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RESUMO
A rejeicdo mediada por anticorpos representa um desafio significativo ¢ continuo para a
sobrevivéncia duradoura do enxerto no transplante renal, sendo considerada a principal causa
de perda do enxerto a longo prazo. A deteccdo do C4d em bidpsias é uma importante
ferramenta adjuvante para ajudar a compreender a resposta aloimune e, em particular, para
diagnosticar a rejeicdo mediada por anticorpos. O objetivo deste trabalho foi avaliar e
investigar se a expressdo de C4d tem relacdo com variaveis clinicopatologicos, com énfase na
rejeicdo ou ndo do aloenxerto, bem como avaliar as alteragdes histologicas em bidpsias de rim
transplantado e a sua relacdo com a evolugdo do enxerto. Foram analisadas as bidpsias ¢ a
expressdo do marcador C4d por imuno-histoquimica de 22 pacientes que fizeram transplante
renal entre 2013 e 2014, com seguimento por um periodo minimo de 1 ano; o estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal do Ceard sob o parecer de n°.
26154918.8.0000.5054. Quando se compara o tempo de evolucdo do transplante, as biopsias
realizadas no seguimento tiveram uma piora dos pardmetros do Banff, tanto dos critérios de
atividade como dos critérios de cronicidade. A grande maioria dos casos com leve infiltrado
intersticial (i=1) manteve o status C4d e o inico caso com escore maximo (i=3) apresentou
aumento na expressdo de C4d. Todos os casos com proteiniria mantiveram o status C4d
inalterado, sendo p<0,032. As bidpsias realizadas no seguimento mostraram piora dos escores
de Banff, tanto em termos de atividade quanto de critérios de cronicidade, e a manutengao do

status C4d esteve fortemente associada a proteinuria.

Palavras chave: Transplante de Rim, Rejeicdo de Enxerto, Imuno-Histoquimica



ABSTRACT
Antibody-mediated rejection represents a significant and ongoing challenge to long-lasting
graft survival in renal transplantation and is considered the leading cause of long-term graft
loss. Detection of C4d in biopsies is an important adjunctive tool to help understand the
alloimmune response and, in particular, to diagnose antibody-mediated rejection. The aim of
this study was to evaluate and investigate whether the expression of C4d is related to
clinicopathological variables, with an emphasis on rejection of the allograft or not, as well as
to evaluate the histological alterations in transplanted kidney biopsies and their relationship
with the evolution of the graft. Biopsies and C4d immunohistochemistry expression from 22
patients who underwent kidney transplantation between 2013 and 2014 were analyzed, with a
follow-up period of at least 1 year. Follow-up biopsies from patients which underwent renal
transplant for a longer period of time showed worsening of the Banff criteria for chronicity.
Patients who maintained C4d staining throughout the course of transplant showed a strong
association with proteinuria. All cases with proteinuria maintained unchanged C4d status,
with p<0.032. The vast majority of cases with mild lesion (i=1) maintained C4d status and the
only case with maximum score (i=3) showed an increase in C4d expression. When comparing
different post-transplant biopsies time point, biopsies performed in the follow-up showed a
worsening of the Banff scores, both in terms of activity and chronicity criteria, and the

maintenance of the C4d status was strongly associated with proteinuria.

Keywords: Kidney Transplantation, Graft Rejection, Immunohistochemistry
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1 INTRODUCAO
1.1 Consideracoes Iniciais

A disfuncdo do enxerto é uma complicagdo comum em geral decorrente de lesdo de
isquemia reperfusdo e afeta a sobrevida do enxerto a curto e longo prazo, incluindo um risco
maior para rejeicdo aguda (QUAGLIA ef a/,2020). A figura 1 mostra os principais eventos

que podem afetar o rim transplantado ao longo do tempo.

Figura 1. Linha do Tempo de evolugao do Transplante renal

TRANPLANTE

RENAL
Il Rejeicdo aguda (cel T ou AC)

| Rejei¢do subclinica (cel T ou AC) I

I Rejei¢do cronica (cel T ou AC) |

LINHA DO TEMPO DE EVENTOS NO TRANSPLANTE RENAL

Inibidor de Calcineurina I

Lesdao do doador Isquemia

Infeccao por Polioma virus

Recidiva da Doenga de Base

Fonte: Adaptado de QUAGLIA, M. ef al. Recent Advances on Biomarkers of Early and Late Kidney Graft
Dysfunction. Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 5404.

Rejeicdo mediada por anticorpos (RMA) tem um papel importante na sobrevida do
enxerto tanto a curto como a longo prazo e esta bem estabelecido que a compatibilidade de
pacientes e doadores com relagdo as moléculas HLA (antigeno leucocitario humano) tem um
grande impacto na sobrevida do transplante (ETTA, 2020; HABETS et al, 2018).

A deteccdo de anticorpos anti-HLA ocorre em quase um tergo dos pacientes que estdo
aguardando na fila do transplante, sendo que o grau de incompatibilidade (graduado de 0 a 6)
influencia na sobrevida do enxerto a longo prazo (ETTA, 2020; HABETS ef al, 2018). O
risco de rejei¢do ¢ maior quando os anticorpos anti-doador estdo presentes ou sdo formados

apos o transplante.
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A rejeicao em transplantes renais pode ser mediada por reagdo imune celular (mediada
por linfécitos T) ou humoral (mediada por anticorpos), em geral contra antigenos HLA. A
RMA ativa pode ocorrer em decorréncia de reacdo contra antigenos HLA 1 e II, enquanto a
RMA cronica estd mais fortemente associada a antigenos contra HLA 1T (ETTA, 2020).

Na rejeicao humoral, anticorpos especificos contra antigenos renais do doador podem
se ligar a fatores do complemento e iniciar a ativacdo dos mesmos através da via cléssica.
Durante a cascata de ativagao do sistema complemento, C4d, um dos componentes da cascata,
¢ formado e pode se ligar covalentemente a moléculas-alvo no endotélio dos capilares
peritubulares, sendo assim sua deteccdo é considerada um fator de risco para RMA
(DOMINY et al, 2019; BOTERMANS et al, 2011).

A deteccdo do C4d em biopsias de transplante renal ¢ uma importante ferramenta
adjuvante para ajudar a compreender a resposta aloimune e, em particular, para diagnosticar a
RAM (KLEIN, 2019). Essa deposicdo pode ocorrer habitualmente no mesangio sem
inflamacdo, na membrana basal glomerular, na membrana basal tubular, nas arteriolas e na
intima arterial nos rins nativos ¢ transplantados ¢ pode ser demonstrada por coloragdo de
anticorpos mono e policlonais através de imuno-histoquimica (IHQ) e por imunofluorescéncia
(COHEN et al, 2012; LEE et al, 2019). Sua presenca em capilares peritubulares, juntamente
com a pesquisa de anticorpos especificos do receptor e evidéncia de dano histologico foram
incorporados no sistema de classificacdo Banff, revisto como critério para o diagnostico de
RMA em pacientes transplantados renais (TROXELL et al, 2006; LOUPY et al, 2017).
Entretanto, influéncia de C4d sobre a funcdo e o desfecho do enxerto nas diferentes categorias
de Banff ainda ndo esta devidamente esclarecida (TROXELL et al, 2006; SENEV et al,
2019).

Os episodios de RMA e celular sao dificeis para analisar porque a maioria ocorre

meses ou anos depois do transplante e a bidpsia pode apresentar alteracdes agudas e cronicas.
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Nestes casos, € dificil definir qual ramo do sistema imunolégico (celular ou humoral) foi
responsavel por mais danos. Sabe-se que IHQ para C4d em capilares peritubulares
combinados com altos niveis de anticorpo antidoador no soro sugere que a RMA seja a
principal causa de lesdo do enxerto (ETTA, 2020).

H4 um ntmero significativo de casos com presenca de inflamagdo microvascular
(pericapilarite e glomerulite), porém com marcac¢do negativa para C4d (SIS, 2010), sendo
considerados Rejeigdo Mediada por Anticorpos C4d- (RMA C4d-) pela classificagdo de Banff
(DOMINY et al, 2019).

Estes casos foram associados a expressdo elevada de genes de ativacdo endotelial
(ENDATS), anticorpos antidoador e histologia de rejei¢do cronica mediada por anticorpos e,
menos frequentemente por alteragdes ativas (SIS, 2010).

O assunto tem sido motivo de debates. Apesar dos desenvolvimentos significativos
nas modalidades diagndsticas para a lesdo imune no transplante renal, a bidpsia renal continua
a ser o padrdo-ouro para a avaliacdo da disfuncdo do enxerto. Fornece informacdes valiosas
sobre a patogénese da lesdo precoce e tardia do enxerto e ¢ indispensavel para o diagnostico
da rejeicdo do transplante renal e seu manejo clinico (DEVADASS et al, 2016), além de
diagnosticar outras causas de disfun¢do do enxerto, como necrose tubular aguda, isquemia,
infecgoes, reacdes a drogas, glomerulonefrites recidivadas ou de novo (HASSAN, 2013). E a
presenca ¢ intensidade da expressdo ou ndo de C4d nestas bidpsias e sua relagdo com o

prognostico de aloenxerto continua envolto em controvérsias, o que motivou este estudo.

1.2 Rejeicio mediada por anticorpos
A rejeicdo do enxerto renal € um processo complexo e envolve numerosas vias
celulares e moleculares diferentes. A intensidade da reacdo imune e, portanto, o grau ¢ a

velocidade da rejei¢do, dependem da histocompatibilidade entre receptor e doador, ja que
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enxertos HLA compativeis sobrevivem mais tempo que os incompativeis (BOTERMANS,
2011).

Esta ativacdo pode ocorrer por duas vias distintas. Na via direta (sistema adaptativo
celular), ocorre ativagdo de linfocitos T CD4+ pelas células apresentadoras de antigeno
(APCs) do doador, que vao desencadear a ativacdo de outras células do sistema imune,
principalmente os linfécitos T helper 2 (Th2), com secre¢do de diferentes tipos de citocinas.
Na via indireta (sistema adaptativo humoral), os antigenos do doador ativam as APCs do
receptor, que estimulam a atividade de linfocitos B ativados, levando a producdo de
anticorpos contra o enxerto - Donor Specific Antibodies — DAS = anticorpos especificos
contra doadores (GARCES et al, 2017, BHATTI, 2015). Estes anticorpos se ligam as
moléculas HLA e ndo-HLA das células endoteliais do rim transplantado (DJAMALI et al,
2014).

As duas vias, direta e indireta, estdo interligadas e uma acentua a outra, de modo que
as citocinas produzidas pelos linfocitos Th2 podem promover a producdo de anticorpos, por
exemplo. Os linfécitos B e os anticorpos anti-HLA tem um papel fundamental na RMA, quer
seja aguda ou cronica, sendo a presencga de linfocitos B CD20+ e de plasmdcitos indicativo de
lesdo irreversivel, proporcionando imunidade duradoura contra o enxerto, em decorréncia da
produgdo de anticorpos (BHATTI, 2015).

