo nodular, IF.

- Imuno-histoquimica: marcacdo para C4d (escore, porcentagem de capilares
peritbulares), pesquisa do antigeno SV40 (quando disponivel, ou seja, desde que

realizado no momento da biépsia).

6.6.2 Dados especificos do Estudo 2

- Tempo de seguimento, eTFG em 12, 24 e 36 meses apods a realizagdo da bidpsia,
perda do enxerto, Gbito, causa da perda ou 6bito.
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6.7 Definicbes

- Imunossupressdo: o regime imunossupressor padrdo do Hospital Geral de
Fortaleza consiste em inducdo com ATG e manutencédo com tacrolimo e um inibidor
da mTOR, sem esteroide. O micofenolato € reservado para pacientes com
contraindicagbes aos mTORIi, como doenca renal cronica por gomeruloesclerose
segmentar e focal ou dislipidemia severa. Também ¢é utilizado para pacientes que
necessitaram descontinuar o mTORI por falha de eficacia ou seguranca. Os regimes
com esteroides ficam reservados para 0s pacientes considerados de alto risco

imunolégico e aqueles cuja doenca de base requer o tratamento com esteroides.

- DSA: para a definicdo da positividade para DSA, foi considerado o resultado do
ensaio imunolégico mais proximo a data de coleta da bidpsia, com limite de 6 meses
antes ou depois deste procedimento. Os resultados foram baseados no ensaio Single
Bead Antigen (Labscreen Singles Antigen; One Lambda). Considerou-se como DSA
positivo aqueles com resultado de MIF > 1500 (SUSAL; ROELEN; FISCHER;
CAMPOS et al., 2013).

- Proteinuria: para pacientes com proteintria 24h ou relagdo proteina/creatinina
disponiveis, consideramos proteindria a presenca de valores maiores que 1509/24h
ou 1509g/g, respectivamente. Para pacientes sem estes testes, consideramos qualquer

presenca de cruzes (+) no sumario de urina.

- eTFG: determinada por meio da formula CKD-EPI (https://www.mdcalc.com/ckd-epi-
equations-glomerular-filtration-rate-gfr) de acordo com o valor da Cr nos intervalos
pré-determinados (momento da bidpsia, 12 meses, 24 meses e 36 meses apos a
coleta). A férmula de Schwartz foi utilizada para pacientes pediatricos. Para pacientes
gue perderam o enxerto antes do término de seguimento proposto pelo estudo, foi
atribuido o valor zero as medidas seguintes a perda. Para os pacientes que faleceram,
atribuimos as medidas seguintes o Ultimo valor disponivel (abordagem Last
Observation Carried Forward, LOCF).
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- Perda do enxerto: definida como retorno definitivo do paciente a dialise ou a

realizacdo de retransplante.

- Parametros para diagnostico de RMA, FI-AT e positividade para C4d: utilizaram-
se 0s critérios propostos e atualizados no ultimo consenso Banff, realizado no ano de
2020 (Apéndice 1).

6.8 Estudo imuno-histoquimico

6.8.1 Selecdo dos marcadores de lesdo endotelial

A selecéo dos marcadores de lesdo endotelial Cav, Vwf e Cad foi baseada na

base de dados Human Protein Atlas (www.proteinatlas.org). Tal base de dados

proporciona aos pesquisadores uma visao geral da aplicabilidade de biomarcadores
para testes bioquimicos, avaliacao histopatoldgica e exames de biologia molecular.

Com base nos estudos que validaram os marcadores de ativacdo da célula
endotelial, foram avaliados aqueles que apresentavam baixos indices de marcacéo
em amostras histolégicas normais do parénquima renal. Além disso, priorizou-se
biomarcadores ja avaliados em outros estudos por meio de IHQ, em especial em
amostras de 6érgaos transplantados ou em outras condicbes que comprometem a
microvasculatura (COLLOT-TEIXEIRA; MCGREGOR; MORSER; CHALABREYSSE
et al., 2010; NAKADA; YAMAMOTO; HORITA; KOBAYASHI et al., 2016; OZDEMIR;
SAR; HABERAL, 2006; YAMAMOTO; HORITA; TAKAHASHI; KOBAYASHI et al.,
2008).

Foram utilizados como controles para as reagcdes amostras de pulméao (Cav),
placenta (Vwf) e glomérulos normais em amostras de nefrectomia por tumores renais.
(T-Caderina).
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6.8.2 Descri¢cdo datécnica

Os blocos de parafina contendo as amostras biopsiadas e previamente
selecionadas foram solicitados ao arquivo do laboratério de Patologia que mantinha

convénio com o HGF durante o periodo selecionado nos critérios de inclusao.

- Cortes dos blocos de parafina: para a utilizacéo do anticorpo, realizaram-se cortes
dos tecidos previamente fixados em formol e impregnados em parafina. As amostras
de tecido foram cortadas no micrétomo em secc¢des de 3um e acondicionadas em

laminas silanizadas.

- Secagem e fixacdo do tecido a lamina, sendo esta etapa realizada em estufa por
10 minutos a uma temperatura de 60°C.

- Colocacdo das laminas na maquina BenchMarck GX da Ventana®, onde todas

as reagoOes foram realizadas (Figura 6).

Figura 6 Maquina BenchMarck Gx Ventana®.

51



Fonte: autor.

- Desparafinizagcao dos cortes, utilizando a solucédo EZ PREP Concentrate (10x).

- Recuperacéao antigénica: realizada em solucdo Cell Conditioning Solution (CC1)
em pH de 8,4, por 30min, a uma temperatura de 95°C. Esta etapa permite uma melhor
interacdo entre os anticorpos que serdo adicionados e os epitopos dos antigenos-

alvo.

- Blogueio da peroxidase: realizado para evitar acao da peroxidase endoégena, a qual
pode reagir com o composto diaminobenzidina (DAB), utilizado nas etapas seguintes
do processo e essencial para revelar a interacdo antigeno-anticorpo. Utilizou-se a

solucéo View Universal DAB Inhibitor.

- Colocados os anticorpos primarios, conforme as seguintes dilui¢cdes:
- Vwf (DAKO®, USA): policlonal, Titulagédo de 1:100.
- Cav1 (Cell Marque®, USA): clone 2297, Titulagdo 1:100.
- Cad (Abcam® USA): clone EPR9621, Titulagéo: 1:1000.

Todos os anticorpos foram validados por meio da avaliacdo de controles positivos e
negativos. Utilizaram-se ainda controles internos (positividade em glomérulo e parede

de vasos de médio calibre).

- Adicdo do anticorpo secundario: realizado por meio da adigdo do composto
Ventana Universal HRP Multimer. O anticorpo secundario associado a enzima liga-se
aos complexos antigeno-anticorpo previamente formados, havendo assim uma

amplificacédo da reacao.

- Adicdo da diaminobenzidina cromogeno (View Universal DAB Chromogen) e

diluidor (H202), onde as areas de ligacdo antigeno-anticorpo passam a apresentar

52



coloragdo acastanhada ao exame de microscopia Optica. A intensificacdo desta
coloracgdo é realizada por meio adicdo do reagente Cooper.

- Contracoloracdo com Hematoxilina e utilizacdo do reagente Bluing para melhor

contraste com a marcacéao positiva evidenciada na etapa anterior.
- Passagem das laminas em alcool absoluto.

- Secagem de montagem das laminas.

6.8.3 Critérios de avaliacdo

Os trés marcadores foram avaliados conforme a sua expressdo qualitativa e
guantitativa em capilares medulares e vasa recta, seguindo 0S mesmos critérios
utilizados para definir a marcacdo para C4d, ou seja, positividade em células
endoteliais, forte, linear e continua (ROUFOSSE; SIMMONDS; CLAHSEN-VAN
GRONINGEN; HAAS et al., 2018). Nao foram considerados positivos aqueles casos
com marcacao em parede de artérias ou arteriolas, bem como o0s que apresentaram

marcagao em conteudo intravascular (plasma).

Considerou-se como caso positivo todo aquele no qual havia ao menos um
capilar peritubular positivo para o biomarcador. Para avaliacdo quantitativa, realizou-
se a analise de 10 campos microscopicos aleatorios de cortex e medula em grande
aumento. Contaram-se o numero de capilares peritubulares e vasa recta positivos
nestes campos e o numero total de capilares peritubulares evidenciados, para que
assim fosse determinado o percentual de vasos com positividade para os marcadores
testados. Nao foi avaliada marcacdo em outros compartimentos, como tuabulos,

intersticio e glomérulos.

6.9 Anéalise estatistica
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As variaveis categoricas foram expressas como frequéncias e percentuais e
comparadas utilizando o teste de Qui-Quadrado ou Fisher, a depender do numero de
observacdes na tabela de contingéncia 2x2.

As variaveis numéricas foram expressas como meédias + desvio padrao, para
dados com distribuicdo normal, e mediana (intervalo interquartil/ IQR), para dados nao
paramétricos. A analise da distribuicdo das variaveis numéricas foi feita utilizando os
testes Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov. Utilizaram-se os Testes T de Student e o
Teste de Mann-Whitney, conforme a distribuicdo das variaveis. Para andlises
envolvendo mais de dois subgrupos, utilizaram-se o teste de ANOVA para dados
paramétricos e o teste de Kruskal-Wallis para os ndo paramétricos. Adotou-se o valor
de p inferior a 0,05 como nivel de significancia.

Cada biopsia foi considerada como um caso para analise. Empregou-se o
modelo de Area Under the Curve (AUC) Receiver Operating Characteristics (ROC)
para a determinacdo da acuracia dos trés marcadores estudados para predicdo de
perda de enxerto. A hipétese nula foi de que o valor de AUC-ROC, quando inferior ou
igual a 0,5, correspondia a um teste aleatério, sem poder discriminante. Deste modo,
foram selecionados os marcadores que apresentaram valores de AUC superiores a
0,5 e determinados os valores de marcacgao percentual em capilares peritubulares que
apresentavam melhores indices de sensibilidade e especificidade, para posterior
analise de curvas de Kaplan-Meier e teste de Log-rank.

