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1 INTRODUGAO

O Brasil possui 20.021 pacientes em lista de espera para transplante de rim, sendo que
5,22% encontram-se no Rio Grande do Sul.}

A realizagdo de transplantes renais tem aumentado a cada ano por ser um tratamento
bem estabelecido, principalmente devido a evolu¢do da histocompatibilidade, aos avancos da
preservacdo de érgdos, ao uso de drogas imunossupressoras mais efetivas e ao melhor
monitoramento do paciente.z’3

O Registro Brasileiro de Transplantes (RBT) de 2012 mostrou que o Brasil foi o 2° pais no
mundo em numero de transplantes renais com a realizacdo de 5.385 transplantes (1.488 com
doador vivo e 3.897 com doador falecido). Deste total, 10,18% foram realizados no Rio Grande
do Sul (97 com doador vivo e 451 com doador falecido), sendo 23,91% no Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (25 com doador vivo e 106 com doador falecido).*

Mesmo com todo esforco dirigido para a realizacdo de transplantes, muitas questées
permanecem problematicas, entre elas o insuficiente nimero de doadores, os efeitos
indesejados da imunossupressao (infeccdes e tumores) e a resposta imune do receptor contra o
6rgdo doado (rejeicdo).?

A rejeicdo aos aloenxertos (transplante entre dois individuos geneticamente diferentes
da mesma espécie) continua sendo uma grande limitacdo para o sucesso do procedimento,
apesar do desenvolvimento cientifico de novas terapias e a melhora das técnicas de
histocompatibilidade.

A rejeicdo ao transplante renal é usualmente classificada como hiperaguda, aguda e
cronica. A rejeicdo ocasionada por linfécitos T era considerada como principal causa de
rejeicoes, entretanto, devido ao acumulo de evidéncias de rejeicdo humoral, a rejeicdo mediada
por anticorpos (RMA) foi também adicionada a classificacdo das rejei¢cdes (Banff 97). Os critérios
para diagnodstico sdo alteracOes histoldgicas caracteristicas, depdsito de C4d no tecido renal e

presenca de DSA circulante.®*



A sensibilizagdo a antigenos HLA pode ocorrer através de transfusGes sanguineas,
gestacdes ou transplantes prévios. Por este motivo, a condicdo imunoldgica dos candidatos ao
transplante renal deve ser avaliada periodicamente, com a finalidade de monitorar a producdo
e a titulacdo desses anticorpos.’

A presenca de anticorpos pré-formados dirigidos contra antigenos HLA ja é conhecida
desde a década de 60. A producdo desses anticorpos pode ocorrer mesmo em periodos tardios
do pods-transplante, desencadeando anticorpos especificos contra o doador (DSA - Donor
Specific Antibodly).®®

Estudos recentes sugerem que a presenca de DSA tem alta relevancia clinica, pois
anticorpos anti-HLA encontrados em pacientes apés o transplante tém se mostrado fortemente
associados com a rejeicdo mediada por anticorpos, rejeigdo aguda acelerada e com a perda do

enxerto.”*?

Quando estes anticorpos aparecem na circulacdo apds o transplante, o prejuizo
causado por eles frequentemente aumenta com o tempo. Por essas razoes, é importante o seu
monitoramento.

Houve um grande avanco cientifico na detec¢do de anticorpos anti-HLA desde que Patel
e Terasaki relataram em 1969 a relevancia da prova cruzada prévia para o resultado do

transplante '

A adigdo da anti-globulina humana (AGH) melhorou a sensibilidade da prova
cruzada padrdo por citotoxicidade dependente de complemento (CDC). Posteriormente, a prova
cruzada por citometria de fluxo (FCXM) acrescentou sensibilidade na pesquisa de anticorpos
anti-doador. Recentemente, ensaios de fase sdlida foram introduzidos na triagem de anticorpos
anti-HLA, tais como o ELISA e a metodologia Luminex que utiliza microesferas sintéticas
recobertas por moléculas HLA™ (Labscreen® — One Lambda®, Canoga Park, CA) ou com
anticorpos anti-HLA'® (DSA — Tepnel Lifecodes, Stamford, CT).”***719