Estes anticorpos se ligam as moléculas HLA e ndo-HLA nas cé¢lulas endoteliais
(DJAMALI et al, 2014). As moléculas HLA classe I sdo expressas por todas as células
nucleadas e apresentam os antigenos para células T CD8+ citotdxicas; as da classe II, sdo
expressas por linfocitos B, APCs e células endoteliais ativadas, e apresentam antigenos para
linfocitos Th, influenciando a produgdo de anticorpos (WANG et al, 2017).

As células endoteliais do enxerto, presentes nos glomérulos e capilares peritubulares,

sdo o alvo de escolha em decorréncia do contato intimo com as células sanguineas do
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receptor, levando a interacdes com células inflamatorias circulantes, citocinas, anticorpos e
agentes farmacoldgicos (CARDINAL, 2018).

A ativacdo das células endoteliais produz uma resposta pro-inflamatdria e aumentam a
expressdo de moléculas pro-coagulantes. A ativagdo do tipo I ¢ induzida por histamina e
trombina, sendo uma resposta rapida independente de fatores de transcricao; a do tipo II ¢
iniciada em resposta a citocinas como IL-1 e TNF-a, sendo, portanto, um processo mais lento
(WANG et al, 2017).

Os DSA classe I e classe II agridem as células endoteliais através da ativagdo da via
do complemento e por citotoxicidade mediada por anticorpos. Além disso, os DSA classe |
induzem uma sinalizag@o intracelular que resulta em migracdo, proliferacdo e resisténcia a
apoptose, bem como morte induzida por ativagdo da cascata do complemento, que pode
impactar no remodelamento vascular e levar a rejei¢ao cronica do enxerto (HASSAN, 2013;
CARDINAL, 2018).

A ligagdo dos DSAs com antigenos expressos nas células endoteliais do enxerto pode
ativar ou ndo a via classica do complemento (DJAMALI et al, 2014; ZHANG, 2017). Quando
ocorre a formagao de DSAs que se fixam ao complemento (IgG1 e IgG3) ocorrera a ativacao
da via classica do complemento, levando a RMA ativa C4d+. Os DSAs nao ativadores da via
do complemento (IgG4) estdo mais relacionados a RMA subclinica e crénica, bem como
glomerulopatia do transplante e fibrose (ETTA, 2020).

Na auséncia da ativagdo da cascata do complemento, os DSAs podem causar danos
nas células endoteliais do enxerto através da ativagdo de células do sistema imune inato.
Nesse caso, neutrofilos, macrdfagos e células NK (natural killers) se ligam a por¢do Fc dos
DSAs o que causaria uma degranulacdo destas células e liberagdo de enzimas gerando dano

tecidual e morte celular. Este tipo de injuria ¢ mais frequente na RMA ativa, exibindo
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agregacdo plaquetaria, microangiopatia trombotica (MAT) e acimulos de neutréfilos
(DJAMALI et al, 2014; ZHANG, 2017).

Sellarés et al demonstraram em estudos preliminares que as moléculas mais
relacionadas a RMA apontam uma intera¢do entre as células NK e os DSAs aderidos na
superficie das células endoteliais, com liberagdo de IFNG e induzindo e produzindo
transcrigao de proteinas como CXCL11 (SELLARES et al, 2013).

Em pacientes com RMA, foi observado niveis elevados de fatores de transcri¢dao
endoteliais como Fator de von Willebrand, moléculas de adesdo plaquetdrias/endotelial,
Caveolina 1 e Selectina E (CARDINAL, 2018). Além disso, os pacientes com DSA e
elevacao dos fatores de transcri¢do, tem pior prognostico a longo prazo, mesmo sem evidéncia
de ativacdo da cascata do complemento (CARDINAL, 2018; PUTTARAJAPPA et al, 2012).

Os DSAs podem ainda induzir diretamente a proliferagdo das células endoteliais
através da producdo do fator de crescimento vascular endotelial, aumentando receptores do
fator de crescimento fibroblastico, e aumentando as vias de sinaliza¢do para recrutamento
celular (ZHANG, 2017). A injtria celular repetitiva causa o reparo tecidual, que se manifesta
microscopicamente como a Glomerulopatia do transplante, havendo declinio da fung¢o renal
(DJAMALI et al, 2014), bem como diminui¢do da populacdo de capilares peritubulares e
laminacdo da membrana basal (CARDINAL, 2018). A figura 2 mostra as alteragdes

morfologicas nas bidpsias de transplante renal, ao longo do tempo, em relagdo aos DSAs.
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Figura 2. Alteragdes morfologicas ao longo do tempo na RMA

| Morfologia | Injuria | Disfungao
| Preservada | Subclinica | clinica
| | |
| | I| Aumento de creatinina
| I I Proteindiria
I I IF/TA +/- GT
| |
I I Glomerulite
| | cad +/-

Eventos I I Capilarite peritubular

Inflamatérios | 1
Precoces I DSA de novo
‘ Tempo #
Transplante Perda do enxerto

Fonte: Adaptado de: DJAMALI A. et al. Diagnosis and management of antibody-mediated rejection: current
status and novel approaches. Am J Transplant. 2014, Feb;14(2):255-71

Assim, a presenca de DSA pré-formados (em caso de gestagdo, transfusdo sanguinea,
transplante prévio) ou “de novo” (formados apds o transplante) estd relacionado a menor
tempo de sobrevida do enxerto, maior incidéncia de RMA e disfuncdo do enxerto (WANG et
al, 2017, ZHANG, 2017). Os pacientes com RMA ativa tem maior risco de uma nova
rejeicdo, RMA cronica e perda do enxerto (DJAMALI et al, 2014).

A figura 3 mostra esquematicamente as vias de atuacdo dos DSAs nas células

endoteliais, ativando ou ndo da cascata do complemento.
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Figura 3. Patogénege dos DSA na Rejei¢ao Mediada por Anticorpo
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Fonte: Adaptado de ZHANG, R. Donor-specific antibodies in kidney transplant recipients. Clinical Journal of
the American Society of Nephrology. 2017, vol 13 (1): 182-192

Tratamentos que visam RMA estdo sendo desenvolvidos, incluindo combinagdes de

plasmaférese, Ig intravenosa (IVIg), imunoadsor¢do, tacrolimus / micofenolato mofetil e

Rituximab, entre outros. Estes tratamentos sdo substancialmente diferentes do tratamento

convencional para rejeicdo mediada por células T, tais como esterdides por impulsos e

reagentes anti-células T (por exemplo, globulina anti-timocito, OKT3) etc (DEVADASS et

al, 2016).
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Portanto, a deteccdo de anticorpos anti-doador e se hd ou nao deposicdo de C4d em
bidpsias de transplante tornaram-se uma parte importante do diagndstico e do prognostico

destes pacientes.

1.3 Ativacao do sistema do complemento — C4d

Halloran et al descreveram pela primeira vez a RMA aguda na década de 1990, sendo
identificado no mesmo periodo a presenga de C4d como um marcador de atividade humoral
antidoador (GARCES et al, 2017). Desde 2003, o sistema de Classificagdo de Banff para
enxerto Renal reconheceu a importancia dos anticorpos na rejei¢cdo e a marcacao para C4d nos
capilares peritubulares foi aceita como RMA (DJAMALI et al, 2014; BHOWMIK et al, 2010).

O C4d é um subproduto da ativagio do C4 e ndo tem uma fung¢do definida. E formado
quando ha ativacdo da via classica do complemento, apds a ativagdo do Clq por complexos
antigeno-anticorpo, bem como pela ativacdo direta da via da Lectina (DJAMALI et al, 2014;
FILIPPONE, 2018), sem que haja a ligacdo com os DSAs (ETTA, 2020).

A figura 4 representa esquematicamente a formacao do C4d durante a ativagdo da

cascata do complemento, através das vias classica e Lectina.

Figura 4. Cascata de ativagdo do Complemento e formagdo do C4d.
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Anticorpos se dissociam

ectina com o tempo
classica -injuria tecidual - }k_
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e Ativacdo e injuria endotelial

Fonte: Adaptado de COHEN, D. et al. Pros and Cons for C4d as a Biomarker. Kidney Int. 2012; Apr;81(7):628-
39.

A avaliagdo do C4d pode ser feita por IHQ ou imunofluorescéncia, utilizando-se
anticorpos poli ou monoclonais, com marca¢do positiva nos capilares peritubulares e vasa
recta, indicando que houve atividade de anticorpos e interagcdo com as células endoteliais.

A marcacao para C4d ¢ temporaria e sucessivas biopsias podem ser positivas ou
negativas (FILIPPONE, 2018). Tal fato, associado a menor quantidade de capilares
peritubulares num contexto de fibrose e atrofia tubular, podem levar a marcagdes fracas do
C4d (HASSAN, 2013; GARG, 2017).

Além disso, marcagdo faca ou negativa para C4d em pacientes DAS+, pode ser
decorrente de erro na reagdo de imuno-histoquimica ou ativacdo do DSA por outra via nao-
complemento dependente (ZHANG, 2018). A marcagdo para C4d pode ainda ser negativa em
decorréncia de baixa fixacdo do complemento por alguns DSAs (NIGAM et al, 2018).

Glomérulos normais podem marcar para C4d na regido mesangial e mais raramente
nos capilares glomerulares (FILIPPONE, 2018). Porém Yoo Jin Lee et al demonstraram uma

correlagdo entre marcagdo positiva para C4d nos glomérulos de enxertos com glomerulite,
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pericapilarite e glomerulopatia do transplante ¢ DAS (LEE et al, 2019). Esta marcagdo
também pode ser encontrada em micro-angiopatia trombdtica e glomerulonefrites mediadas
por imuno-complexos, como no caso da Glomerulonefrite Membranosa (CARDINAL, 2018).

Segundo os critérios de Banff de 2017, o diagnostico de RMA ativa ¢ baseado em trés
pilares: (1) presenca de DSA anti-HLA ou outros anticorpos, (2) evidéncia de interacao dos
anticorpos com o endotélio vascular, com marcagdo positiva para C4d nos capilares
peritubulares e vasa recta, e (3) evidéncia histoldgica de injlria tecidual aguda. A RMA
cronica também possui trés critérios: (1) evidéncia histologica de injuria tecidual cronica, (2)
acentuado espessamento da membrana basal dos capilares peritubulares visto na microscopia
eletronica, e (3) fibrose arterial intimal (HAAS et al, 2018).