Para avaliacdo da evolucdo da TFG apOs a coleta da bidpsia, utilizou-se a
analise por meio de Modelos Lineares Generalizados para medidas repetidas.

As analises uni e multivariadas para risco de perda do enxerto em 36 meses
foram realizadas por meio de regressao de Cox. Foram selecionadas para analise
multivariada todas as variaveis com valores de p inferiores a 0,15. Foram excluidas
as variaveis colineares. No modelo multivariado, utilizamos o método stepwise e foram
consideradas significantes as variaveis cujo valor de p foi inferior a 0,05.

As seguintes variaveis foram avaliadas: idade do doador, sexo do receptor,
idade, etnia, etiologia da doenca renal cronica, tempo em dialise, retransplante, PRA
I, PRA II, DSA, mismatches, inducdo com ATG, TFG no momento da bidpsia,
concentracdo sanguinea de tacrolimo, concentracdo sanguinea de mMTORI,
proteindria, grau de Fibrose Intersticial e marcagédo de Cav, Vwf e Cad a IHQ.

As seguintes variaveis nao foram incluidas no modelo multivariado:
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- Tempo de transplante: devido a sua Obvia associacdo com risco aumentado de
perda.
- Tipo de doador: apresenta colinearidade com tempo de transplante, isto €,
transplantes de doadores vivos apresentaram tempos de transplante
significativamente maiores. Isso ocorre porque o numero de transplante com doador
vivo no servico (bem como em todos o pais) reduziu significativamente nos ultimos
anos.
- Imunossupresséao: devido ao fato de pacientes com maior risco de perda ja fazerem
uso de esquemas especificos, com maior frequéncia de utilizacdo de micofenolato de
mofetila ou sdédico (pacientes com contraindicacdo aos mTORi ou convertidos por
falha de eficacia ou seguranca).

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio de software IBM SPSS
Statistics (26.0), enquanto os gréaficos foram elaborarados no software GraphPad
Prism 8.0.
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7 RESULTADOS

Entre os anos de 2013 e 2017, foram encaminhadas 532 bidpsias de enxertos
renais ao laboratério de Patologia que mantinha convénio com o HGF. Destas, 135
(25,4%) enquadravam-se na categoria Banff 2/AMC. Deste total, 21 casos (15,6%)
foram excluidos devido a registros clinicos incompletos e/ou material inadequado para
IHQ, restando 114 amostras. 74 bidpsias (13,9%) foram diagnosticadas como FI-AT
de etiologia indeterminada, sendo que 2 delas (2,7%) ndo apresentavam material
adequado para IHQ e 1 (1,4%) néo foi incluida na coorte retrospectiva pelo fato de
seu prontuario néo ter sido localizado. Deste modo, 186 amostras foram incluidas para
a analise transversal do estudo (Estudo 1) e 71 para as andlises de desfecho (Estudo
2) (Figura 7).

2013 - 2017

F 532 bx renais *
Banff 2 FI-AT
n= 135 n=74

- 16 bx- :eglsst/ros clinicos .
—_— incompletos/n&o encontrados z
l - 5 bx-material insuficiente para l—» 2 bx - material insuficiente IHQ,
IHQ
n= 114 n= 72
——p 1casosem dados de
1 segulmento pés-bx
AMOSTRA FINAL
- 186 casos — Estudo 1 n=71

- 71 casos — Estudo 2

Figura 7. Definicdo da amostra de acordo com critérios de inclusdo e excluséo

7.1. Estudo 1

Do total de biépsias 186 selecionadas, 162 (87,1%) foram coletadas por uma

causa especifica, enquanto 24 (12,9%) foram realizadas em um contexto de funcéo
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tardia do enxerto (bidpsia de vigilancia). Casos com AMC (n = 114) corresponderam
a 61,3% da amostra, enquanto amostras com FI-AT (n = 72) corresponderam a
38,7%. 186 bidpsias foram obtidas de 179 pacientes. Estes receptores de transplante
renal eram predominantemente do sexo masculino (97, 54,2%), pardos (135, 75,4%)
com idade média de 39,6 + 15,7 anos (variando de 4 a 76 anos). A mediana do tempo
de transplante até a data de realizacdo da biopsia foi de 401,5 dias (IQR = 1622,0),
enquanto a mediana de TFG foi de 31,3 ml/min/1,73m? (IQR = 33,9). DSA foi
detectado em 62 (33,3%) casos. Oitenta e duas (44,1%) amostras foram
diagnosticadas como RMA, sendo 44 (53,7%) casos de RMA ativa, 34 (47,5%) de
RMA cronica ativa e 4 (4,9%) de RMA aguda mista (alteracdes sobrepostas com
RMCT). Trinta e dois casos (17,2%) foram diagnosticados como positividade para C4d

sem sinais de rejeicao (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas demograficas dos receptores e principais achados

patolégicos.
Demografia n=179
Sexo masculino, n(%) 97 (54,2)
Raca, n(%)
Branco 19 (10,6)
Negro 17 (9,5)
Pardo 135 (75,4)
N&o informada 8 (4,5)
Idade (anos), média + DP 39,6 £ 15,7
Etiologia DRC, n(%)
Doenca hipertensiva 20 (11,2)
Diabetes Mellitus 11 (6,1)
Glomerulonefrites 46 (25,7)
Outras 36 (20,1)
Desconhecida/Indeterminada 66 (36,9)
Tempo em dialise (meses), mediana (IQR) 27.5 (38,0)
Retransplante, n(%) 29 (16,2%)
Doador
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Falecido 143 (79,9)
Vivo relacionado 29 (16,2)
Vivo néo relacionado 7 (3,9)

Mismatches HLA, média + DP 3614
Cr final (mg/dl), média = DP 15+1,1
Inducdo com ATG, N(%) 137 (76,5)
Dados clinicos no momento da bidpsia n =186
PRA | (%), mediana (IQR) 0,0 (39,2)
PRA 1l (%), mediana (IQR) 0,0 (1,7)
DSA, n(%) 62 (33,3)
Tempo de transplante (dias), mediana (IQR) 401,5 (1622,3)
eTFG (ml/min/1,73m?), mediana (IQR) 31,3 (33,9)
Terapia imunossupressora (N0 momento da
biépsia), n(%)
TAC/mTORI 99 (53,2)
TAC/MPA 57 (30,7)
TAC/mTORI/MPA 14 (7,5)
Outros 10 (5,3)
N&o informada 6 (3,3)
Histopatologia n =186
Numero de glomérulos, mediana (IQR) 12.0 (10,0)
Numero de vasos, mediana (IQR) 1.0 (2,0)
Diagnaostico final, n(%)
FI-AT de etiologia indeterminada 72 (38,7)
Positividade para C4d sem rejeicao 32(17,2)
RMA ativa 44 (23,7)
Rejeicdo mista (RMA e RMCT) 4 (2,2)
RMA cronica ativa 34 (18,3)

Cr: Creatinina; DRC: doenca renal cronica, HLA: antigeno leucocitario humano, PRA: painel de
reatividade de anticorpos, DSA: anticorpo especifico anti-HLA do doador, eTFG: taxa de filtragdo
glomerular, TAC: Tacrolimo, mTORI: inibidor da via mTOR: MPA: micofenolato de mofetila ou sddico,
FI-AT: fibrose intersticial e atrofia tubular, RMA: rejeicdo mediada por anticorpos, RMCT: rejeicdo

mediada por células T; ATG: globulina antitimécito
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A expressao IHQ de Cav foi observada em 35 amostras (18,8%) (mediana =
0,0%, IQR =0,0%). 149 casos (80,1%) apresentaram positividade para Vwf (mediana
=22,5%, IQR = 49,6%) e 127 (68,3%) mostraram positividade para Cad (mediana =
11,7%, IQR = 32,9%) (Figura 8). Houve maior percentual de casos positivos para Cav
(24,6% vs. 8,3%, p = 0,006), Vwf (88,6% vs. 66,7%, p = 0,001) e Cad (79,0% x 51,4%,
p < 0,001) nas biopsias com AMC.

100 .
> )
80—
0
60— I "
R A
40—
4
20— i
0
Vwf Cad Cav

Vwf: fator de Von Willebrand, Cad: T-Caderina, Cav: Caveolina-1.

Figura 8. Distribuicdo dos casos conforme porcentual de capilares peritubulares
e vasa recta com marcacdo para Fator de Von Willebrand, T-Caderina e

Caveolina-1.

A mediana de capilares peritubulares positivos para Vwf foi significativamente
maior em amostras com escore MVI >1 quando comparado com o grupo MVI = 0
(61,7% vs. 12,5%, p < 0,001) (Figura 9). O mesmo foi observado para Cad (20,0% vs.
10,6%, p = 0,013) (Figura 10) e Cav (0,0% vs. 0,0%, p = 0,024) (Figura 11).
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Figura 9. Distribui¢cdo dos casos conforme MVI e positividade em capilares

peritubulares e vasa recta para Fator de Von Willebrand.
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Mediana IQR
MVI=0 10,6% 24,8%
MVI=1 22,0% 49,1%
MVI>1 20,0% 48,7%

Cad: T-Caderina, MVI: escore de injdria microvascular.

Figura 10. Distribuicdo dos casos conforme MVI e positividade em capilares

peritubulares e vasa recta para T-Caderina.
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Cav: Caveolina-1, MVI: escore de injaria microvascular.