Com essas novas metodologias, muitos dos problemas dos ensaios baseado em células
foram resolvidos como a necessidade de viabilidade celular e resultados que ndo identificam a
especificidade dos anticorpos. Além disso, esses novos ensaios tém uma sensibilidade superior,
requer menor volume de soro e pode ser parcialmente ou totalmente automatizado.”***
Os ensaios baseados na metodologia Luminex sdo atualmente os mais populares na

deteccdo de anticorpos anti-HLA devido a sua alta sensibilidade e especificidade.®?*>182022
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Existem diferentes tipos de testes que utilizam essa metodologia. Na triagem e na avaliagdo de
reatividade contra painel (PRA) as microesferas sdo revestidas com diferentes moléculas HLA
enquanto no Antigeno Unico (SA - Single Antigen) as microesferas sdo revestidas com apenas
uma molécula HLA o que permite uma definicdo precisa da especificidade dos anticorpos anti—
HLA e do titulo em que eles sdo encontrados no soro de um receptor, possibilitando inclusive
uma prova cruzada virtual, prevendo reagdes contra as especificidades HLA do doador.’?* J4 a
prova cruzada feita no Luminex (xmDSA) permite uma prova cruzada real, utilizando a molécula
HLA do proprio doador (ligada a microesferas recobertas com anticorpos anti-HLA de classe | e
1) que se ligara aos anticorpos presentes no soro do receptor.”

Essas novas técnicas para detec¢do de DSA fornecem importantes informagdes,
havendo, entretanto, a necessidade de mais estudos para estabelecer a melhor conduta e
valorizac3o clinica de seus resultados.>’*%32°
Sendo assim, esta pesquisa tem por objetivo a deteccdo de DSA no pds-transplante,

utilizando as metodologias SA e xmDSA.?
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ANTIGENOS LEUCOCITARIOS HUMANOS (HLA)

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC - Major Histocompatibility Complex)
foi identificado como a regido do cromossomo cujos produtos sao responsaveis pela rejeicao
imediata de transplantes entre linhagens de camundongos (George Snell, 1940).2

Essas experiéncias demostraram que os tecidos transplantados entre animais singénicos
eram bem-sucedidos, enquanto enxertos entre animais de linhagens diferentes eram rejeitados.
Sendo assim, conclui-se que o reconhecimento de um enxerto como proprio ou estranho é
realizado por glicoproteinas de membrana codificadas por genes de histocompatibilidade.?

Em 1954, Jean Dausset publicou suas observacdes sobre a capacidade do soro de
individuos submetidos a transfusdo sanguinea de aglutinar leucdcitos de outros individuos,
descobrindo assim, o primeiro antigeno HLA (A2). Em 1963, Jon van Rood publicou a descoberta
de outro loco do sistema HLA (HLA-B). Essas publicacdes demonstraram que pacientes que
apresentavam rejeicdo ao rim transplantado ou reacdo a transfusGes, geralmente tinham
anticorpos circulantes reativos contra antigenos presentes nos leucdcitos do sangue
transfundido ou de células do 6rgdo transplantado. Sendo assim, presumiu-se que esses
antigenos fossem o produto de genes polimdrficos capazes de distinguir o que era estranho do
gue era préprio ao organismo.2

Os genes do MHC humano estdo localizadas no cromossomo 6 (Figura 1) e sdo
chamados de Antigenos Leucocitdrios Humanos (HLA - Human Leucocyte Antigens) devido a

descoberta inicial da expressdo dos antigenos em leucécitos.
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Figura 1. Mapa do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC). Fonte: Adaptada de SILLOS (2003).

Os trés primeiros locos definidos por métodos sorolégicos foram chamados HLA-A, HLA-B
e HLA-C. O uso de anticorpos para estudar as diferencas nos antigenos entre doadores e
receptores foi complementado pela reacdo leucocitaria mista (MLR), um teste para o
reconhecimento de células alogénicas pelas células T. Descobriu-se que os linfécitos T de um
individuo proliferavam em resposta aos leucdécitos de outro individuo e esse ensaio foi usado
para mapear os genes que desencadeavam reacdo alogénica das células T, o HLA-DR, HLA-DQ e
HLA-DP.?

As moléculas HLA s3o expressas na membrana das células nucleadas e tém a fungdo de
apresentar peptideos antigénicos para reconhecimento pelos linfécitos T durante a resposta

imunolégica. Existem dois tipos principais de moléculas HLA que apresentam tipos diferentes
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de antigenos: as de classe |, codificadas pelos locos HLA-A, B e C, e as de classe Il, codificadas

pelos locos HLA-DR, DQ e DP (Figura 2).2

Célula alvo MHC Classe | MHC Classe ll APC
CcDs8 cD4
Célula T CD8" Complexo RCT Complexo RCT Célula T CD4*

Figura 2. Moléculas HLA de Classe | e Il

Os genes HLA sdo expressos de forma codominante, ou seja, cada individuo expressa
os dois alelos que sdo herdados dos pais. A heranca é haplotipica, isto é, cada individuo herda e

transmite conjunto de alelos em bloco por cromossomo (Figura 3).2
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W”H HLA MATERNO CLASSE II
WHH HLA PATERNO CLASSE II
WFF HLA MATERNO CLASSE |
FFF HLA PATERNO CLASSE |

Figura 3. Heranga haplotipica do HLA e sua expressdo na superficie celular. Fonte: Intechopen (2009).