Nesta classificacdo, a positividade para C4d foi considerada uma alternativa nos casos
em que a avaliagdo do DSA ndo ¢ possivel ou falso negativo. Foi considerado como C4d+,
qualquer marcagao linear e circunferencial, mesmo focal (>0), sendo os achados classificados
em 3 categorias: (1) RMA ativa, (2) RMA cronica/ativa, e (3) C4d positivo sem evidéncia
histologica de rejeicao (HAAS, 2018).

Foram destacados dois fendtipos de RMA. O primeiro ocorre precocemente, em
pacientes pré-sensibilizados, em geral C4d+. O segundo ocorre tardiamente, provavelmente
por formagdo de DSA “de novo”, com grande chance de ser C4d (NIGAM et al, 208). A
RMA tardia ¢ um importante fator para a perda do enxerto.

Embora a presenga de casos C4d+ sem evidéncia histologica de rejeicdo, em
transplantes ABO compativeis, seja raro, em casos de pacientes pré-sensibilizados, casos de
reperfusdo ou pacientes biopsiados precocemente, ha associagcio com RMA subsequente.
Bidpsias tardias de pacientes com C4d+ sem evidéncia histologica de rejeigdo, com ou sem
disfungdo do enxerto, revelam resultados ambiguos e progndstico variavel em termos de

sobrevida do enxerto (DOMINY et al, 2019).
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E importante ressaltar que a pesquisa de DSA pode ser negativa, pois os testes
disponiveis ndo avaliam todos os possiveis anticorpos que poderiam afetar o enxerto (HAAS
et al, 2018). Um exemplo sdo anticorpos contra receptores da angiotensina II (GARG, 2017).
Neste contexto, a RMA pode ser DSA- ¢ C4d+, pois os anticorpos formados sdo ndo-HLA,
mas ativam a cascata do complemento (ZHANG, 2018). Outra possibilidade para casos DSA-
e C4d+ ¢ a deposicao de C4d através da ativacao da via da lectina (DOMINY et al, 2019).

Alguns estudos demonstraram uma associagao clara e independente entre C4d e injaria
na microcirculagdo, com pior progndstico, mesmo na auséncia de alteragdes histologicas
tipicas de RMA (DJAMALI et al, 2014; ZHANG, 2017). Estes dados favorecem a hipdtese
que a RMA C4d+ pode ser decorrente de citotoxicidade direta dependente da via do
complemento, enquanto que nos casos de RMA C4d- parece haver outros mecanismos nao
dependentes desta via (ZHANG, 2017). A presenca de RMA C4d- pode ocorrer em
decorréncia de aloanticorpos contra o endotélio, causando uma reagdo intensa com ativacao
intracelular que provocam fortes respostas como a proliferacdo e ativacdo de vias de
sinalizagdo, gerando lesdo do endotelial. Nestes casos, ha grande quantidade de transcritos
endoteliais, um indicativo de RMA ativa e baixa expectativa de vida do enxerto (KHAIRWA,
2020). Morfologicamente, as duas categorias de RMA, C4d+ e C4d- podem ser observadas.

Apesar de a pesquisa para C4d ser essencial e uma recomendagao da classificagdo de
Banff, ndo ¢ um marcador muito sensivel uma vez que ha casos com intensa inflama¢do na
microcirculagdo, porém com marcagdo fraca ou focal para C4d (KHAIRWA, 2020),
espcialmente nos casos cronicos.

Goutaudier et al ndo demonstraram associagdo entre sobrevida do enxerto e depodsitos
de C4d em capilares peritubulares ou glomerulares (GOUTAUDIER et al, 2019).
Para estes autores, a deposicao de C5b9 indica a ativagdo completa da via, classica ou

alternativa, com a formacdo do complexo de ataque a membrana (CAM). Este se liga a
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membrana das células endoteliais e provoca a formagao de poros, que permitem um influxo
descontrolado de agua e ions, com turgéncia e lise celular subsequente, além de promover o
recrutamento de células inflamatorias. Diferentemente da formagdo do C4d, que ocorre
somente durante a ativacdo da via classica ¢ antes da formacdo do CAM. Assim, sugerem a
analise conjunta do Cd4 e do C5b9, bem como a possibilidade de terapias anti-C5
(GOUTAUDIER et al, 2019; STEGALL, 2012).

Outros estudos demonstraram que a ativagdo da via cléssica e alternativa do
complemento pode resultar na deposicdo de C3d, sendo sugerido como mais sensivel nas
RMA complemento dependente (GARG, 2017).

Além disso, a positividade para C4d em capilares peritubulares estd presente na
maioria dos transplantes renais com incompatibilidade ABO, sem disfun¢do do enxerto ou
injaria na microcirculagdo (DOMINY et al, 2019; FILIPPONE, 2018; GARG, 2017). A
positividade do C4d sem evidéncia de rejeicao ainda ndo esté esclarecida (GARG, 2017), sendo
incorporada com categoria C4d+ sem evidéncia de rejeicdo no Banff 2013 (HAAS et al, 2014).

Com a recomendacdo de pesquisa de C4d em todas a bidpsias de transplante renal,
quer seja por IHQ, quer seja por imunofluorescéncia, hd muitos relatos na literatura
demostrando bidpsias com alteragdes morfologicas de rejeigdo com DSAs +, porém C4d-
(ETTA, 22). Estudos demostram que nestes casos, hd uma expressdo alterada dos genes
endoteliais, em decorréncia da a¢do dos aloanticorpos agindo na microcirculagdo, sendo
identificadas ENDATS, independente da marcagdo para o C4d - positivo ou negativo (ETTA,
2020; SIS, 2009). As alteragdes moleculares envolvidas na elevacdo dos ENDATSs poderiam
explicar a injaria e disfuncao das células endoteliais, reparo e ativacdo das células endoteliais

e/ou angiogénese.

A andlise molecular das biopsias de enxerto tem demonstrado novos biomarcadores

potenciais para predizer progndstico e resposta terapéutica, bem como melhorar o diagndstico,
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principalmente nos casos C4d+ sem evidéncia de rejei¢ao (DOMINY et al, 2019), bem como
em casos de pacientes com pesquisa positiva para DSA, porém marca¢do negativa para C4d
(QUALIA et al, 2020). Neste sentido, a aplica¢do da protedmica para diagndstico de doengas
relacionadas ao transplante ¢ bastante promissor, acrescentando novas abordagens
diagnodsticas e melhor compreensdao da patogénese (MARX et al, 2019; SOARES, 2007).
Estes estudos apontam biomracadores promissores, plasmaticos e urindrios, para deteccdo de
Rejeicao Mediada por Células T e por Anticorpos, ativa e cronica .

Os mecanismos patogénicos envolvidos na rejeicdo do transplante renal sdo
complexos e muitas vezes os achados morfologicos e de ITHQ nas bidpsias renais sio
inespecificos. Assim, foi proposto na classificagdo de Banff de 2017, a inclusdo de dados

referente a expressdo génica para suprir as limitagdes das biopsias (HAAS et al, 2018).

1.4 Classificacdo de Banff: Evolucio da rejeicio mediada por anticorpos

Em decorréncia da necessidade de estabelecer uma adequada orientacdo e
tratamento dos transplantes renais, foi desenvolvido um esquema de padronizagdo
internacional da nomenclatura e dos critérios para o diagnostico histologico de rejei¢ao. O
primeiro encontro aconteceu na cidade de Banff, Canadd em 1991, que inspirou o nome de
todos esses encontros. (SOLEZ et al, 1993). Uma sinopse das classificagdes esta apresentada
no Anexo 2.

O objetivo dos Grupos de Trabalho do Banff ¢ reunir o conteudo atual da
Classificacdo, melhorar sua acessibilidade, bem como fornecer uma avaliacdo critica das areas
da Classificacdo do Banff que requerem esclarecimentos e fornecer uma perspectiva para
desenvolvimentos futuros.

Na primeira classificagao, foi utilizado o termo Rejeicdo Hiperaguda incluido na

Categoria 2, geralmente ocorrendo uma hora apds o transplante, e caracterizado pelo acimulo
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de polimorfonucleares nos capilares glomerulares e peritubulares, presumidamente devido a
anticorpos pré-formados, com lesdo endotelial subsequente e trombose capilar (SOLEZ et al,
1993).

Foi definido também o termo Glomerulopatia do transplante, podendo ser precoce
ou tardia. A precoce era caracterizada por glomerulite e foi definida como actimulo
endocapilar de linfocitos e mondcitos com edema das células endoteliais, indicando um dano
imunoldgico glomerular por antigenos presentes no oOrgdo transplantado. A tardia,
caracterizada por proliferagdo celular mesangial, interposicdo mesangial periférica e as vezes
crescentes celulares (SOLEZ et al, 1993).

Em 1997, o esquema foi reavaliado, juntamente com pesquisadores baseados em
ensaios clinicos colaborativos em transplante renal, sendo proposto uma atualizagido, chamada
Classificagdo de Trabalho Banff 97. Nesta época, embora a presenga de glomerulite ainda
fosse controversa, foi mantida a definicao anterior, alterando a forma de pontuacdo com a
quantificagdo por porcentagem (%) de acometimento glomerular e deveria ser graduada pois
havia relagdo com a perda tardia do enxerto. A presenga de polimorfonucleares nos capilares
glomerulares e peritubulares poderia estar relacionada com rejeicdo mediada por anticorpos
ou microangiopatia trombdtica precoce, devendo-se considerar a possibilidade de lesdao
endotelial aguda grave. A avaliacdo da glomerulite ndo era utilizada como critério para
rejeicdo (RACUSEN, 1999).

Na tabela das categorias, optou-se pelo termo Rejeicdo Mediada por Anticorpos ao
invés de Rejeicdo Hiperaguda, podendo ser imediata ou tardia; e quando ndo ocorresse
imediatamente apds o transplante, a presenga de DSA deveria ser constatada (RACUSEN,
1999).

Foi somente no encontro de 2001, apds crescente publica¢dao na area, que a RMA se

tornou cada vez mais reconhecida. Além disso, houve maior constatacdo desta condicéo,
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melhores técnicas para detectar anticorpos antidoadores, aumento do nimero de pacientes
retransplantados e aumento de transplante de pacientes com barreiras imunoldgicas, em
decorréncia da escassez de doadores de 6rgaos (RACUSEN, 2003).

A presenga da marcagdo para C4d nos capilares peritubulares foi descrita e
reconhecida como importante fator preditor de sobrevida do enxerto, sendo a positividade por
imuno-histoquimica caracterizada como linear e brilhante em mais de 50% dos capilares
amostrados (RACUSEN, 2003).