Figura 11. Distribuic&o dos casos conforme MVI e positividade em capilares

peritubulares e vasa recta para Caveolina-1.
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A mediana de capilares peritubulares e vasa recta positivos para Vwf foi maior

nos pacientes que apresentavam positividade focal para C4d (C4d2) (29,9% vs. 9,7%,
p = 0,001) e positividade difusa (C4d3) (62,9% vs. 9,7%, p < 0,001), quando

comparados com casos sem marcacao (C4d0) (Figura 12.A). O marcador Cad

apresentou maior marcagao no grupo C4d2 quando comparado ao grupo C4d0 (16,3

vs. 5,5%, p = 0,006) (Figura 12.B). Nao se observaram diferencas na expresséo de

Cav entre 0s grupos.
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Figura 12. Distribuicdo dos casos conforme escore de positividade para C4d e
marcacao em capilares peritubulares e vasa recta para Fator de Von Willebrand
(A) e T-Caderina (B)

Casos com DSA positivo apresentaram uma maior mediana de expresséao de
Vwf quando comparados a casos com pesquisa negativa para anticorpos anti-HLA
(35,3% vs. 16,9%, p = 0,016) (Figura 13). Esta diferenca nao foi observada para os
marcadores Cad (15,0% vs. 8,2%, p = 0,173), Cav (0,0% vs. 0,0%, p =0,942) e
também para C4d (10,0% vs. 5,0%, p.= 0,255).
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Vwf: fator de von Willebrand, DAS: anticorpos especificos anti-HLA do doador

Figura 13. Distribuicdo dos casos conforme a positividade para DSA e a

marcacao em capilares peritubulares e vasa recta para Fator de Von Willebrand.

Os trés biomarcadores testados apresentaram maior expressao em casos

diagnosticados como rejeicao (RMA ativa, RMA crénica ativa e RMA mista) quando
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comparados a casos de FI-AT. A maior diferenca foi observada para Vwf (44,7% vs.
X 8,4%, p < 0,001) (Figura 14.A). A mediana da expressao de Cad foi de 16,5% vs.
0,0% (p < 0,001) (Figura 14.B). A mediana de capilares peritubulares e vasa recta
positivos para Cav foi de 0,0% (IQR 0,0%) em casos de rejeicao e de 0,0% (IQR 5,0%)
em casos de FI-AT (p = 0,001) (Figura 14.C). Nao houve diferencas de medianas de
expressdo entre casos de rejeicdo C4d positivos e aqueles C4d negativos para Cav
(0,0% vs. 2,5%, p =0,170), Vwf (44,7% vs. 48,2%, p = 0,439) e Cad (15,6% vs. 44,4%,
p = 0,341).
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Vwf Mediana IQR
FI-AT  44,7% 54,0%
RMA  8,4% 21,5%
Cad Mediana IQR
FI-AT  0,0% 18,4%
RMA  16,5% 36,8%
Cav Mediana IQR
FI-AT  0,0% 0,0%
RMA  0,0% 5,0%

Vwf: fator de von Willebrand, Cad: T- Caderina, Cav: Caveolina-1, RMA: Rejeicdo Mediada por

Anticorpos, FI-AT: Fibrose intersticial e atrofia tubular

Figura 14. Distribuicdo dos casos conforme o diagnéstico de RMA e a marcacao

em capilares peritubulares e vasa recta para Fator de Von Willebrand (A), T-

Caderina (B) e Caveolina-1 (C).

O marcador Cad apresentou maior mediana de expressdo em casos de RMA

cronica ativa, quando comparado a quadros ativos (35,9% vs. 11,7%, p = 0,001). Uma

maior expressdo em casos crénicos também foi observada para Cav (0,0% vs. 0,0%,

p = 0,049) (Figura 15).
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RMA: Rejeicdo Mediada por Anticorpos; Cad: T- Caderina, Cav: Caveolina-1.

Figura 15. Distribui¢céo dos casos conforme o diagndéstico de RMA e a marcacao
em capilares peritubulares e vasa recta para Fator de Von Willebrand (A), T-

Caderina (B) e Caveolina-1 (C).

Quatro grupos foram analisados conforme a presenca de MVI e positividade
para C4d. A mediana da expressao de Vwf foi significativamente maior no grupo
MVI+/C4d+ quando comparado ao grupo MVI-/C4d- (54,6% vs. 7,7%, p < 0,001) e ao
grupo MVI-/C4d+ (54,6% vs. 27,0%, p = 0,013). Casos MVI-/C4d+ também

apresentaram maior mediana de expressdo quando comparados aos casos do grupo
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A)

V(%)

MVI-/C4d- (27,0% vs. 7,7%, p = 0,002) (Figura 16.A). A positividade mediana para
Cad nos grupos MVI+/C4d+ (18,3% vs. 0,0%, p = 0,002) e MVI-/C4d- (24,6% vs. 0,0%,
p = 0,044) foi maior que a observada no grupo MVI-/C4d- (Figura 16.B). Nao houve

diferencas entre os grupos para o marcador Cav (medianas 0,0% vs. 0,0% vs. 0,0%

vs. 0,0%, p = 0,050)
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MVI+/C4d- 24,6% 57,7%
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Vwf: fator de von Willebrand, Cad: T-Caderina, MVI = escore de injdria microvascular.
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Figura 16. Distribuic&o dos casos conforme a combinagcéo de MVl e C4d e a

marcacao para Fator de Von Willebrand (A) e T-Caderina (B).

Analisaram-se trés grupos conforme a combinacao da positividade para DSA,
MVI e C4d. A mediana da expressao de Vwf foi maior nos grupos DSA+/MVI+/C4d+
(63,8% vs. 7,2%, p < 0,001) e DSA+/MVI-/C4d+ (36,0% vs. 7,2%, p = 0,013) quando
comparados aos casos DSA-/MVI-/C4d-. Nao foram observadas diferencas entre os
grupos DSA+/MVI-/C4d+ e DSA+/MVI+/C4d+ (63,8% vs. 51,4%, p = 0,556) (Figura
17). Os marcadores Cav (0,0% vs. 0,0% vs. 0,0%, p = 0,174) e Cad (30,0% vs. 11,7%

vs. 10,6%, p = 0,109) ndo apresentaram diferencas quantitativas de medianas de

marcacao entre 0os grupos analisados.
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Vwf: fator de von Willebrand, MVI: escore de injlria microvascular, DSA: anticorpos especificos anti-

HLA do doador.
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Figura 17. Distribuicdo dos casos conforme a combinac&o de DSA, MVl e C4d e

a marcacao para Fator de Von Willebrand.

A marcacdo conjunta de Vwf e Cad foi avaliada por meio do calculo da
positividade média - (Vwf+Cad)/2 - nos grupos FI-AT, C4d sem sinais de rejeicao e
RMA. Observou-se maior mediana de expressdo em casos de RMA quando
comparados a casos C4d positivos sem rejeicao (37,8% x 21,2%, p =0,035) e a casos
diagnosticados como FI-AT (37,8% vs. 10,2%, p < 0,001) (Figura 18). O teste nao
paramétrico de Spearman mostrou correlacao positiva entre as marcacdes de Vwf e
Cad (r = 0,230, IC 95% 0,083-0,367, p = 0, 002).
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Vwf: fator de von Willebrand, Cad: T-Caderina, FI-AT: Fibrose intersticial e atrofia tubular, C4d+/SR:

C4d positivo sem sinais de rejeicdo, RMA: Rejeicdo Mediada por Anticorpos.

Figura 18. Distribuicdo dos casos conforme a média de marcacao de Fator de
Von Willebrand e T-Caderina e os diagnosticos de FI-AT, positividade para C4d

sem sinais de rejeicdo e RMA.
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Os resultados das analises quantitativas realizadas encontram-se detalhadas

no Apéndice 2.

As figuras 19 e 20 mostram o padrdo de marcagdo a IHQ em amostras

diagnosticadas como FI-AT e RMA.

Figura 19. Alteracdes histopatoldgicas e marcagdo imuno-histoquimica em caso
de RMA crdnica ativa MVI+/C4d+. A) Duplos contornos em algas capilares
glomerulares e alteracdes isquémicas, caracterizando glomerulopatias crénica

do transplante (Prata Jones, 400x). B) Marcacao focal para Cav em capilares
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peritubulares corticais (200x). C) Marcacdo moderada de Vwf em capilares

peritubulares corticais (100x). D) Marcacao difusa para Cav em capilares

peritubulares e vasa recta (400x).

< ~ar,ut
s
9/ N

Figura 20. Alteracdes histopatolégicas e marcacado imuno-histoquimica em caso
de FI-AT, DSA-, MVI-, C4d-. A) Fibrose intersticial e atrofia tubular (Tricromio de
Masson, 200x). B) Marcacéao focal para Vwf em capilares peritubulares corticais
(200x). C) Marcacéo focal para Cad em capilares peritubulares corticais (200x).
D) Auséncia de marcacéao para Cav (200x).
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7.1 Estudo 2

Setenta e uma biopsias diagnosticadas como FI-AT, de 65 receptores, foram
analisadas. Dezoito casos (25,4%) apresentaram perda do enxerto no periodo
considerado e 2 (2,8%) vieram a Obito por causas infecciosas. Dentre as causas de
perda, 6 casos (33,3%) foram relatados como rejeicdo crbnica associada a ma
aderéncia ao tratamento imunossupressor (n = 6, 33%), 1 (5,6%) como trombose do
enxerto, 1 (5,6%) como fistula arteriovenosa, 1 (5,6%) como nefrite intersticial por BK
virus, 1 (5,6%) como Glomerulosclerose Segmentar e Focal e 1 (5,6%) como infec¢éo
bacteriana em loja cirurgica. Em 7 casos (38,9%) nao foi possivel definir precisamente

a etiologia da perda.

Na andlise bivariada, o grupo que evoluiu para perda do enxerto apresentava
receptores mais velhos (47,2 vs. 33,5, p = 0,008), menor percentual de pacientes com
DSA positivo (11,8% x 37,7%, p = 0,045), maior tempo de transplante (4,6 anos vs. X
2,1 anos, p = 0,011), maior percentual de pacientes em uso de micofenolato (77,7% X
33,9%, p = 0,002) e menor eTFG estimada no momento da bidpsia (26,9
ml/min/1,73m? vs. 48,9 ml/min/1,73m?, p < 0,001) (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas demograficas dos casos com FI-AT conforme o

diagnostico de perda do enxerto.