O sistema HLA apresenta diversos aspectos de importancia cientifica. Devido ao
polimorfismo, as frequéncias alélicas sdo caracteristicas em diferentes popula¢des ou grupos
étnicos, o que o torna alvo de interesse em estudos antropolégicos. O seu papel na
histocompatibilidade é de grande valor nos estudos de doadores e receptores para transplante,
no desenvolvimento de métodos soroldgicos e moleculares para a identificacdo dos genes e
antigenos HLA, nas novas terapias de imunossupressdo, na organizacao de bancos de doadores
e receptores para transplante de medula dssea, entre outros. Além disso, esse sistema é de

grande importancia na associacdo entre alguns genes HLA e determinadas doencas.
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2.1.1 HLA CLASSE |

As moléculas HLA de classe | sdo codificadas pelos genes localizados nos locos HLA-
A, B e C e consistem em duas cadeias polipeptidicas ligadas de forma nao covalente: uma cadeia
a codificada pelo cromossomo 6 e uma cadeia B2-microglobulina codificada pelo cromossomo
15 (Figura 4). Os dominios da cadeia a (al e a2) das moléculas de classe | formam a fenda de
ligacdo de peptideos antigénicos. O tamanho da fenda é suficiente para ligar peptideos
contendo de 8 a 11 aminoacidos, impedindo a ligagcdo de peptideos maiores. Para isso, algumas
proteinas precisam ser processadas para gerar fragmentos menores. O dominio a3 possui a
mesma sequencia de aminoacidos em todas as moléculas de classe | e serve como sitio de
ligacdo para a molécula CD8 do linfécito T. Igualmente ao dominio a3, a cadeia B2-

microglobulina é estruturalmente constante em todas as moléculas da classe I.2

CLASSE |

FENDA DE LIGAGAO
DO PEPTIDEO

CAUDA
CITOPLASMATICA

Figura 4. Molécula HLA de classe I. Fonte: Cerruto (1997)
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As moléculas de classe | apresentam peptideos aos linfocitos T citotoxicos CD8+. Sdo
expressas em quase todas as células nucleadas ja que sua funcdo é eliminar células infectadas
por microorganismos intracelulares, como os virus, as micobactérias e alguns fungos.

Na maioria das células, a exposicdo ao interferon aumenta o nivel de expressdo das
moléculas de classe |, assim, proporcionando uma maior resposta imunolédgica aos

microorganismos pelos linfdcitos T.2

2.1.2 HLA CLASSE II

As moléculas HLA de classe Il sdo codificadas pelos genes localizados nos locos HLA-DR,

DQ e DP e sdo compostas de duas cadeias polipeptidicas ligadas de forma ndo covalente: a e B,

ambas codificadas pelo cromossomo 6 (Figura 5). Os dominios de cada cadeia al e B1

interagem para formar a fenda de ligacdo de antigenos. O tamanho da fenda é suficiente para
ligar peptideos com 30 aminoécidos ou mais.’

Nas moléculas HLA de classe Il a maior parte do polimorfismo esta na cadeia B. Os

dominios a2 e B2 ndo sdo polimdrficos e o dominio B2 é o local de ligagao para a molécula CD4

do linfécito T.?
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Figura 5. Molécula HLA de classe Il. Fonte: Cerruto(1997)

As moléculas de classe Il apresentam peptideos aos linfécitos T auxiliares CD4+. Sao
encontradas somente nas células dendriticas, nos linfécitos B, nos macréfagos e em alguns raros
tipos celulares.’

Sua funcdo é o reconhecimento de antigenos apresentados por um ndmero mais
limitado de tipos celulares, assim, as células dendriticas apresentam antigenos aos linfocitos T
CD4+ que ativam os macréfagos para eliminar os microorganismos extracelulares que foram
fagocitados e estimulam os linfécitos B para que produzam anticorpos.2

A expressdao das moléculas de classe Il é regulada por vdrias citocinas nas diversas

células, sendo o interferon y a principal delas.?
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2.2 MIC-A

Os genes MIC (MHC class | chain-related) constituem um grupo de genes nao cldssicos do
MHC de classe | que foi descoberto em 1994. Ha sete genes (A-G), dos quais apenas MIC-A e
MIC-B sdo funcionais, sendo os demais pseudogenes.*%

As moléculas MIC-A, cuja expressdo é induzida em condicbes de estresse celular, sdo
glicoproteinas expressas na superficie de células epiteliais, células dentriticas e fibroblastos, ndo
ocorrendo expressdao em células sanguineas, como linfdcitos T e B.