Assim, foi proposto uma alteragdo na Classificagdo do transplante renal, com a
inclusao da RMA na Categoria 2, que incluia trés critérios: (1) Evidéncia morfologica de
lesdo tecidual aguda, como: (a) lesdo tubular aguda, (b) neutréfilos e / ou mononucleares em
capilares peritubulares e / ou glomerulares e / trombose capilar, (c) arterite intimal / necrose
fibrindide / inflamacao intramural arterial; (2) Evidéncia imunologica da acdo de anticorpos:
(a) marcagdo + para C4d e / ou (raramente) imunoglobulinas nos capilares peritubulares ou
(b) imunoglobulina e complemento em vasos com necrose fibrindide; (3) Evidéncia
sorologica de anticorpos circulantes anti-HLA ou outros antigenos (RACUSEN, 2003).

Para o diagndstico definitivo, a presenca dos trés critérios era obrigatdria. Se
houvesse uma ou mais caracteristicas morfoldgicas da RMA, sem evidéncia sorologica de
anticorpo anti-doador, a bidpsia seria interpretada como suspeita ou consistente com RMA.

Em 2003, chegou-se ao consenso de que a pesquisa para C4d deveria ser realizada
em todos os casos de transplante renal. A positividade para C4d por Imunofluorescéncia foi
definida como marcacao linear, forte, difusa e circunferencial nos capilares peritubulares tanto
do cortex como da medula, exceto nas areas de fibrose. A marcagdo glomerular deveria ser

desconsiderada.
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Caso a marcagdo para C4d fosse fraca ou focal, seria sugestivo de presenga de
anticorpo ou lesdo endotelial mediada por complemento, porém nao definitiva. Somente a
presenca de DSA permanecia como padrao ouro para o diagnostico de RMA.

Foi definido também os critérios para pontuagdo da pericapilarite (ptc), com a
inclusdo de todas as células inflamatorias (linfocitos, neutréfilos, monocitos/macrofagos),
evitando areas subcapsulares ou necroéticas. Foi recomendado que esta avaliacdo fosse feita na
coloracdo de PAS ou Prata.

Foi mencionado que infiltragdo de macrofagos pode ser util no diagnostico de
rejeicdo humoral, € que os macrofagos glomerulares e tibulo-intersticiais estao associados a
deposi¢ao de C4d. Foi mencionado também que a presenga de macrofagos estd associada a
pior prognostico (RACUSEN, 2004).

Durante o encontro de 2005, foram definidos os critérios para RMA cronica / tardia,
ativa: 1) caracteristicas morfoldgicas como Glomerulopatia do transplante (duplicagcdo das
membranas basais glomerulares) e / ou multilaminacdo da membrana basal dos capilares
peritubulares e / ou fibrose e atrofia tubular com ou sem perda de capilares peritubulares e /
ou espessamento fibroso intimal das artérias, sem duplicacdo da elastica interna; (2) deposicao
difusa de C4d nos capilares peritubulares e (3) presenga de DSA. A deposicao difusa para
C4d foi definida como marcagao linear brilhante ao longo dos capilares, em mais de 50% do
fragmento (SOLEZ, 2007).

Outros achados morfoldgicos poderiam acompanhar a RMA cronica ativa como
agregados mononucleares envolvendo capilares peritubulares, glomerulite do transplante e
infiltrado de plasmocitos no intersticio. O termo 'sugestivo de RMA crénica' poderia ser usado
se apenas estivessem presentes depositos C4d, sem DSA ou DSA sem marcagdo para C4d

(SOLEZ, 2007).
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A RMA cronica ativa seria uma acomoda¢do do enxerto, permitindo que este
sobreviva o tempo suficiente para adquirir rejeigdo cronica, uma resisténcia aos aloanticorpos,
suficiente para evitar a lise celular por inibicdo incompleta do complemento, mas insuficiente
para evitar lesdes e ativacao endotelial. (COLVIN, 2005)

Durante este encontro em 2005, muito se discutiu sobre a importancia da deposi¢ao
de C4d e sua relagdo com glomerulopatia do transplante e multilaminagdo da membana basal
dos capilares peritubulares, com acumulos de mononucleares. Porém foram relatados casos de
glomerulopatia do transplante e multilaminagdo, sem marcagdo para C4d, podendo ser
decorrente de erro técnico, lesdo residual de RMA anterior, uma vez que a marcagdo ¢
temporaria, ou glomerulopatia do transplante mediada por células T; outra possibilidade seria
causas ndo aloimune, como microangiopatia trombotica, glomerulonefrites, etc. Foram
descritos também, casos histologicamente normais, mas C4d +, como nos casos de
transplantes entre paciente com incompatibilidade ABO. Assim, para o diagndstico definitivo
de RMA cronica / tardia, era necessario a presenca das alteracdes histoldgicas e presenca de
DSA e marcagdo para C4d (SOLEZ, 2007).

Marginacao capilar de células inflamatérias ¢ um importante marcador histologico
da RMA em aloenxertos renais, sendo a presen¢a de neutrofilos mais especifico; porém tanto
neutrofilos quanto mononucleares foram associados a deposicdo de C4d em capilares
peritubulares. Durante este encontro, os critérios quantitativos para pericapilarite (‘ptc')
definidos no encontro anterior, foram revalidados, devendo ser classificado em focal se <50%
da area ou difuso, se >50%.

No encontro de 2007, foi recomendado que em toda biopsia de aloenxerto renal
deve ser feita a pesquisa para C4d por THQ ou imunofluorescéncia. Embora marcagdo difusa

de C4d (> 50%) fosse definida como positivo, a defini¢ao e o significado clinico da marcagao
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focal permanecia em debate, assim como o relato de casos C4d+, sem alteragcdes morfoldgicas
(SOLEZ, 2008).

Baseados nestes casos, a categoria diagnostica 2 de Banff, passou a ser chamada
Alteragcdes Mediadas por Anticorpo, devendo ser documentado a presenca de DSA, bem
como C4d+. Foi introduzido o item Depdsito de C4d sem evidéncia morfoldgica de rejeicao,
além de RMA aguda e RMA crénica ativa (SOLEZ, 2008).

Assim como o escore para a pericapilarite, o escore para C4d também foi
subdividido em 0 a 3, baseado na porcentagem de cortex/medula comprometido (minimo
10%), devendo ser pesquisado em no minimo 5 CGA, e classificado em negativo, minimo,
focal ou difuso, com marcagao linear e circunferencial (SOLEZ, 2008).

No encontro que ocorreu em 2009, comecaram a discutir sobre os aspectos
moleculares no transplante renal e fatores prognosticos, principalmente nos casos mais
problematicos, classificados como suspeitos, RMA C4d negativo, casos com arterite mas com
pouca ou nenhuma inflamacdo intersticial, bem como casos com altos niveis de DSA na
presenga de elevada expressao génica endotelial (SIS, 2010).

Dois mil e onze foi marcado por novas discussdes sobre os critérios de RMA,
especialmente na busca de melhores defini¢gdes para RMA aguda versus cronico/ativa. Foi
reconhecida a RMA C4d-, sendo criado um grupo de trabalho sobre Rejeicdo Mediada por

Anticorpo, independente da marcagao para o C4d (MENGEL, 2012).

No encontro de 2013, a classificagdo da RMA foi dividida em ativa/aguda, cronica
ativa e incluiu-se a categoria C4d+ sem evidéncia de rejeicdo. Também definiram glomerulite
como oclusdo parcial ou completa dos capilares glomerulares por células inflamatdrias e
reacdo das células endoteliais, com escores de g0 a g3, dependendo da porcentagem de

glomérulos envolvidos. Foi também definido os critérios para cg (HAAS, 2014).
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As discussdes durante o encontro de 2015 centraram nos aspectos da rejeicao mista,
(mediada por anticorpos e celular), na RMA subclinica, bem como na pesquisa de anticorpos
ndo-HLA e perspectivas para patologia molecular. Nao houve alteragdo na tabela das

categorias para as biopsias renais (LOUPY, 2017).

Em 2017, a positividade para o C4d ganhou maior evidéncia, uma vez que poderia
substituir a testagem de DSA, quando a pesquisa destes ndo estiver disponivel ou quando
houvesse possibilidade de ser falso negativo. Na presenca de inflamag¢do na microcirculagao e
marcagdo positiva para C4d, o diagndstico de RMA pode ser constatado, mesmo na auséncia
de DSA. A categoria suspeito para rejei¢ao foi retirada, uma vez que era considerada confusa

(HAAS, 2018).

O ultimo encontro do Banff foi em 2019, muitos questionamentos foram feitos a
respeito do diagnostico de RMA que tem se tornado cada vez mais complexo ¢ a interpretagao
dos laudos baseados nas categorias do Banff podem confundir clinicos menos experientes. Foi
também discutido a importancia dos DSA nao-HLA e dos casos C4d-, na presenga de
alteragdes morfoldgicas de inflamagdo na microcirculagdo, podendo o diagnostico molecular

esclarecer situagdes como estas citadas (LOUPY, 2020).

Apesar da expressdo do C4d ser muito importante para os transplantes renais, sendo
uma ferramenta para complementar o diagndstico de RMA, sua marcagio positiva ou negativa
ainda ndo estd totalmente esclarecida. Os grupos de trabalhos com énfase em pesquisas
relacionadas com o C4d foram criados na busca de melhor entendimento sobre este marcador.
Estes grupos e outras pesquisas ajudardo no melhor entendimento sobre o papel do C4d no

transplante renal.
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2 JUSTIFICATIVA

A rejeicdo mediada por anticorpos representa um desafio significativo e continuo para
a sobrevivéncia a longo prazo do enxerto no transplante renal. Apds a deposi¢do de
anticorpos contra antigenos do enxerto, ocorre a cascata de ativa¢ao do sistema complemento,
sendo formado C4d, um de seus componentes, que pode se ligar covalentemente a moléculas-
alvo no endotélio dos capilares peritubulares, sendo assim considerado um fator de risco para
rejeicdo mediada por anticorpos. Na classificagdo de Banff de 2013 ficou estabelecido que a
positividade para o C4d ndo seria mais uma exigéncia para o diagndstico de rejei¢do mediada
por anticorpos. Entretanto, na classificacdo de Banff de 2017, o C4d voltou a ser protagonista
importante neste contexto. Assim, a presenga ou nao de C4d nestas biopsias, como fator
essencial para a patogénese da lesdo e no progndstico do rim transplantado, continua assunto
controverso.

Vale ressaltar que o estado do Ceard est4 entre os estados que mais fazem transplante
no Brasil, ocupando o 10° lugar em 2020 de acordo com o Registro Brasileiro de
Transplante, sendo o Hospital Universitario Walter Cantidio/UFC um centro de referéncia.
Deve também ser enfatizado que ainda existem poucos estudos relacionados a estes

pacientes.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL
. Investigar se a expressdo de C4d nas bidpsias renais tem relagdo com varidveis

clinicopatoldgicas e alteragdes morfologicas.

3.2 ESPECIFICOS

. Avaliar as alteragdes histoldgicas em bidpsias dos rins transplantados, segundo os
critérios de Banff.