Perda do enxerto p

Demografia N&o (n =53) Sim (n=18)
Sexo masculino, n(%) 36 (67,9) 13 (72,2) 0,733
Etnia

Caucasiano 6 (11,3) 2(12,5)

Pardo 44 (83,0) 15 (83,3) 1,000

Negro 35,7 1 (5,6)
Idade (anos), mediana (IQR) 33,5 (25) 47,2 (27) 0,008
Etiologia da DRC, n(%)

Doenca hipertensiva 4 (7,5) 5 (27,8)
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Diabetes Mellitus
Glomerulopatias
Outras
Desconhecida/Indeterminada
IMC (kg/m?) , mediana (IQR)
Tempo em didlise (meses), mediana (IQR)
Retransplante, n(%)
Tipo de doador, n(%)
Falecido
Vivo
Idade do doador (anos), mediana (IQR)
PRA | (%), mediana (IQR)
PRA 1l, (%), mediana (IQR)
Mismatches, HLA média + SD
DSA (n, %)
Terapia de indugéo com ATG, n(%)
Imunossupressao inicial, n(%)
TAC/mTORI
TAC/MPA
TAC/mTORI/MPA
Corticoides (inicial), n(%)
Imunossupressao (biopsia), n(%)
TAC/mTORI
TAC/MPA
TAC/mTORI/MPA
Outros
eTFG (ml/min/1,73m?), mediana (IQR)

Tempo de transplante (anos), mediana (IQR)

2 (3,8)

12 (22,6)
18 (34,0)
17 (32,1)
22,7 (6,7)
21,0 (24,0)
6 (11,3)

44 (83,0)
9 (17,0)
42,0 (23,0)
0,0 (9,3)
0,0 (0,0)
3,2+/-1,7
20 (37,7)
44 (84,6)

35 (66,0)
14 (26,4)
4 (7,5)

23 (43,4)

38 (71,7)
7 (13,2)

7 (13,2)
1(1,9)
48,9 (24,0)
2,1 (4,1)

3 (16,7)

3 (16,7)

0 (0,0)

7 (38,9)
26,3 (7,9)
34,0 (68,0)
1 (5,6)

12 (66,7)
6 (33,3)
30,0 (23,0)
0,0 (0,0)
0,0 (0,0)
3,7 +- 0,9
2 (11,8)
12 (75,0)

4 (22,2)
8 (44,4)
6 (33,3)
9 (52,9)

8 (44,4)
7 (38,9)

2 (11,1)

1 (5,6)
26,9 (20,0)
4,6 (7,3)

0,007

0,087
0,199
0,478

0,142

0,305

0,234

0,180

0,833

0,045

0,378

0,002

0,492

0,081

<0,001
0,011

DRC: doenca renal cronica, IMC: indice de massa corporeo, PRA: Painel de Reatividade de Anticorpos,

HLA: antigeno leucocitario humano, PRA: painel de reatividade de anticorpos, DSA: anticorpo

especifico anti-HLA do doador, TAC: Tacrolimo, mTORI: inibidor da via mTOR: MPA: micofenolato de

mofetila ou sodico, eTFG: taxa de filtracdo glomerular.
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Nos casos que evoluiram com perda do enxerto, foram observados maiores
médias dos escores de Banff para os pardmetros fibrose intersticial (ci) (1,6 vs. 1,2, p
= 0,026) e fibrose intersticial (ci) + atrofia tubular (ct) (2,9 vs. 2,1, p = 0,003). Nao
houve diferencas significativas entre os grupos quanto a mediana do percentual de
capilares tubulares e vasa recta positivos para Cav (0,0% vs. 0,0%, p = 0,842), Vwf
(11,6% vs. 7,5%, p = 0,061) e Cad (0,0% vs. 6,3%, p= 0,889) (Tabela 3).

Tabela 3. Alteracdes histolégicas e marcacdo imuno-histoquimica para
Caveolina-1, Fator de Von Willebrand e T-Caderina dos casos com FI-AT

conforme o diagnéstico de perda do enxerto.

Banff Perda do enxerto p
N&o (n =53) Sim (n =18)

ci, média £ DP 1,2+0,5 1,6+0,7 0,026
ci + ct, média + DP 21+1,1 29+13 0,003
mm > 0, n (%) 14 (26,9) 8 (47,1) 0,122
i>0,n (%) 5(9,4) 1 (5,6) 0,609
t>0, n (%) 3(5,7) 1 (5,6) 0,987
ti > 0, n (%) 21 (39,6) 7 (38,9) 0,956
i-ifta > 0, n (%) 22 (41,5) 7 (38,9) 0,845
cv > 0, n (%) 15 (44,1) 8 (57,1) 0,412
ah >0, n (%) 1(1,9) 0 (0,0) 0,557
aah >0, n (%) 6 (11,3) 4 (22,2) 0,251
Imuno-histoquimica

Cav (%), mediana (IQR) 0,0(0,0) 0,0(0,0) 0,842
Vwf (%), mediana (IQR) 7,5(15,0) 11,6(18,6) 0,061
Cad (%), mediana (IQR) 6,3(17,5) 0,0(28,3) 0,889

ci: fibrose intersticial, ct: atrofia tubular, mm: aumento de matriz mesangial, i: inflamacdao intersticial, ti:
total de inflamacdo cortical, i-ifta: inflamacao em areas de fibrose, cv: espessamento fibroso intimal, ah
= hialinose arteriolar ndo nodular, aah: hialinose arteriolar nodular, Cav: Caveolina-1, Vwf: fator de von
Willebrand, Cad: T-Caderina.
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As curvas ROC de Vwf, Cad e Cav para predicao de perda do enxerto estao
demonstradas na figura 21. De acordo com estas andlises, Vwf foi o biomarcador com
melhor acuracia para prever perda do enxerto, com AUC-ROC de 0,637 (IC 95%
0,486-0,788, p = 0,101). Quando utilizado o ponto de corte de 10,1 % dos capilares
peritubulares, encontraram-se valores de sensibilidade e especificidade de,
respectivamente, 72,2% (IC 95% 49,1-87,5%) e 58,5% (IC 95% 45,1-70,7). Deste
modo, os casos foram agrupados quanto a marcacéo para Vwf em menor ou igual a
10% e maior que 10%. Os valores de AUC-ROC para Cad e Cav foram,
respectivamente de 0,480 (IC 95% 0,304-0,656, p = 0,811) e 0,493 (0,329-0,656, p =
0,928) (Figura 21).

1.0
—Vwf
—Cav
0.8 —Cad
—Referéncia
@
b= 0.6
2
2
L]
3
¢ 04
0.2
0.0
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1 - Especificidade

AUC IC 95% p
vwf 0,637 0,486-0,788 0,101
Cad 0,480 0,304-0,656 0,811
Cav 0,493 0,329-0,656 0,928

Vwf: fator de von Willebrand, Cav: Caveolina-1, Cad: T-Caderina.
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Figura 21. Curvas AUC-ROC dos marcadores Fator de Von Willebrand, T-

Caderina e Caveolina-1 para predicao de perda do enxerto.

Espécimes com marcacao de Vwf em mais de 10% dos capilares peritubulares

e vasa recta mostraram maior percentual de pacientes mulheres (44,8% vs. 21,4%,

p = 0,036), caucasianos (25,9% vs. 2,4%, p = 0,001) e amostras com fibrose

intersticial moderada ou acentuada (ci > 1) ao exame anatomopatoldgico (41,4% vs.

14,3%, p = 0,010) (Tabela 4).

Tabela 4. Caracteristicas demogréficas,

laboratoriais e histologicas dos

pacientes conforme o percentual de capilares e peritubulares para Fator de Von

Willebrand (< 10% e >10%).

Variaveis Vwf £10% Vwf > 10% p
(n=42) (n =29)

Sexo feminino, n(%) 9(21,4) 13 (44,8) 0,036
Idade (anos), mediana (IQR) 34 (23) 47 (25)
Etnia, n(%)

Caucasiano 1(2,4) 7 (25,9) 0,010

Pardo 38 (92,7) 18 (66,7)

Negro 2 (4,9) 2 (7,4)
Mismatches HLA, média + DP 3,0 (1,0 3,0 (2,0) 0,971
PRA | (%), mediana (IQR) 0,0 (5,9) 0,0 (10,0) 0,936
PRA Il (%), mediana (IQR) 0,0 (0,0) 0,0 (0,03) 0,702
DSA, n(%) 13 (31%) 9(32,1) 0,916
Proteindria, n(%) 26 (61,9) 15 (51,7) 0,393
ci > 1, n(%) 6 (14,3) 12 (41,4) 0,010
i-ifta > 0, n(%) 15 (35,7) 14 (48,3) 0,290
eTFG no momento da bidpsia 47,2 (24,9) 37,4 (23,0) 0,085

(ml/min/1,73m?), mediana (IQR)
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Tempo de transplante (anos), 2,0 (3,7) 2,2 (5,2) 0,375
mediana (IQR)

DRC: doenca renal cronica, IMC: indice de massa corpéreo, PRA: Painel de Reatividade de Anticorpos,
HLA: antigeno leucocitario humano, PRA: painel de reatividade de anticorpos, DSA: anticorpo

especifico anti-HLA do doador, ci: fibrose intersticial, i-ifta: inflamag&o em areas de fibrose, eTFG: taxa

de filtrag&o glomerular.

A analise pelo método de Kaplan-Meier da sobrevida do enxerto censorada
para os Obitos mostrou menor sobrevida para o grupo Vwf > 10% no periodo de 3
anos (58,2% x 85,4%) (log rank = 0,006) (Figura 22).

1.0 |
‘_I—‘—|_‘ I Vwf < 10%
1 vwf > 10%
0.8
Log Rank = 0,006
w 086
o
=
g
S
=]
“ 04
0.2
0.0
0 365 730 1095
Dias apos biopsia
N sob risco Baseline 1 ano 2 anos 3 anos
Vwf £10% 42 40 37 35
vwf > 10% 29 21 18 16

Figura 22. Curva de sobrevida Kaplan-Meier do enxerto em 3 anos censorada

para Obitos.
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Quando foram associados os parametros marcacao para Vwf e presenca de
fibrose intersticial (leve: ci = 1, moderada ou acentuada: ci > 1), observou-se menor
sobrevida censorada para 0bitos no periodo de 3 anos para o grupo com Vwf > 10%/ci
> 1 (50,0%) quando comparado aos grupos Vwf < 10%/ci = 1 (88,6%), Vwf < 10%/ci
>1 (66,7%) e Vwf > 10%/ci = 1 (64,7%) (log rank = 0,012) (Figura 23).