° Verificar a relacdo ou ndo da positividade de C4d, através de imuno-histoquimica,
com variaveis como idade, género, diagndstico que motivou o transplante, tempo de evolugao
da doenga basica, proteinuria e variaveis do Banff.

. Averiguar se a expressao ou ndo do C4d tem relagdo com a evolugdo do enxerto renal

por um periodo minimo de 1 ano, comparando os grupos antigo e recente..
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de estudo retrospectivo longitudinal.

4.2 POPULACAO DO ESTUDO

Pacientes transplantados renais do Hospital Universitario Walter Cantidio, da
Universidade Federal do Cear4, pelo periodo de 2 anos (2013 e 2014) com bidpsias realizadas

entre 2013 e 2014.

4.3 AMOSTRA

Durante o periodo de 2013 a 2014, foram recebidas pelo Departamento de Patologia e
Medicina Legal da UFC(DPML/UFC) 112 amostras de bidpsias de transplantados renais.

Foram selecionados apenas os pacientes que realizaram a pesquisa para o marcador
C4d nestas bidpsias nos anos de 2013 /2014, sendo denominado T1, e que posteriormente
fizeram nova bidpsia e nova pesquisa para C4d dentro de um periodo minimo de 1 ano,
denominado T2.

Apds a selegdo dos pacientes, foram coletados os seguintes dados do prontuario:
nome, idade, sexo, doenga de base, data do transplante, tipo de doador, idade de doador,
causa da morte do doador, pesquisa de incompatibilidade, valor da creatinina antes da
bidpsia, presenca de proteintiria antes da biopsia e se houve necessidade de dialise apds o

transplante.
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4.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos no estudo os pacientes que fizeram duas bidpsias com intervalo

minimo de 1 ano e que realizaram a pesquisa do C4d nas duas bidpsias.

4.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos todos os pacientes cujas amostras foram insatisfatorias (menos de 7
glomérulos e menos de 2 artérias), os ndo que ndo tinham realizado a segunda bidpsia ou que
apresentaram intervalo menor que 1 ano entre as duas bidpsias, pacientes com recidiva da
doenca de base ou glomerulopatia “de novo”, bem como aqueles que nao fizeram a pesquisa
para o C4d nas duas biopsias.

Ap0s todos os critérios de exclusdo serem aplicados, a amostra definitiva para estudo
constituiu de 22 casos.

A Figura 5 mostra o fluxograma com os critérios de inclusdo e exclusao.
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4.6 ANALISE DE DADOS

Foram analisadas as ldminas das bidpsias, com colora¢des em HE, PAS, Tricromico
de Masson e Prata Metanamina, da primeira e ultima bidpsia dos pacientes selecionados.

Todas as laminas foram avaliadas e reclassificadas pelos Critérios de Banff de 2019

para transplantes renais, localizado no anexo 3 (LOUPY et al, 2020). Todas as varidveis do
protocolo do Banff 2019 foram comparadas entre os grupos (antigo e recente) ¢ entre as duas
amostras (T1 e T2).

Foram avaliadas também as laminas coradas através de imuno-histoquimica pelo
anticorpo anti-C4d (Anticorpo monoclonal de coelho anti-C4d humano, clone SP91, codigo
M3914), arquivadas pelo Laboratorio Biopse, correspondentes aos casos do Arquivo do
DPML, que foram submetidas a coloracdo automatizada pelo sistema Roche-Ventana®,
segundo especificagdes do fabricante (ROCHE, 2021).

As laminas de THQ foram analisadas por dois observadores, independentemente,
sendo bom o grau de concordancia através do coeficiente de Kappa (x = 0,72), segundo
Landis e Koch (1977; boa quando k = 0.61-0.8).

Os pacientes foram classificados, de acordo com o tempo de evolugdo pos-
transplante, em evolugdo curta (média 2 meses) ou longa (média 4 anos € 1 més).

Os dados foram tabulados utilizando-se o programa Microsoft Excel e exportados
para o SPSS e GraphPad Prism 9 no qual as analises foram realizadas adotando uma
confianca de 95%. Foram usados os testes exato de Fisher ou Qui-quadrado de Pearson para

os dados categdricos e Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis/Dunn para os dados quantitativos.
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4.7 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi realizado perante aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Ceard, sob o parecer de n°. 26154918.8.0000.5054. A investigadora
principal e os demais colaboradores envolvidos no projeto utilizaram os dados provenientes
dessa pesquisa apenas para os fins descritos e cumpriram todas as diretrizes e normas
regulamentadoras descritas na Resolugdo N° 466/12 do Conselho Nacional de Satude e suas
complementares, no que diz respeito ao sigilo e confidencialidade dos dados coletados.

Ressalta-se que a divulgacdo das informacdes coletadas ocorreu somente de forma

andnima.
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S RESULTADOS

Durante os anos de 2013 ¢ 2014 o servigo de Patologia do DPML recebeu 112 amostras
de transplantes renais. Destes, 22 casos foram incluidos no estudo, uma vez que realizaram 2
bidpsias com intervalo minimo de 1 ano, sendo a primeira entre 2013 e 2014, a segunda apoés 1

ano, com a respectiva pesquisa de C4d por IHQ nas duas bidpsias.

Figura 6. Fluxograma com a divisdo dos pacientes em grupos recente ¢ antigo

112 BIOPSIAS RENAIS EM 2013/2014

L 22 CASOS
SELECIONADOS
PARA O ESTUDO

GRUPO RECENTE
10 PACIENTES TRANSPLANTADOS
EM 2013 OU 2014 E REALIZARAM A
PRIMEIRA BIOPSIA NESTE PERIODO

Fonte: Elaborada pela autora.

Os pacientes foram divididos em dois grupos denominados recente e antigo. Foi
denominado grupo recente, os pacientes que fizeram o transplante em 2013 ou 2014 e a
primeira bidpsia renal feita logo apods o transplante, em média 2 meses apos o transplante. Foi
denominado grupo antigo, aqueles cujo transplante foi realizado alguns anos antes, porém
foram biopsiados em 2013 ou 2014, por indicagdo clinica. Neste grupo, o tempo médio de
transplante antes da bidpsia coletada em 2013 ou 2014 foi de 4 anos a 1 més, variando de 1 ano

e 1 més até 15 anos e 7 meses.



46

Grafico 1. Distribuicdo dos transplantes renais pelo ano de sua realizagdo

Fonte: Elaborada pela autora.

Ressaltamos que em ambos os grupos, foram realizadas as 2 bidpsias conforme descrito
o primeiro paragrafo dos resultados e em ambas as bidpsias, foi avaliado a expressdo do C4d.
A primeira amostra analisada em 2013 / 2014 foi chamada de T1 e a amostra subsequente, de

T2.

Grafico 2. Distribuig@o dos pacientes transplantados em relag@o a primeira biopsia renal pos-enxerto (T1): grupos
antigo e recente.

- Grupo antigo

Grupo recente

Fonte: Elaborada pela autora. T1
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Dos pacientes analisados, 14 (64%) eram do sexo masculino e 8 (36%) do sexo
feminino; 3 (14%) pacientes receberam 6rgao de doador vivo e 19 (87%) de doador falecido,
sendo morte por TCE a causa mais relatada. A idade média dos pacientes foi de 37 anos, sendo
19 anos a idade minima encontrada ¢ 63 anos a idade maxima. Com relagdo a pesquisa de
incompatibilidade, 2 pacientes ndo tinham incompatibilidade (11%), 1 (6%) incompatibilidade
2, 6(33%) incompatibilidade 3, 4(22%) incompatibilidade 4, 5(28%) incompatibilidade 5;
nenhum paciente apresentou incompatibilidade 1 e 6. Cinco pacientes ndo apresentaram

proteinuria (36%) e 9 pacientes apresentaram (64%).

Grafico 3. Distribui¢do dos pacientes transplantados em rela¢éo ao grau de incompatibilidade

6
5
4
2
1
2 3 4 5 6

GRAU DE INCOMPATIBILIDADE

TOTAL DE PACIENTES

Fonte: Elaborada pela autora.

A dosagem de creatinina sérica foi de 2.99 mg/dl +2.92 mg/dl, sendo a mediana de
2,05mg/dl. A tabela 1 mostra algumas varidveis clinicas e laboratoriais comparando dois

grupos de pacientes.
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Tabela 1. Variaveis Clinicas e Laboratoriais relacionadas a primeira biopsia pés-transplante (T1), comparando os
grupos antigo e recente.

Tempo transplante

Antigo Recente p-Valor

Idade
Até 30 5 (42%) 2 (20%) 0,277
>30 7 (58%) 8 (80%)
Sexo
Feminino 5 (42%) 3 (30%) 0,571
Masculino 7 (58%) 7 (70%)
Doador
Falecido 10 (83%) 9 (90%) 0,650
Vivo 2 (17%) 1 (10%)
Incompatibilidade
0 1 (12%) 1 (10%) 0,797
1 0 (0%) 0 (0%)
2 1 (12%) 0 (0%)
3 2 (25%) 4 (40%)
4 2 (25%) 2 (20%)
5 2 (25%) 3 (30%)
6 0 (0%) 0 (0%)
Proteinuria
Nio 2 (25%) 3 (50%) 0,334
Sim 6 (75%) 3 (50%)

Creatinina prévia  2.17+1.29 3.98+3.98 0,151

*p<0,05, Valor de p calculado pelo Teste Qui-quadrado ou exato de Fisher (n, %).

Fonte: Elaborada pela autora.

A tabela 2 mostra a comparagdo das varidveis da Classificacdo do Banff 2019, na

primeira bidpsia (T1), entre os grupos recente e antigo.



Tabela 2. Achados morfologicos na primeira bidpsia (T1) em relagdo ao tempo do transplante.

Tempo transplante

Antigo Recente p-Valor
T1i
0 0 (0%) 1 (10%) 0,345
1 11 (92%) 8 (80%)
2 1 (8%) 0 (0%)
3 0 (0%) 1 (10%)
T1t
0 12 (100%) 9 (90%) 0,262
1 0 (0%) 1 (10%)
2,3 0 (0%) 0 (0%)
Tlv
0 12 (100%) 10 (100%) 1,000
1,2,3 0 (0%) 0 (0%)
T1 ptc
0 10 (83%) 8 (80%) 0,500
1 2 (17%) 1 (10%)
2 0 (0%) 1 (10%)
Tlg
0 11 (92%) 9 (90%) 0,361
1 1 (8%) 0 (0%)
3 0 (0%) 1 (10%)
T1 ah
0 8 (67%) 7 (70%) 0,525
1 1 (8%) 1 (10%)
2 1 (8%) 2 (20%)
3 2 (17%) 0 (0%)
T1 ci
0 7 (58%) 10 (100%) 0,145
1 1 (8%) 0 (0%)
2 3 (25%) 0 (0%)
3 1 (8%) 0 (0%)
T1 ct
0 7 (58%) 10 (100%) 0,145
1 1 (8%) 0 (0%)
2 3 (25%) 0 (0%)
3 1 (8%) 0 (0%)

49
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Continuacao da Tabela 2

Tempo transplante

Antigo Recente p-Valor
T1 cv
0 6 (50%) 5(50%) 0,632
1 5 (42%) 5(50%)
2 1 (8%) 0 (0%)
T1 cg
0 11 (92%) 10 (100%) 0,350
1 1 (8%) 0 (0%)
T1 ti
0 0 (0%) 1 (10%) 0,267
1 8 (67%) 8 (80%)
2 4 (33%) 1 (10%)
T1iIF TA
0 7 (58%) 10 (100%) 0,067
1 2 (17%) 0 (0%)
2 3 (25%) 0 (0%)
T1tIF TA
0 11 (92%) 10 (100%) 0,350
1 1 (8%) 0 (0%)
T1 NTA
0 10 (83%) 6 (60%) 0,221
1 2 (17%) 4 (40%)
T1 C4d
Nao 5 (42%) 4 (40%) 0,937
Sim 7 (58%) 6 (60%)

*p<0,05, Valor de p calculado pelo Teste Qui-quadrado ou exato de Fisher (n, %).
**De acordo com a classifica¢do de Banff de 2019 —anexo 3.

Fonte: Elaborada pela autora.

A tabela 3 mostra a comparacao das variaveis na segunda bidpsia (T2), entre os grupos
recente e antigo. A segunda bidpsia foi realizada no minimo 1 ano apds a primeira biopsia. O
intervalo médio de acompanhamento foi de 5 anos e 7 meses, sendo o menor intervalo 1 ano e

o maior intervalo 19 anos, sendo este doador vivo.
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Tabela 3. Achados morfoldgicos da segunda biopsia (T2) em relagdo a evolucdo do transplante, comparando os

grupos antigo e recente.

Tempo transplante

Antigo Recente p-Valor
T2i
0 0 (0%) 3 (30%) 0,093
1 11 (92%) 7 (70%)
3 1 (8%) 0 (0%)
T2t
0 11 (92%) 9 (90%) 0,892
1 1 (8%) 1 (10%)
T2 v
0 12 (100%) 9 (90%) 1,000
1 0 (0%) 1 (10%)
T2 ptc
0 12 (100%) 10 (100%) 1,000
1 0 (0%) 0 (0%)
T2 g
0 12 (100%) 9 (90%) 0,262
1 0 (0%) 1 (10%)
T2 ah
0 3 (25.%) 4 (40%) 0,849
1 2 (17%) 2 (20%)
2 5 (42%) 3 (30%)
3 2 (17%) 1 (10%)
T2 ci
0 1 (8%) 7 (70%)* 0,029
1 3 (25%)* 1 (10%)
2 5 (42%)* 1 (10%)
3 3 (25%)* 1 (10%)



Tempo transplante

Antigo Recente p-Valor
T2 ct
0 1 (8%) 7 (70%)* 0,026
1 3 (25%)* 1 (10%)
2 6 (50%)* 1 (10%)
3 2 (17%) 1 (10%)
T2 cv
0 3 (25%) 4 (44%) 0,558
1 5 (42%) 2 (22%)
2 4 (33%) 3 (33%)
T2 cg
0 9 (75%) 7 (70%) 0,528
1 2 (17%) 3 (30%)
3 1 (8%) 0 (0%)
T2 ti
0 0 (0%) 2 (20%) 0,137
1 5 (42%) 6 (60%)
2 6 (50%) 1 (10%)
3 1 (8%) 1 (10%)
T2iIF TA
0 1 (8%) 7 (70%)* 0,021
1 4 (33%) 1 (10%)
2 6 (50%)* 1 (10%)
3 1 (8%) 1 (10%)
T2 tIF TA
0 11 (92%) 10 (100%) 0,350
1 1 (8%) 0 (0%)
T2 NTA
0 11 (92%) 8 (80%) 0,427
1 1 (8%) 2 (20%)
T2 C4d
Nio 5 (42%) 6 (60%) 0,392
Sim 7 (58%) 4 (40%)

*p<0,05, Valor de p calculado pelo Teste Qui-quadrado ou exato de Fisher (n, %).
**De acordo com a classificacdo de Banff de 2019 —anexo 3.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Avaliando a biopsia de seguimento dos pacientes do grupo antigo, os que
transplantaram o rim antes de 2013/2014, ha piora dos critérios do Banff de cronicidade
(fibrose intersticial, atrofia tubular e inflamacao nas areas de IF/TA), quando comparados com
a biopsia de seguimento do grupo recente. Houve piora também em real¢do a glomerulopatia
do transplante (cg) e inflamacao em area de IF/TA (i-1IF/TA), nos dois grupos.

Como pode ser observado na Tabela 3, as varidveis de cronicidade foram
predominantes no grupo antigo em relacdo ao grupo recente, nos seguintes critérios de BANFF
2019:

o T2 ci: antigo 92% & 30% do recente, p= 0,029;
¢ T2 ct: antigo 92% & 30% do recente, p= 0,026;

T2 i IF/TA : antigo 92% & 30% do recente, p= 0,021,

A figura 7 revela o espessamento das algas glomerulares com duplo contorno, alteragdo
tipica da Glomerulopatia do Transplante (cg), caracteristica da RMA cronica e associada a

proteinuria.

Figura 7. Glomerulopatia do transplante — biopsia realizada no seguimento do paciente (T2), 5 anos apos o
transplante. Observar as algas capilares com duplo contorno (setas). Microscopia otica, , 400x. A) Hematoxilina ¢
Eosina. B) Prata Metenamina
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Na figura 8 ¢ possivel observar a expressdao do C4d nos capilares peritubulares de um

mesmo paciente, ao longo de 3 anos.

Figura 8. Expressdo do C4d por imuno-histoquimica. Observar a marcagdo linear /circular acastanahada dos
capilares peritubulares (setas) - Microscopia otica, 400x. A) C4d positivo nos capilares em 2014. B) Apos 3 anos,
ha atrofia tubular e fibrose intersticial e a expressdo do C4d permaneceu positiva nos capilares peritubulares.
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Elaborada pela autora.
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Foi avaliado também o status da expressdo do C4d ao longo da evolugdo do transplante
e em relacdo as varidveis clinicas. Os resultados sdo exibidos na tabela 4. Os pacientes que
mantiveram a marcagdo para C4d ao longo da evolucdo do transplante mostraram forte

associacdo com proteintria. Todos os casos com proteinuria, mantiveram o stafus inalterado de

C4d, com p<0,032.

Tabela 4. Expressdo do C4d em bidpsias assincronas em transplantados e avaliagdo do status de C4d ao longo da evolugédo do tran

T1 C4d T2 C4d Variaca
Total Nao Sim p-Valor Nao Sim p-Valor  Diminuiu

Idade

Até 30 7 (32%) 3 (33%) 4 (31%) 0,899 3 (27%) 4 (36%) 0,647 1 (33%)

>30 15 (68%) 6 (67%) 9 (69%) 8 (73%) 7 (64%) 2 (67%)
Sexo

Feminino 8 (36%) 2 (22%) 6 (46%) 0,251 2 (18%) 6 (54%) 0,076 1 (33%)

Masculino 14 (64%) 7 (78%) 7 (54%) 9 (82%) 5 (45%) 2 (67%)
Doador

Falecido 19 (86%) 8 (89%) 11 (85%) 0,774 10 (91%) 9 (82%) 0,534 3 (100%)

Vivo 3 (14%) 1 (11%) 2 (15%) 1 (9%) 2 (18%) 0 (0%)
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Enquanto na Tabela 4 foi avaliado o status de C4d no conjunto dos grupos Antigo +
Recente, em seguida, foi verificado esse status de C4d discriminando entre os 2 sub-grupos

citados (Antigos & Recentes). Os resultados estdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5 — Comparacao do status do C4d levando-se em conta a 1? e 2% bidpsias, entre os grupos Antigo ¢
Recente de transplantados renais.

BANFF Variac¢io C4d (T1 para T2) (Antigo) Variacio C4d (T1 para T2) (Recente)

pP- p-
T2 i Diminuiu  Manteve Aumentou Valor Diminuiu Manteve  Aumentou Valor
0 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0,002 1 (50%) 2 (25%) 0 (0%) 0,490
1 1 (100%)* 10 (100%)* 0 (0%) 1 (50%) 6 (75%) 0 (0%)
2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
3 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%)* 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
T2t
0 1 (100%)* 10 (100%)* 0 (0%) 0,002 2 (100%) 7 (87%) 0 (0%) 0,598
1 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%)* 0 (0%) 1 (12%) 0 (0%)

*p<0,05, Teste Qui-quadrado ou exato de Fisher (n, %) ou Mann-Whitney/Kruskal-Wallis (média + DP).
**Status = manutengdo da expressdo ou auséncia de expressdo do C4d.

Fonte: Elaborada pela autora.

A tabela 6 compara a marcagdo do C4d em relacdo ao intervalo da bidpsia,
demonstrando se houve mudanga do status, ou scja, se¢ negativou (positivo>negativo),
permaneceu (negativo>negativo ou positivo—> positivo) ou positivou (negativo => positivo),

bem como compara os grupos recente e antigo.
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Tabela 6. Condigdo (status) do C4d em relagdo ao intervalo da bidpsia e aos grupos recente e antigo.

Tempo transplante

Antigo Recente p-Valor
T2 T1 C4d
Diminuiu 1 (8%) 2 (20%) 0,500
Manteve 10 (83%) 8 (80%)
Aumentou 1 (8%) 0 (0%)
T2 T1 C4d
Diminuiu 1 (8%) 2 (20%) 0,427

Manteve/Aumentou 11 (92%) 8 (80%)

*p<0,05, Valor de p calculado pelo Teste Qui-quadrado ou exato de Fisher (n, %).
**Status = manutengio da expressdo ou auséncia de expressdo do C4d.

Fonte: Elaborada pela autora.

Os dados mostram que, no grupo Antigo, no critério T2 i de Banff, a grande maioria
de casos com lesdo discreta (graul) manteve o status (10/11=91%; p=0,002) e o unico caso
com escore maximo (=3) apresentou aumento na expressdo de C4d. No critério T2 t, a
manuten¢gdo do status foi muito predominante no escore negativo (também 10/11=91%;
p=0,002). Nao houve diferenca significativa entre os escores, nos dois critérios, no grupo

Recente.
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6 DISCUSSAO

O C4d tem sido considerado de forma ambigua, controversa, como elemento do
sistema Banff, referéncia mundial de protocolos para rejeicdo de transplantes renais:
inicialmente incluido como marcador de RMA; depois retirado como critério da mesma
RMA; e atualmente, voltou a ter protagonismo (HASS M. et al, 2018). C4d no contexto da
rejeicdo a transplantes, tem sido detectado, por IHQ ou imunofluorescéncia, no mesangio,
membrana basal glomerular, membrana basal tubular, arteriolas e intima arterial.