1.0 +
\—|_I —IVwf < 10%/ci = 1 (50,0%)
+  Vwi< 10%l/ci > 1
1 Vwf>10%/ci=1
0.8 \—|_I; VWi > 10%/ci > 1
Log rank = 0,012
w 06
-
>
g -
£
=]
“ 04
0.2
0.0
0 365 730 1095
Dias apos biopsia
N sob risco Baseline 1 ano 2 anos 3 anos
Vwf £10%/ci = 1 36 35 32 31
Vwf £10%/ci > 1 6 5 5 4
Vwf >10%/ci = 1 17 14 13 11
Vwf >10%/ci > 1 12 7 5 5

Figura 23. Curva de sobrevida Kaplan-Meier do enxerto em 3 anos censorada

para Obitos.

A analise da evolucdo da eTFG(ml/min) estimada no momento da bidpsia (50,2
x 38,6) e nos instantes 1 ano (35,1 x 30,6), 2 anos (38,1 x 29,7) e 3 anos (33,3 x 28,2)
pos-bidpsia, por meio do modelo de médias marginais estimadas, ndo evidenciou
diferenca significativa entre os grupos Vwf £10% e Vwf > 10% (p =0, 275) (Figura 24).
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— Vwf< 10%
90.00 — Vwf>10%
80.00 p =0,275

Médias Marginais Estimadas - TFG
& B
g2 B
/L

Bx 1 ano 2 anos 3 anos

eTFG - média £ DP
BX 1 ano 2 anos 3 anos
Vwf<10% 50,2+22,1 351+16,5 38,1+219 333+21.2
vwf >10% 38,6+16,5 30,6+28,8 29,7+292 28,2+304

Figura 24. Médias marginais estimadas da Taxa de Filtragdo Glomerular no
momento da bidpsiae 1, 2 e 3 anos apos a biopsia.

Em analise multivariada pelo modelo de regressdo de Cox, as variaveis
independentemente associadas a perda do enxerto foram marcacéo para Vwf a IHQ
(Vwf >10%) (HR 2,88, IC 95% 1,03-8,02, p = 0,043) e a taxa de filtracdo glomerular
no momento da bidépsia (HR 0,92, IC 95% 0,88-0,96, p < 0,001) (Tabela 6).
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Tabela 5. Andlise univariada e multivariada dos fatores de risco para perda do

enxerto.
ANALISE ANALISE
UNIVARIADA MULTIVARIADA
HR IC 95% p HR IC 95% p
Idade do doador (anos) 0,98 0,94-1,02 0,252
o | Sexo masculino 1,20 0,43-3,37 0,728 - - -
E Idade (anos) 1,04 1,01-1,07 0,010 1,02 0,97-1,07 0,304
2 Etnia (pardo) 1,04 0,94-11,49 0,974 - - -
\g Diabetes 3,5 1,12-887 0,030 1,58 0,45-550 0,473
g Tempo em dialise (meses) 1,00 0,99-1,01 0,676 - - -
Retransplante 0,47 0,06-3,52 0,461 - - -
PRA | (%) 0,99 0,97-1,02 0,742 - - -
PRA 1l (%) 0,81 0,46-145 0481 - - -
DSA 0,24 0,55-1,06 0,059 0,43 0,92-2,01 0,284
2 | Mismatches 1,01 0751,37 0930 - i .
c:% Inducdo com ATG 0,64 0,21-1,97 0,439 - - -
g eTFG na biépsia 0,92 0,89-0,96 <0,001 0,92 0,88-0,96 <0,001
~ | (ml/min/1,73m?)
Nivel de tacrolimo (ng/dl) 1,02 0,98-1,07 0,251 - - -
Nivel de mTORi (ng/dl) 0,87 0,55-1,38 0,563 - - -
Proteindria 0,50 0,18-1,40 0,187 - - -
ci>1 3,06 1,02-7,76 0,019 051 0,18-1,44 0,205
'% Vwf > 10% 3,60 1,35-962 0,011 2,88 1,03-8,02 0,043
% Cad > 0% 158 0,59-428 0,366 - - -
O | cav> 0% 1,35 0,18,10,16 0,773 - - -

- Vwf: fator de von Willebrand, Cav: Caveolina-1, Cad: T-Caderina; PRA: Painel de Reatividade de
Anticorpos; eTFG: taxa de filtracdo glomerular; ci: fibrose intersticial; HR: Hazard-ratio; IC: intervalo de

confianca
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- Pacientes que faziam uso de micofenolato apresentavam maiores médias de escores Banff para
fibrose intersticial em suas biopsias (1,52 £ 0,73 x 1,20 = 0,4; p = 0,019) e maior frequéncia de
proteindria (78,3 x 45,7%; p = 0,010).

- Casos de transplantes com 6rgdos provenientes de doadores vivos apresentaram maior tempo de
transplante (mediana 5,93, IQR 7,03) que os transplantes de doadores cadaveres (mediana 1,79, IQR
3,19) (p < 0,001).
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8 DISCUSSAO

Este estudo avaliou a correlacéo entre a expressao IHQ de Vwf, Cav e Cad em
bidpsias de enxerto renal e lesbes mediadas por anticorpos. Todos os marcadores
mostraram associagao significativa com inflamac¢ao microvascular. Além disso, Vwf e
Cad mostraram maior expressdo em amostras positivas para C4d. Vwf mostrou
expressdo mais difusa em casos DSA positivos e todos os trés marcadores
apresentaram maiores percentuais de marcacdo em casos de RMA quando

comparados aos diagnosticados como FI-AT.

O diagnoéstico de RMA baseia-se essencialmente na combinacdo de
parametros como DSA, MVI e positividade para C4d (LOUPY; HAAS; ROUFOSSE;
NAESENS et al.,, 2020). O marcador C4d, amplamente utilizado, apresenta como
vantagens o baixo custo, o fato de ser avaliado por meio de plataformas acessiveis,
como IHQ e IF, e sua relacéo direta com ativacédo do sistema complemento. Os pontos
negativos referentes a este marcador sdo a variacdo interobservadores em relacao a
definicdo dos escores, dificuldades em avaliar marcacdes focais e a possibilidade de
marcacao sem relevancia clinica, como ocorre em transplantes ABO-incompativeis ou
naqueles sem evidéncia de rejeicdo (COHEN; COLVIN; DAHA; DRACHENBERG et
al., 2012; SAPIR-PICHHADZE; CURRAN; JOHN; TRICCO et al., 2015). A inclusdo da
RMA negativa para C4d foi estabelecida apdés a conferéncia Banff em 2013,
resultando em um incremento na deteccdo desta entidade (DE SERRES; NOEL;
COTE; LAPOINTE et al., 2016). Esta mudanca na classificacdo foi favorecida por
estudos que avaliaram e validaram marcadores moleculares envolvidos no dano
mediado por anticorpos (SIS, 2012; SIS; CAMPBELL; MUELLER; HUNTER et al.,
2007; SIS; JHANGRI; BUNNAG; ALLANACH et al., 2009; SIS; JHANGRI; RIOPEL;
CHANG et al., 2012). No entanto, este marcador ainda é utilizado para demonstrar
associacdo entre a presenca de DSA circulantes e lesdo ao enxerto, embora a
ativacdo do complemento possa ser incompleta e haver deposicdo de C4d mesmo
sem ativagcdo mediada por anticorpos(DOMINY; WILLICOMBE; AL JOHANI,
BECKWITH et al., 2019).

O escore de injaria microvascular, proposto como uma ferramenta adicional

para o diagnostico de RMA em casos C4d negativos, baseia-se na evolucdo dos
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parametros glomerulite e pericapilarite. MVI (g+ptc) igual ou maior que dois esta
significativamente relacionado a expresséo aumentada de ENDATSs, DSA e RMA . No
entanto, cabe ressaltar que sinais de inflamacao microvascular podem ser observados
em outras condi¢cdes potencialmente lesivas ao enxerto, como glomerulonefrites
(recidivadas ou de novo), injuria tubular aguda e RMCT (GUPTA; BROIN; BAO;
PULLMAN et al., 2016).

A reunido para atualizagéo da classificacdo de Banff em 2017 promoveu o
debate acerca da dificuldade para a pesquisa de DSAs e comprovagdao de seu
potencial dano ao enxerto, como a variabilidade nos métodos atualmente
empregados, os valores de referéncia e 0s mecanismos envolvendo anticorpos néo-
anti-HLA (HAAS; LOUPY; LEFAUCHEUR; ROUFOSSE; GLOTZ; SERON;
NANKIVELL; HALLORAN; COLVIN; AKALIN; ALACHKAR; BAGNASCO; BOUATOU;
BECKER; CORNELL; VAN HUYEN et al., 2018). Alguns tipos de DSA, como anti-HLA
DQ de novo, mostram uma associacao mais robusta com deterioracdo da funcéo do
enxerto, quando comparados a outros subtipos sem relevancia prognéstica e
comumente encontrados em receptores de transplantes renal sem fendtipos
patolégicos identificados ao exame anatomopatoldégico (HAYDE; BROIN; BAO; DE
BOCCARDO et al., 2014).

Apesar de suas limitagdes, C4d, MVI e DSA foram os critérios utilizados nos
estudos que avaliaram a correlagéo entre a expressdo molecular de ENDATSs e os
tipos de lesdo mediados por anticorpos. Sis et al identificaram marcadores
moleculares por meio de microarranjos de DNA (SIS; JHANGRI; BUNNAG;
ALLANACH et al.,, 2009). A expressdo de ENDAT’s mostrou associagdo com
glomerulite, capilarite, glomerulopatias do transplante, multilaminacdo da membrana
basal de capilares peritubulares, inflamacéao intersticial, DSA e fibrose. A analise por
meio de RT-PCR para validacdo dos microarranjos mostrou ainda expressao
aumentada de produtos de transcricdo dos genes Cav, Vwf e CDH13. Achados
similares foram observados em estudos subsequentes (AUBERT; LOUPY; HIDALGO;
DUONG VAN HUYEN et al., 2017; GUPTA; BROIN; BAO; PULLMAN et al., 2016;
HAYDE; BAO; PULLMAN; YE; CALDER; CHUNG; SCHWARTZ; LUBETZKY et al.,
2013; HAYDE; BROIN; BAO; DE BOCCARDO et al., 2014; SIS, 2012; SIS; JHANGRI;
BUNNAG; ALLANACH et al., 2009). O presente estudo mostrou associagdes similares
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entre a expressao IHQ e os parametros relacionados a RMA, mas néo foram avaliados
outros tipos de rejeicdo, como RMCT.