Embora a Imunofluorescéncia seja mais sensivel, requer uma bidpsia extra, o que nem
sempre € possivel, bem como utiliza¢do da solucdo de Michel e refrigeragdo da amostra. Pelo
método de IHQ a marcacdo para C4d ¢ considerada positiva apenas nos capilares
peritubulares e tem uma especificidade de 98% quando comparado com a
Imunofluorescéncia e sensibilidade de 87,5% (ETTA, 2020). Nesse estudo a avaliagdo do
C4d foi feito apenas pelo método de THQ, sendo avaliadas por dois observadores, cujo grau
de concordancia foi bom - coeficiente de Kappa k = 0,72 (LANDIS, KOCH, 1977).

Este estudo mostrou uma prevaléncia de 59% de positividade para o C4d na primeira
bidpsia, sendo a maior parte dos casos C4d+ do grupo antigo. Nas bidpsias de seguimento,
50% apresentaram C4d+. O resultado encontrado estd pouco acima do relatado na literatura,
que varia de 30 a 45%, porém alguns estudos demostraram C4d+ em 61% das bidpsias
diagnosticadas como rejei¢ao cronica (CARPIO, 2011).

A RMA ¢ considerada a principal causa de perda do enxerto renal a longo prazo. De

acordo com MENGEL, et al (2012), ha muitos desafios no diagnoéstico de RMA, e as
caracteristicas morfologicas para o diagnostico dependem do tempo do curso da doenga e ha

grande variabilidade individual. Os autores ainda apontam que o termo cronico ndo estd
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relacionado com o tempo poés-transplante, mas com as alteracdes morfoldgicas de

remodelacdo da membrana basal e endotelial, devido a injiiria mediada pelos anticorpos.

Neste sentido, o presente estudo buscou separar os pacientes em dois grupos: os que
transplantaram antes de 2013/2014, denominado grupo antigo, € os que transplantaram em
2013/2014, denominado grupo recente, sendo avaliadas e comparadas as bidpsias realizadas

pelos grupos.

No grupo denominado antigo, os pacientes ja haviam realizado o transplante antes da
biopsia realizada em 2013/2014, em média 4 anos ¢ 1 més antes, mas com grande
variabilidade: minimo de 1 ano e 1 més e maximo de 15 anos e 7 meses. No grupo
denominado recente, os pacientes fizeram o transplante em 2013/2014 e realizaram a bidpsia

em média 2 meses ap0s o transplante, variando de 14 dias a 9 meses.

Embora os rins transplantados do grupo antigo ja estivessem expostos as alteragdes
hemodinamicas e aos anticorpos anti-HLA ha mais tempo que os do grupo recente, a Tabela
2 que compara as alteragdes morfologicas da primeira biopsia (T1) ndo mostrou alteragdes
morfoldgicas estatisticamente significativas entre os grupos, embora o grupo antigo

apresentou maiores escores nos marcadores de cronicidade (ci, ct, cg, i-IF/TA).

Na tabela 3, foram comparadas as bidpsias de seguimento (T2) dos grupos antigo e
recente. O tempo médio de acompanhamento dos pacientes foi de 5 anos e 7 meses, sendo o
intervalo minimo de 1 ano e o maximo de 19 anos, da data do transplante. Nesta tabela, os
pacientes do grupo antigo tiveram piora nos critérios de cronicidade, tanto piora da atrofia
tubular (ct), quanto na fibrose intersticial (ci), bem como mais células inflamatérias em
areas de atrofia (i-IF/TA) e glomerulopatia do transplante (cg), quando comparados com os

pacientes do grupo recente.
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Essa inflamacdo intersticial reflete uma resposta da agressao aos néfrons e do tecido
renal como um todo. Estudos moleculares demonstraram que as doencas crdnicas
progressivas apresentam aumentos dos ENDATs (HAAS M. et al, 2018). Segundo os
autores, apesar de i-IF/TA ser uma alteracdo morfolégica inespecifica, estudos recentes
apontam ser uma manifestacdo da Rejeicao Mediada por células T.

MENGEL, et al também demonstraram que em pacientes pré-sensibilizados,

inflamacdo subclinica na microcirculagdo persistente, ou seja, capilarite e / ou glomerulite,
leva & doenca cronica com remodelacdo microvascular (glomerulopatia de transplante e

multilaminacdo dos capilares peritubulares).

E importante ressaltar também que IF/TA diminui a sobrevida do enxerto, mas em
associacdo com inflamacao em qualquer intensidade, o prognostico € pior do que a fibrose
isolada (MANNON et al, 2010).

A presenga de tubulite nas areas de atrofia também estd relacionado com perda do
enxerto ao longo do tempo, mas apenas 1 amostra apresentou esta alteragao.

No presente estudo, dos 22 casos analisados, 6 apresentaram glomerulopatia do
transplante (28%), sendo 3 dos grupo antigo e 3 do grupo recente, sendo 4 C4d + e 2 C4d-.
Embora na literatura a glomerulopatia do transplante frequentemente estd associada ao C4d-
(MENGEL et al, 2012), os achados do presente estudo ndao foram estatisticamente
significantes. A auséncia de marcacdo para o C4d pode indicar a participacdo da Rejei¢ao
mediada por células T na patogénese da Glomerulopatia do transplante (FILIPPONE, 2018).
O estudo de STEGALL, 2018, mostrou que a glomerulopatia do transplante foi o achado
histolégico mais encontrado precedendo a perda do transplante, seguida por rejei¢ao mista

mediada por anticorpo e por células T.

Na tabela 4, estdo representados os dados da avaliagdo do status de C4d ao longo da

evolucdo do transplante, verificando-se a manutengdo ou ndo desse status. A manutengdo do
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status (negativo persistindo negativo; ou positivo persistindo positivo) da 1* para a 2* bidpsia
foi fortemente relacionada a presenca de Proteindria, achado clinicamente significativo e
segundo o levantamento atual na bibliografia sobre o assunto, um dado original. Nesta tabela,
os resultados expressos ndo distinguem entre os grupos Antigo e Recente. Essa distin¢do foi
realizada posteriormente e foi representada na tabela 5.

Nesta tabela, demonstrou-se que em dois dos critérios histologicos de Banff,

T2 1 e T2 t, manteve-se o status de C4d, apenas no grupo Antigo, um dado significativo para
a valorizagdo do status de C4d em relagdo a rejeicao cronica do transplante renal.

Embora o Hospital Universitario Walter Cantidio seja uma das referéncias para
transplante renal no estado do Ceard, a amostra populacional estudada foi pequena o que
limitou o estudo do mesmo modo que a falta da alguns dados clinicos como pesquisa de
proteinuria/creatinina na segunda bidpsia e dosagem de DSA.

Futuros estudos com maior amostra populacional s3o importantes para avaliarmos
melhor os pacientes deste servico, buscando intercambio da Patologia com a Clinica para
maior entendimento sobre a possivel participagdo de C4d na patogénese da rejeicdo no
transplante renal, bem como da possivel associagdo de sua positividade ou negatividade com

variaveis clinicas ou outros critérios considerados nos protocolos de rejei¢do a enxertos.
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7 CONCLUSAO

As conclusdes levantadas neste estudo mostram piora dos critérios de Banff (atrofia
tubular, fibrose intersticial e inflamacdo nas areas de IF/TA) ao longo da evolucdo do
transplante, especialmente nos pacientes transplantados ha mais tempo. Houve uma forte
associacdo da manutencdo do status do C4d com proteintiria, assim como a manuten¢io do
status do C4d esta associada a casos leves de inflamagao (il) para os pacientes transplantados
a mais tempo. A positividade para o C4d se relacionou com piora na inflamagao (i3) para os

pacientes transplantados a mais tempo.
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APENDICE B

Alteragdes morfoldgicas de acordo com Banff 2019 — 12. Bidpsia
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APENDICE C

Alteragdes morfologicas de acordo com Banff 2019 - 22. Bidpsia
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ANEXO 1

Parecer de Aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Ceara



ANEXO 1. Continuacio.

73



ANEXO 1. Continuacio.

74



ANEXO 1. Continuacio.

75



9L

‘6102 © L661 9P Jjued op soLgje[al sop opeidepe o 10ine ojod opeloqe[q :01uo0,]

(A9) TewnUI 0S0IqQIy OJudWESSAdse-

n0/3 V 1/dI- eropmosey- 00 d
no/o %d ogdeurwennu- asoquion} no/? (93d no 3) sepideds oedeurdien- ANVH
no/3 (39) ouaoyuod ojdnp- BUITUIW OBSBWIR[JUI “O[TWIS Y I N-
+VSA/+PYD -eAlE BIIUQL VIARY © +VSA/+PFD ‘epnse VIAY o
€0, A
X] Op SOSBD SO SOpO} Wd py)) 9p oedezieas eied opysodng- ANV
01d ered s2100s9 op oeduo(-
+VSA/A+PYO *VINY
)NIOWO[3 op 0BdTULOp OPHUBIN- L6
eIpIEl  ANVE
epn3eradiy-
+VSA ‘VIAY ¢
eIpIe}- 16,
(saxesponuouow - 39) 900931d- ANV

ojueldsuel], op erredo[niowo[n) 9p oBdIUYIJ-

SOTNIQWO[S @ DI W saredronuojrownod :yvS( [oaeAo1d Jod ‘epngerddiy oeda[oy e

SOJYOILINY JOd VAVIAAIN OVOIALAA :AANVE OVOVIIAISSVIOD

‘JJueq op sa0deoIsse[) sep 03uo] oe sodiodnuy 1od epeIpdJp oedialoy

¢ OXUNV




LL

610 © L661 9P Jjued op soLoje[a1 sop opeidepe o 10ine ojad opeloqe[q :0juo ]