Observou-se que o marcador Vwf apresentou expressao mais difusa quando
comparado aos demais utilizados. Vwf é uma glicoproteina plasmatica de grandes
dimensdes produzida por megacariocitos e células endoteliais (GRAGNANO;
SPERLONGANO; GOLIA; NATALE et al., 2017). Embora este marcador seja
considerado um marcador de ativagdo/dano endotelial (SIS; JHANGRI; BUNNAG,;
ALLANACH et al., 2009), h& escassos estudos considerando sua aplicabilidade como
marcador diagndstico por meio de plataformas como IHQ. Ozdemir et al observaram
gue a expressao glomerular estava relacionada a rejei¢cao vascular, glomerulosclerose
global e infiltracdo por células histiocitarias em uma amostra de 72 pacientes
(OZDEMIR; SAR; HABERAL, 2006) embora este estudo nédo tenha classificado o tipo

de rejeicdo e ndo avaliou a marcacao para Vwf em capilares peritubulares.

A marcacao de proteinas endoteliais como Vwf pode ndo estar diretamente
relacionada a injuria vascular devido a sua tendéncia de apresentar marcacao basal
no endotélio renal (SIS; JHANGRI; BUNNAG; ALLANACH et al.,, 2009). Foram
encontradas dificuldades similares neste estudo, devido a expressao frequente de Vwf
em casos sem lesGes mediadas por anticorpos. No entanto, observou-se que um
padrdo de expresséao difusa (mais de 50% dos capilares peritubulares e vasa recta)
foi mais comum em casos com MVI significativa, DSA e RMA. Além disso, Vwf foi o
biomarcador com diferencas mais significativas, quando comparado a Cad e Cav.

A expressao de Vwf foi similar entre amostras DSA+/MVI-/C4d+ (suspeitos para
RMA) e DSA+/MVI+/C4d+ (RMA classica). A maior parte dos casos DSA+/MVI-/C4d+
apresentavam apenas sinais de injuria tubular aguda ao exame anatomopatolégico.
Esta alteracdo, antigamente denominada necrose tubular aguda, ndo € especifica
para RMA e representa frequentemente um desafio para o diagnodstico da causa
relacionada a disfuncdo do enxerto. Para o diagnostico confirmatério de RMA, outras
causas devem ser afastadas, como lesdo pés-reperfusao, toxicidade medicamentosa
e eventos hemodinamicos (LOUPY; HAAS; ROUFOSSE; NAESENS et al., 2020). A
expressado difusa de Vwf nestes casos pode ser util, desta forma, para favorecer o

diagnéstico de RMA neste cenario desafiador. Deve-se ainda frisar que uma maior
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acuracia pode ser obtida com o emprego simultdneo de dois marcadores, como Vwf
e Cad, que, neste estudo, mostraram diferenca significativa de expresséo quantitativa

entre casos de RMA e casos com positividade para C4d sem rejeicao.

Foi também observada uma associacéo entre a expressao de Cad e quadros
de lesdo mediada por anticorpos. Além disso, este marcador foi o que apresentou
maior diferenca de expressao entre casos de RMA ativa e crbnica. Sabe-se que Cad
esta envolvida na migracéo de células endoteliais e células musculares lisas, e sua
expressdo mostra-se aumentada em locais de injaria vascular crénica (IVANOV;,
PHILIPPOVA; ANTROPOVA; GUBAEVA et al., 2001; JOSHI; PHILIPPOVA; IVANOV;,
ALLENSPACH et al., 2005). A RMA crbnica também € caracterizada por um
remodelamento estrutural da microvasculatura, que pode ser evidenciado por meio de
duplicacbes da membrana basal de capilares glomerulares e multilaminagédo da
membrana basal de capilares peritubulares. Este padrdo de rejeicdo, embora
denominado crénico, pode estar presente jA nos primeiros meses apos o transplante.
Sabe-se que amostras com inflamacgao microvascular mas sem positividade para C4d
representam frequentemente um desafio diagndstico para o patologista de
transplantes (HAAS; SIS; RACUSEN; SOLEZ et al.,, 2014). Além disso, ndo sdo
incomuns casos de RMA cronica C4d-negativos. Em nosso estudo, Cad foi
expressada em 85,3% dos casos de RMA cronica, enquanto a positividade para C4d
oi observada em 79,5% destes. Deste modo, a expressao de Cad pode ser (til para o
diagndstico de lesdo crénica ao enxerto mediada por anticorpos em casos onde nao

foi observada positividade C4d.

A avaliagdo do marcador Cav mostrou expressdo em uma menor proporgao de
casos, quase sempre focal (menos de 10% dos capilares peritubulares e vasa recta),
porém ainda assim associada com MVI e RMA cronica. Nakada et al investigaram a
expresséo IHQ de Cav em capilares peritubulares e observaram maiores taxas de
positividade, bem como associagéo entre a expressao difusa deste biomarcador e
parametros morfolégicos como fibrose intersticial, glomerulite, pericapilarite,
duplicacdes de alcas e MVI (NAKADA; YAMAMOTO; HORITA; KOBAYASHI et al.,
2016). Foram incluidos apenas casos de RMA crénica e o tempo meédio de transplante

(mais de 7 anos) foi significativamente maior que o observado na presente casuistica.
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Assim, a expressdao de Cav pode estar mais relacionada a lesdo mediada por

anticorpos em enxertos com maior tempo de transplante.

O presente estudo mostrou também que a expressdo de Vwf superior a 10%
em amostras com FI-AT de etiologia indeterminada esteve associada a menor
sobrevida do enxerto em 3 anos. Além disso, amostras com maior expressao deste

marcador apresentavam maiores meédias do escore Banff de fibrose intersticial.

O diagnostico de FI-AT ndo deve ser considerado como uma entidade
especifica, e sim uma via final comum de lesdo para diversos mecanismos de
agressao ao enxerto. Sabe-se que a presenca de fibrose no enxerto renal carrega
importantes implicacdes para 0 seguimento do paciente, mas ainda mostra pouca
especificidade quanto a definicdo etiolégica. O processo de fibrogénese pode se
iniciar nos primeiros meses pos-transplante, mas é frequentemente lento,
assintomatico e com alteracdes ndo especificas e tardias em exames laboratoriais
(VAN LOON; BERNARDS; VAN CRAENENBROECK; NAESENS, 2020).

O desenvolvimento e a extensao do dano intersticial cronico representa um
importante fator prognéstico, sendo um marcador de perda de néfrons, que leva a uma
hiperfiltracdo compensatoéria e hipertensdo no compartimento glomerular, iniciando
processos como apoptose e inflamagéo, os quais contribuem para o aumento da
fibrogénese e promovem um ciclo vicioso associado a deterioragdo da funcgéo renal
(AKALIN; O'CONNELL, 2010).

A dificuldade para a determinacdo das causas de dano cronico ao enxerto
persiste como um dos maiores desafios em centros de transplante (DE FIJTER, 2010).
Pacientes com disfuncdes crbnicas muitas vezes séo biopsiados em poucos
momentos, o que contribui para a elevada frequéncia de diagndsticos pouco
especificos (SELLARES; DE FREITAS; MENGEL; REEVE et al., 2012). A
classificacdo de Banff, por seu carater dicotdbmico e pela pouca énfase ainda dada a
lesbes cronicas, dificulta a avaliacdo e o diagndstico de processos muitas vezes
continuos, como o caso dos diversos tipos de rejei¢ao cujos critérios morfoldégicos nao
consideram aspectos como variagdes tempo-dependentes em sua progresséao (VAN
LOON; BERNARDS; VAN CRAENENBROECK; NAESENS, 2020).
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Ainda assim, o conceito de que falhas tardias do enxerto ocorrem por
mecanismos desconhecidos tem sido crescentemente substituido pelo conceito de
gue esta condicdo tem como fundamento um processo nao controlado, muitas vezes
de etiologia aloimune, o que pode ser corroborado pelo reconhecimento de alteracdes
morfolégicas (glomerulopatias do transplante, lesdes arteriais, inflamacao em éareas
de fibrose), ultraestruturais (multilaminagdo de membrana basal de capilares
peritubulares, lesbes endoteliais incipientes) e moleculares (pesquisa positiva de
ENDATs) (HAAS; LOUPY; LEFAUCHEUR; ROUFOSSE; GLOTZ; SERON;
NANKIVELL; HALLORAN; COLVIN; AKALIN; ALACHKAR; BAGNASCO; BOUATOU;
BECKER; CORNELL; DUONG VAN HUYEN et al., 2018; HAAS; SIS; RACUSEN;
SOLEZ et al., 2014; RACUSEN; REGELE, 2010). Entidades como RMA e RMCT,
mesmo que subclinicas, possuem elevado potencial pro-fibrético, em especial nos
casos de tempo de transplante superior a 1 ano. Deve-se ressaltar que estratégias
como o uso de marcadores nao invasivos e biopsias protocolares tém sido Uteis para
investigacdo e diagnostico precoce de fendtipo distintos de lesdo imunoldgica ao
enxerto, diminuindo assim a classica associacdo entre falha do enxerto crénica e
toxicidade a terapia imunossupressora (HENDERSON; NANKIVELL; CHAPMAN,
2011; NANKIVELL; BORROWS; FUNG; O'CONNELL et al., 2003; RACUSEN,;
REGELE, 2010). Além disso, outras etiologias devem ser ativamente investigadas e
afastadas, como como fibrose proveniente do doador, lesdo pos-reperfusédo, quadros
infecciosos e recidiva de doencas de base (SELLARES; DE FREITAS; MENGEL;
REEVE et al., 2012).