seo13ojojIow sapdeIo)e

oanisod yS(Qe

Lvand!l
no 7<01d+3 no (QHI) 0<PyD :01[0pud

ap edussaid eu -y S/pyo) :0yadsng oanisod ySq 0B DV 9P 9JUQ031 0BIBIIUI OP BIOUQPIAT @
oyadsns Lvandgl (0<A) 9u1d1IE- L A
no | seynjeo Jod epeIpat ogdaal wes no 7<01d+3 no (QHI) 0<PHD :OI[QIOPUS  SIIUSPIAS SESNBD SBINO WIS BPN3e VA - ’
epnJe Ie[nqn) oesa] Wos 0B D)V 9p 2JU031 0BIBIAIUI 9P BIOUPIAY e SIJUIPIAD SBSNBD SBINO WIS V[ N- ANV
Ie[NQN) BP ORSBUITUR[N[NTU WS [ewnur 9soIqLy (0<38/01d) oede[noIIOOIdIW BU OBSBWER[JUI-
‘0 ‘080 fpmd o3 “TRINQN) Bp opdeurWwRINIA ‘()<SO [BNpIdd) :[enp1o9}
Teaur] ‘(OHD 0<P¥D OPEPIOIUOIO AP BIIZO[0ISIY BIOUQPIAT e 0BssaI3e 9p BOI30[0ISIY BIOUIPIAH
:08I1R[3.1 9P BUIPIAD WIS +pp)D ‘BADE BIIUQID VAR :ADR/EpPNSE VIAY
SBLI0S)BO SBP B[OqE} B OPUUBIA I,
ANVE
€A QJNISBA-
seor3o[ojIow s909e1d) e op BOUASAId BU -YS/4+PH) :03ddsng  « asoquios} N0/ ()<3/91d-
(A2) TeWInUI 0SOIQTY OJUAWILSSAASI- IS VIN-
n0/2 V.1/41- +vSa+prO epnde ywy o 90
no,9 01d ogdeurwre[ynu- VIN ANVE
no/a (89) ouioyuod ojdnp- wds ‘LINY “VIAY P BIOUJIPIAI WS “+SVA/+PPD
+VSA/+PTD ‘BARE BIIUQD VIAY ° :DV J0d epeipaw ogdead)y
€A QJNOSBA-
asoquioq) no/d ()<3/01d-
seor3o[oyIow sa0deId)e op edudsald vu -y S/4Py) onadsng e oIS VIN-
+VSA/+PyD ‘epnde VIAY e L0 A
(A2) [ewmur 0soIqly ojudwessadso- VIAY 9P BIUIPIAD WIS “+SVA/+PPD o razwﬂm

no/ vI1/d41-
no/3 %d ogdeurwemnu-
no/? (39) ouaojuod ojdnp-

+VSA/+PYD [eADE BITUQI VINY o

:DV J1od epeipow ogdead)y
piD eied OLIQILID OAON-
01d ered 210959 operodioouy-

X} s0 sopo} exed py) «

SOJdYOIDLINY HOd VAVIAAN OVIIALHA :AANVE OVOVIIAISSVID

‘ogdenunuo)) ‘7z OXANYV




8L

6102 © L661 9P Jjued op souoje[ar sop opeidepe o 10ine ojod opeioqe[d :0juo

SLVANH 9p eIoupiao-
ojtadsns no J se[noo 1od eperpawt oedrafor wos-
epnge Jenqny 0S| WS- (sLvandl
Je[nqny ep ogdeurwer}nu wos- (SLVANA! no +pyD) SVA 10 +PpD) SVA 9P BIOUYPIAS no oAnisod yS( e
(04080 f0md 108- 9P BIOUYPIAd no oanisod ySQ e Lvandgl
(OHD 0<P¥D-  LVANA no g<od+3 no (OHI) no g<0yd+3 no (OHI) 0<PyD :OIIOpud
:0B313[3.1 3P BDUIPIAI WIS +pp)D 0<P¥D :OI[10pPUd OB )Y op 0B DV 9P 9JUd01 0BILIUI OP BIOUJPIAT 61, d
9IUSOSI OBSLISIUL OP BIOUIPIAT e (0<p) ouoyre-  ANVE
eAne [ewmur 9s01qLy SOJUQPIAQ Sesned SeIno wos epne [ VA -
021UQId NO BANBYIATY 9P 01491d 0o13sou3erp e ‘re[nqny ep oedeurwe[nA SOJUSPIAQ SESNEd SBINO WS V[ N-
04 ‘0<89 :Tenprod} OpepIOIuOId (0<8/21d) oedenoIroororw eu OgdeWe[Jul-
Op 9JUJ031 0BSBIOIUL 9P BIOUIPIAD WIS ‘()<30 e op ©o130[0ISIY BIOUQPIA @  :[BNPIJJ] OBSSAISE I ©OIS0[0ISIY BIOUIPIAT @
BIIUOI) VIAY ‘BAIE BIIUQI) VIAY :eADR/EpPNSE VIAY
opurrup :opodsng < SLVANA! 10 +ppD :VSd op elougpiag e
sLvandgl
S VAN o BIOUIPIAS- SLVANH! 10 +pyD 1VSd dp Bloupiag e no 7<0d+3 no (OHID 0<PpD :01opud
oadsns Lvandl 0B DV 9P 2JUIJ1 0BILIUI OP BIOUJPIAT
no 1, seneo Jod eperpaw opdrafar was- 1o 7<01d+3 no (OHI) 0<PyD :01[10pud (0<A) 9yuIayIE- LT,
epnge Ie[nqnj OBs9[ WS- 0B DV 9P 9JUd1 OBIRIAUI 9P BIOUIPIA e SOJUAPIAD SESNED SENNO Wos BPpnTe [VIN - ANVE
Ie[nqm ep O‘m&ﬁﬁ@a-w::za wos- Jewnur 9soIqijy SQJUIPIAD Sesned Seayno was Y IN-
‘oA <080 fpoud pS-  “Tepnqny ep ogdeurwre[nnIA ‘)<80 [NPIOA) (0<8/21d) oedenorroolorw eu ogdeweyul-
(OHD 0<PyD- OPEPIOIUOID 9P BOIFO[0ISIY BIOUQPIA @  ([ENPIOI) OBSSAITE 9p BOISO[0ISIY BIOUQPIAT e
:08I1R[3.1 3P BIUIPIAS WIS +pp)D AR BIIUQ.I VA ‘AR VIAY
SI,

ser1039)ed sep e[oqe) & OPIIUeA

ANVE

SOJUOIDLINY HOd VAVIAAI OVOIALAA :AANVE OYOVIIAISSVID

‘ogdenunuo)) ‘7z OXANYV




79



ANEXO 3

Padronizacao dos Escores de Banff — 2019

AGUDO

i
inflamacdo em

0 — ausente (<10%)
1 —leve (10 a 25%)

cortex nao 2 —moderado (26 a 50%)
fibrosado 3 —severo (>50%)
t 0 — ausente

tubulite em regiao
cortical

1 —leve (1 a 4 mononucleares/tibulo ou a cada 10 células tubulares), em
pelo menos 2 focos

2 - moderado (5 a 10 mononucleares/tubulo ou a cada 10 células
tubulares)

3 —severo (>10 mononucleares/tibulo ou a cada 10 células tubulares)

v
endarterite
(arterite intimal)

0 — ausente (menos de 10%)

1 —leve (1 ou mais leucécitos diretamente abaixo do endotélio de 1 ou
mais artérias, células endoteliais tipicamente aumentadas e edema
subendotelial; <25% de oclusdo luminal)

2 —moderado (>25% de oclusdo luminal)

3 — severo (necrose fibrinoide ou inflamagao transmural)

g 0 — ausente (<10%)

glomerulite 1 —leve (1 leucocito e edema endotelial com oclusdo de 50% de 1 ou mais
luz capilar de pelo menos 1, mas <25% dos glomérulos)
2 — moderado (alteragdes anteriores envolvendo 25 a 75% dos
glomérulos)
3 —severo alteragdes anteriores envolvendo >75% dos glomérulos)

ptc 0 — minimo (< 3 leucdcitos no PTC cortical mais envolvido ou leucdcitos

pericapilarite em <10% dos PTC cortical)
1 —leve (>1 leucocito em >10% dos PTC corticais e 3 a 4 leucdcitos no
capilar mais envolvido)
2 —moderado (>1 leucécito em >10% dos PTC corticaise 5 a 10
leucdcitos no capilar mais envolvido)
3 —severo ((>1 leucécito em >10% dos PTC corticais e >10 leucdcitos no
capilar mais envolvido)

C4d 0 — ausente

marcagdo linear em | —minimo (>0 e <10% dos PTC)

PTC ou nos 2 — focal (10 a 50% dos PTC)

capilares 3 — difuso (>50%) *para IHQ todos os escores >0 sdo

medulares vasa
recta

positivos.

Fonte: Elaborado pelo autor e adaptado do relatorio de Banff 2019 (Loupy ef al, 2020)

80



ANEXO 3. Continuacao.

CRONICO

ci
fibrose intersticial
cortical

0 — minimo (<5%)
1 —leve (6 a25%)
2 —moderado (26 a 50%)

oo : ix
3 — severo (>50%) ndo considerar a regido subcapsular

ct 0 — ausente
atrofia tubular 1 —leve (1 a25%)
cortical 2 — moderado (26 a 50%) *ndo considerar a regido
3 severo (>50%) subcapsular
cv 0 — ausente
fibrose arterial 1 — leve (reducao de <25% da area luminal da artéria mais acometida)
intimal 2 — moderado (redugdo de >26 a 50%)
3 —severo ( reducdo de >50%)
cg 0 — auséncia de duplo contorno a microscopia 6tica ou eletronica
glomerulopatia la — leve inicial (sem duplo contorno a MO; presen¢a de neo-densa

cronica ou
glomerulopatia do

subendotelial em >3 algas capilares a ME associado ao aumento
endotelial ou espessamento subendotelial

transplante 1b — leve (duplo contorno a MO em 1 a 25% dos capilares glomerulares)
2 —moderado ( duplo contorno a MO em 26 a 50%)
3 —severo ( duplo contorno a MO em >50%)
pteml 0 — ndo preencher o critério acima
1 - >7 camadas de membrana basal no PTC mais afetado e mais 2 PTC
com >5 camadas
*Requer microscopia
eletrOnica
AGUDO E CRONICO
ti 0 — ausente/minimo (<10%)

total da inflamagao
cortical, incluindo
areas de fibrose e
sem fibrose

1 —leve (10 a 25%)
2 —moderado (26 a 50%)

3 —severo (>50%)

i-IFTA
inflamacao nas areas
de atrofia

0 — ausente/minimo (<10% do cortex ndo fibrosado ou de IFTA <10%)

1 —leve (10 a 25%)
2 —moderado (26 a 50%)
3 —severo (>50%) *ndo considerar a regido

subcapsular

t-IFTA
tubulite em area de
atrofia tubular

*ndo considerar
tabulos severamente
atroficos

0 — ausente

1 —leve (1 a 4 mononucleares/tibulo ou a cada 10 células tubulares), em
pelo menos 2 focos

2 - moderado (5 a 10 mononucleares/tibulo ou a cada 10 células
tubulares)

3 —severo (>10 mononucleares/tibulo ou a cada 10 células tubulares)

Fonte: Elaborado pelo autor e adaptado do relatorio de Banff 2019 (Loupy et a/, 2020)
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