No entanto, a deteccdo de mecanismos imunoldgicos silenciosos antes do
comprometimento acentuado da funcé&o do enxerto ainda persiste como um dilema
para clinicos e patologistas. A informac&o obtida por meio de biopsias por indicagédo
pode ser tardia e pouco especifica para confirmacdo diagnéstica e decisao
terapéutica. A presenca de inflamag&o em biopsias do enxerto, embora mostre relagéo
com quadros de rejeicdo, nem sempre esta associada a este diagnostico e a menores
taxas de sobrevida, uma vez que esta alteracdo ndo € especifica para o diagnostico
de rejeicdo e nem todas as células que infiltram o enxerto sdo necessariamente
patogénicas (TSUJI; YANAI; ITAMI; ISHII et al., 2015).

Assim, outros mecanismos de lesdo tém sido paralelamente avaliados para o
refinamento diagnostico neste contexto, com especial destaque para o estudo
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alteracdes na homeostasia das células endoteliais. A funcdo endotelial pode ser
alterada por diversos mecanismos, como resisténcia a insulina, aumento da presséo
arterial, infeccao viral e fendmenos aloimunes. A presenca de disfuncado endotelial,
avaliada indiretamente por métodos nao invasivos, mostra associacdo com pior
progndstico ja no primeiro ano pés-transplante, com tendéncia a menor sobrevida do
enxerto (DANE; KHAIROUN; LEE; VAN DEN BERG et al., 2014). Esta associacao
também foi observada em estudos que validaram a pesquisa de ENDATs em biopsias
de enxerto renal e que utilizaram a pesquisa de marcadores por IHQ (NAKADA,
YAMAMOTO; HORITA; KOBAYASHI et al., 2016; SIS; JHANGRI; BUNNAG;
ALLANACH et al., 2009).

Outro aspecto crucial consiste no fato de que recentemente as células
endoteliais tém sido reconhecidas ndo apenas como vitimas, mas também como
agentes ativos na fisiopatologia de episddios de rejeicdo (CROSS; GLOTZ; MOONEY,
2018) A aloestimulacéo expde o endotélio a inflamacao e ativagdo do complemento,
contribuindo assim para a ativacdo destas células (LOUPY; LEFAUCHEUR, 2018).
Células endoteliais ativadas induzem a proliferacédo de linfocitos T CD4+, estimulam
respostas mediadas por linfécitos T CD8+ e recrutam ativamente mondcitos e células
NK. A expressdo de moléculas de HLA-DQ na superficie do endotélio esta
constantemente aumentada no pés-transplante renal, mesmo em enxertos estaveis,
0 que pode contribuir para um estado persistente de lesdo ao enxerto mesmo na
vigéncia de imunossupressdo, nao detectavel ao exame histopatolégico
(HUBSCHER; ADAMS; ELIAS, 1990). Deste modo, a presenca de sinais de ativagao
da célula endotelial em espécimes anatomopatolégicos pode indicar uma maior
associacdo a episodios prévios ou futuros de RMA, mesmo sem outros achados
sugestivos desta entidade.

O presente estudo evidenciou que a expressao aumentada do marcador Vwif,
mesmo quando ndo associado a outros parametros de injdria microvascular, mostrou
relacdo com menor sobrevida do enxerto em 3 anos. Deve ser ressaltado que estas
biopsias apresentavam um estado avancado de fibrogénese, dificultando a definicao
mais precisa do agente etioldgico associado a disfungcéao crbénica. A imunoexpressao
observada pode ter associacdo com episodios prévios de RMA, muitas vezes ja

resolvidos no momento da bidpsia. A negatividade para C4d nestes espécimes
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poderia ter relacdo com o fato de que baixos niveis de ativagdo do complemento ndo
sdo usualmente detectaveis por métodos como IHQ e IF (RACUSEN; REGELE, 2010).

Além disso, a presencga de Vwf em amostras sem DSA patogénicos ou C4d
pode indicar a necessidade de um rastreio criterioso para mecanismos de lesao
aloimune ao enxerto, devendo ser investigados mais ativamente aspectos como
diagndsticos prévios de rejeicdo, documentagdo de DSA’s patogénicos, histérico da
ma aderéncia ao tratamento imunossupressor e investigacdo de anticorpos nao anti-
HLA. A utilizacdo de protocolos especificos pode aumentar substancialmente a
associacao entre mecanismos imunolégicos e falha do enxerto, e a IHQ para Vwf pode
ser (til nesta etapa. Sabe-se que lesbes capilares pregressas podem ainda ser
detectadas por métodos como microscopia eletrénica (HAAS; SIS; RACUSEN;
SOLEZ et al., 2014), poréem deve ser considerado o fato de este método ainda ser
pouco disponiveis em centros brasileiros de transplante e as alteracfes ndo serem

completamente especificas.

A positividade difusa para marcadores como Vwf podera ser (til ainda para
indicar possiveis alvos terapéuticos. O tratamento com tacrolimo em um modelo in
vitro mostrou reducdo da producdo e secrecao de Vwf apds sua estimulacdo por
anticorpos anti-HLA em culturas celulares, diminuindo a adesédo plaquetaria em
células endoteliais aloestimuladas. Estes resultados indicam que a alteracdo de
mecanismos relacionados a hemostasia podem representar um mecanismo potencial
de lesdo associada ao enxerto (BELAND; DESY; UNG; VALLIN et al., 2018; BOHMIG;
ESKANDARY; DOBERER; HALLORAN, 2019) . O aprimoramento de terapias para a
regulacdo da hemostasia microvascular pode ser benéfico para a prevencéo de lesdes
microangiopaticas relacionadas a RMA. Embora a RMA crénica tenha sido cada vez
mais reconhecida como uma das principais causas de disfuncdo crénica do enxerto,
e se manifeste como um processo continuo e silencioso, ainda ndo ha opcodes
terapéuticas especificas para este subtipo. A positividade para marcadores como Vwf
mesmo em espécimes onde ndo ha outras alteracdes sugestivas indica a necessidade

de que a ativacdo endotelial também seja considerada um potencial alvo terapéutico.

Esta pesquisa possui limitacdes que devem ser consideradas, como o fato de
a expressado IHQ néo ter sido correlacionada com a expressdo molecular destes
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marcadores nas amostras avaliadas. Além disso, ndo foram avaliadas outras classes
diagnosticas de Banff e outros subtipos de rejeicdo, houve uma pequena quantidade
de casos de RMA C4d-negativos e um numero reduzido de casos avaliado no estudo

de coorte.

Como pontos fortes, destaca-se o achado de que marcadores de lesdo
endotelial também podem ser avaliados por IHQ, um método mais difundido, de menor
custo, mais padronizado e acessivel ao médico patologista, contribuindo para uma
andlise mais aprofundado de mecanismos de lesdo ao enxerto mesmo em amostras
com achados pouco especificos. Os autores encorajam o desenvolvimento de novos
estudos com coortes confirmatérias que possibilitem correlacionar padrdes de
expressdo por diversos métodos com alteracdes histopatoldgicas e a evolugdo do

enxerto.
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9 CONCLUSAO

- A expressao de IHQ de Vwf, Cad e Cav mostrou associacdo com parametros de
inflamac&o microvascular, C4d e diagndstico final de RMA em biopsias de enxerto

renal

- Houve maior expressdo de Cad e Cav em casos de RMA crbnica quando
comparados a quadros agudos/ativos.

- Vwf e Cad, quando avaliados conjuntamente, mostraram maiores escores de
expresséo em casos de RMA guando comparados aos de positividade para C4d sem

sinais de rejeicao.

- A expressdao aumentada de Vwf em bidpsias com fibrose intersticial de etiologia

indeterminada mostrou associacdo com maior risco de perda do enxerto.
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APENDICE A - PARAMETROS MORFOLOGICOS DA CLASSIFICACAO DE
BANFF

- Glomerulite: oclusao parcial ou completa de um ou mais capilar glomerular por
infiltracdo leucocitaria (mononucleares ou polimorfonucleares) e tumefacdo das
células endoteliais. O denominador nesta proporcdo consistiu no numero de

glomérulos ndo esclerosados presentes na bidpsia.

- g0: alteracbes ausentes.

- g1: glomerulite global ou segmentar em menos de 25% dos glomérulos.
- g2: glomerulite global ou segmentar em 25 a 75% dos glomérulos.

- g3: glomerulite em mais de 75% dos glomérulos.

- Pericapilarite: infiltracdo leucocitaria em ao menos 10% dos capilares peritubulares,
habitualmente associada a dilatacdo destes vasos e tumefacéo (alteracGes reativas)
em células endoteliais. A extensao desta alteracdo na biépsia deve ser informada,
mas a gradacao sera baseada no capilar peritubular mais afetado, ou seja, com maior
naimero de células inflamatorias. Areas afetadas por pielonefrite, necrose ou coértex

subcapsular devem ser desconsiderados.
- ptc0: méaximo numero de leucocitos menor que 3.

- ptcl: pelo menos 1 leucdcito em = 10% dos capilares peritubulares corticais, com 3

a 4 leucécitos no capilar mais comprometido.

- ptc2: pelo menos 1 leucécito em = 10% dos capilares peritubulares corticais, com 5

a 10 leucdcitos no capilar mais comprometido.
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- ptc3: pelo menos de 1 leucdcito em = 10% dos capilares peritubulares corticais,

com mais de 10 leucécitos no capilar mais comprometido.

- Arterite: presenca de células inflamatdrias, principalmente linfécitos e mondcitos, no
espaco subendotelial de uma ou mais artérias. Artérias sao definidas como vasos com

ao menos duas camadas de células musculares na camada média.
- v0: auséncia de arterite.
- v1: arterite leve a moderada em ao menos uma seccgao transversal de vaso.

- v2: arterite intimal grave, com perda de pelo menos de 25% da area luminal em uma

seccdo transversal de vaso.

- v3: arterite transmural e/ou necrose fibrinoide associadas a necrose de células

musculares com infiltrado linfocitico.

- Glomerulopatia do transplante: duplos contornos ou multilaminacdo da membrana
basal no glomérulo mais afetado. Este escore deve ser estabelecido com base na

analise das coloracdes de PAS e Prata Jones.
- ¢g0: auséncia de duplicacdes da membrana basal glomerular (MBG).

- cgla: auséncia de duplicacdes da MBG a MO, presenca de duplicacdes de MBG
(incompleta ou circunferencial) em ao menos trés capilares glomerulares observadas
em microscopia eletronica (ME), associadas a tumefacéo endotelial e alargamento do

espaco subendotelial.

- cglb: duplicacdo de MBG em 1 a 25% das alcas glomerulares no glomérulo néo

esclerosado mais afetado a MO, sendo recomendada confirmacéo por ME.
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- cg2: duplicacdo de MBG afetando 26 a 50% de algcas capilares periféricas no

glomérulo mais afetado.

- ¢g3: duplicacdo de MBG afetando mais de 50% de alcas capilares periféricas no

glomérulo mais afetado.

- Fibrose arterial intimal de novo: espessamento fibroso de novo da intima de

artérias amostradas (Figura 20).
- cv0: auséncia de alteracdes vasculares cronicas.

- cvl: estreitamento da area luminal em mais de 25% por espessamento fibroso

intimal.
- cvl: estreitamento da area luminal em 26 a 50% por espessamento fibroso intimal.

- cv3: estreitamento da area luminal em mais de 50% por espessamento fibroso

intimal.

Luminal Flep;:lius‘ Reduction
13% 20%

Figura 25. Esquema visual para definicdo da porcentagem de estreitamento da

area luminal.

102



Fonte: Roufosse et al, Transplantation, 2018 (ROUFOSSE; SIMMONDS; CLAHSEN-
VAN GRONINGEN; HAAS et al., 2018).

- Positividade para C4d: este escore avalia a extensao da marcacéo para C4d em
células endoteliais de capilares peritubulares ou vasa recta por meio de IHQ de
material fixado em formalina e emblocado em parafina. Deste modo, determina-se a
porcentagem de capilares peritubulares e vasa recta com marcacdo linear e
circunferencial. A amostra minima para avaliacdo consiste em 5 campos
microscopicos de grande aumento em cortex ou medula, devendo ser evitadas areas

de infarto.

- ¢4d0: auséncia de marcacdo em capilares peritubulares e vasa recta medulares
(0%).

- c4d1: marcacdo minima ( > 0% e < 10% em capilares e vasa recta medulares).
- c4d2: marcacéao focal (10-50% de capilares e vasa recta).

- c4d3: marcacéo difusa ( > 50% em capilares e vasa recta).

- indice de injaria microvascular (MVI): o indice de injuria microvascular é calculado

com base na soma dos escores g e ptc da classificagdo de Banff. Valores iguais ou
maiores que 2 séo considerados fortes indicativos de lesdo mediada por anticorpos
(GUPTA; BROIN; BAO; PULLMAN et al., 2016).

- Fibrose intersticial: este escore avalia a extensao da fibrose no compartimento
cortical, ou seja, a semiquantificacdo do percentual da area cortical comprometida por

tecido fibroconjuntivo (Figura 21).

- ¢iO: fibrose intersticial em mais de 5% da area cortical.
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cil: fibrose intersticial em 6 a 25% da &rea cortical (fibrose leve).

ci2: fibrose intersticial em 26 a 50% da area cortical (fibrose intersticial moderada

ci3: fibrose intersticial em mais de 50% da area cortical (fibrose acentuada).
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Figura 26. Escala visual para determinacdo da porcentagem de fibrose
intersticial no cortex. A: escala para determinacéo de fibrose focal (esquerda) e
confluente (direita) sem glomérulos. B: escala para fibrose focal (esquerda) e

confluente (direita) com glomérulos na amostra

Fonte: Farris et al. Am J Transplant, 2014(FARRIS; CHAN; CLIMENHAGA; ADAM et
al., 2014).

Atrofia tubular: extensdo de atrofia tubular cortical, habitualmente associada a
fibrose intersticial. Sdo considerados atréficos os tubulos com membrana basal
espessada ou com uma reducdo em mais de 50% de seu didmetro (SOLEZ,
BENEDIKTSSON; CAVALLO; CROKER et al., 1996).

ctO: atrofia tubular ausente
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- ctl: atrofia tubular envolvendo mais de 25% da area dos tlbulos corticais.

- ct2: atrofia tubular envolvendo de 26 a 50% da area dos tlbulos corticais.

- ct3 atrofia tubular envolvendo mais de 50% da area dos tubulos corticais

Para o diagnéstico de RMA, utilizou-se a classificacdo de Banff atualizada

(HAAS, 2014; LOUPY; HAAS; ROUFOSSE; NAESENS et al., 2020), cujos critérios

encontram-se explicitados a seguir:

Quadro 1: Critérios diagnosticos para RMA segundo a classificacdo de Banff.

Histopatologia Anticorpo/endotélio DSA Observagdes
- Marcacéo linear para C4d em
capilares peritubulares ou vasa
recta medulares (C4d2 ou C4d3
- Inflamag&o microvascular em IF ou C4d > 0 em IHQ)
(g > 0 e/ou ptc > 0)
o - Escore de injdria microvascular
- Arterite intimal ou (MVI) 2 2, na auséncia de . ) A positividade para
transmural (v > 0) Evidéncia

glomerulonefrite recorrente ou de

novo. Na presenca de RMCT

sorolégica de

C4d ou expresséo

molecular de

RMA ativa | - Microangiopatia - _ DSA (anti-HLA _
» aguda, infiltrado borderline ou marcadores validados
trombdtica (MAT), na ) . ou outros o
. infecgdo, a presenca de ptc podem substituir a
auséncia de outra causa ) L antigenos)
isolada néo é suficiente e g deve presenca de DSA
ser>1.
- Necrose tubular aguda, na
auséncia de outra causa
- Aumento da expresséo de
aparente
produtos de transcri¢céo
associados a RMA em material
de bidpsia.
- Glomerulopatia do
Idem RMA
transplante (cg > 0), sem .
_ ) ) ativa.
evidéncias de MAT crdnica, .
RMA Considerar
o ou Glomerulonefrite ) A
cronica Idem RMA ativa evidéncia
) recorrente/de novo. Pode
ativa recente ou

ser utilizada microscopia
eletrénica (ME) (cgla).

pregressa de
DSA de novo.
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- Multilaminacéo da
membrana basal de
capilares peritubulares a
ME (ptcmi1).

- Fibrose arterial intimal de
novo, podendo ou ndo

haver infiltrado leucocitério,
desde que excluidas outras

causas.

RMA - ¢g > 0 e/ou ptcml 1 ~ o "

. Documentagdo | Diagnostico prévio de
cronica Ausentes . ) .
o prévia de DSA RMA ativa ou cronica
inativa

- Marcacéo linear para C4d em - Sem evidéncias
Positividade capilares peritubulares ou vasa moleculares de RMA
para C4d recta medulares (C4d2 ou C4d3
o Ausentes Ausente .
sem sinais em IF ou C4d > 0 em IHQ) - Auséncia de RMCT
de rejeicdo ativa ou crénica ou de

infiltrados borderline
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Figura 27: AlteracGes histopatolégicas presentes em casos de RMA. A)

Glomérulos aumentados de tamanho, com infiltracao por células inflamatérias

(PAS, 200x). B) Glomérulo com infiltragdo de células inflamatorias e tumefagéo
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do endotélio (PAS, 400x). C) Duplicacdes em alcas capilares glomerulares (cg)
em caso de RMA cronica (Prata Jones, 400x). D) Congestdo de capilares
peritubulares por células inflamatérias e alteracdes reativas em endotélio,
caracterizando pericapilarite (HE, 400x). E) Arterite moderada (v2), com
semioclusdo Iuminal, destacamento de células endoteliais e infiltrado
leucocitario (HE, 400x). F) Arterite leve (v1), com destacamento endotelial e

infiltrado leucocitario adjacente ao endotélio (Prata Jones, 400x).

Fonte: o autor.
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APENDICE B — ANALISES ESTATISTICAS DO ESTUDO 1

Cav Cad Vwf
Median(IQrR) p Median(IQR) p Median(IQR) p

MVI =0 0,0(0,0) 10,6(24,8) 12,5(34,9)
MVI=1 0,0(0,0) 0,029 22,0(49,1) 0,015 25,6(37,6) <0,001
MVI > 1 0,0(6,6) 20,0(48,7) 61,7(43,0)
C4do 0,0(0,0) 5,5(24,0) 9,7(28,3)
C4d1 0,0(0,0) 5,3(20,0) 29,8(54,6)

0,117 0,005 <0,001
C4d2 0,0(5,0) 16,3(32,8) 29,9(55,1)
C4d3 0,0(0,0) 16,3(38,3) 62,9(49,0)
DSA - 0,0(0,0) 15,0(32,9) 16,9(38,4)

0,942 0.173 0,016
DSA + 0,0(0,0) 8,2(33,0) 35,3(59,0)
FI-AT 0,0(0,0) 0,0(18,4) 8,4(21,5)

0,016 <0,001 <0,001
RMA 0,0(5,0) 16,5(36,8) 44,7(54,0)
RMA (ativa) 0,0(0,0) 11,7(30,0) 34,3(54,9)

. 0,049 0,001 0,082

RMA (crdnica) 0,0(7,2) 35,9(44,2) 57,5(38,6)
MVI-/C4d- 0,0(0,0) 0,0(18,4) 7,7(18,5)
MVI-/C4d+ 0,0(0,0) 15,0(27,4) 27,0(44,7)

0,050 0,002 <0,001
MVI+/C4d- 0,0(6,6) 24,6(57,7) 35,7(51,6)
MVI+/C4d+ 0,0(5,0) 18,3(50,0) 54,6(48,1)
DSA-/MVI-/C4d-  0,0(0,0) 10,6(26,1) 7,2(18,2)
DSA+/MVI/C4d+ 0,0(0,0) 0,174 11,7(27,5) 0.109 36,0(65,5) <0,001
DSA+/MVI+/C4+ 0,0(10,0) 30,0(43,8) 63,8(51,4)
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