As funcbes dessas moléculas ndo estdo totalmente esclarecidas, mas indicam estar
relacionadas a imunidade inata por atuar como ligante a receptores NKG2D, que sdo ativadores
de células natural killer (NK), células T CD8+ e Tyd. Além do papel descrito em tumores, dados
recentes destacam a importancia de NKG2D e seus ligantes em transplante de érgdos, por isso
sugere-se o envolvimento desta molécula em rejeicdes de enxertos.>*®

Estudos recentes demonstram essa associacdo utilizando moléculas MIC-A associadas a
microesferas no Luminex para deteccdo de anticorpos anti-MIC-A anti-doador, mostrando o
aumento do risco de rejeicio e a menor sobrevida do enxerto.**

A presenca de anticorpos anti-MIC-A pode ser um importante marcador para o

diagndstico de rejeigdo, sugerindo um papel importante em seu monitoramento.™

2.3 IMUNOLOGIA DE TRANSPLANTES

Existem alguns tipos de transplantes que foram denominados de acordo com o tipo de
doador: o transplante autélogo é o transplante realizado de um individuo para si mesmo; o
transplante singénico é o transplante realizado entre dois individuos geneticamente idénticos e
0 mais comum é o transplante alogénico que é realizado entre individuos geneticamente
diferente da mesma espécie.’

No transplante alogénico, as moléculas reconhecidas como estranhas sdo chamadas

aloantigenos e os anticorpos que reagem com eles sdo chamados alorreativos. Os aloantigenos
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desencadeiam as respostas imunes celular e humoral, promovendo a rejei¢ao. Essa resposta
imune contra o 6rgdo transplantado pode ser mediada por células T ou por meio da resposta
desencadeada por anticorpos especificos contra o HLA do doador.®

Sendo assim, a imunologia de transplantes é importante por dois motivos. Primeiro
porque a rejeicdo é uma das maiores barreiras ao transplante. Segundo, porque, apds um
contato prévio com um determinado aloantigeno (transfusdes, gestacGes ou transplantes
prévios), a resposta imune contra as mesmas moléculas alogénicas torna-se extremamente

forte apds a implantagdo de um 6rgao.

2.3.1 RECONHECIMENTO DE ANTIGENOS

As moléculas HLA permitem o organismo detectar antigenos diferenciando o que é
proprio do ndo préprio.

Quando um drgdo é transplantado, as moléculas HLA alogénicas sdo apresentadas para o
reconhecimento pelas células T do receptor por duas vias: direta ou indireta (Figura 6).

A maior parte dos 6rgdos transplantados contém células apresentadoras de antigenos
(APCs) residentes. O transplante desses érgdos para um receptor alogénico fornece APCs que
expressam moléculas HLA do doador e que sdao reconhecidas pelas células T circulantes do
receptor, o que caracteriza a apresentacdo direta de aloantigenos.’

J4 na apresentacdo indireta, as APCs do receptor migram para o drgao transplantado,
processam moléculas HLA alogénicas e apresentam seus fragmentos peptidicos para os

linfocitos T, assim como ocorre com outros antigenos estranhos.
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Figura 6. Reconhecimento direto e indireto de aloantigenos. Fonte: Abbas (2005).

Células T alorreativas no receptor podem ser ativadas por ambas as vias, migrando para
o enxerto e causando a sua rejeicado.

Células T CD4+ auxiliares alorreativas diferenciam-se em células efetoras produtoras de
citocinas que lesam o enxerto.

Células T CD8+ alorreativas ativadas pela via direta diferenciam-se em citotdxicas e
destroem células nucleadas no enxerto que expressam as moléculas alogénicas HLA de classe I.

As células T CD8+ citotdxicas que sdo geradas pela via indireta sdo restritas ao HLA
proprio, portanto ndo podem destruir diretamente as células estranhas no enxerto. Dessa
forma, quando células T alorreativas sdo estimuladas pela via indireta, o principal mecanismo de
rejeicdo é, provavelmente, uma reacdo mediada por células T CD4+ efetoras que infiltram o
enxerto e reconhecem aloantigenos do doador sendo exibidos por APCs do receptor que
também infiltraram o enxerto.>*’
Apbs esse reconhecimento, os linfécitos T CD4+ auxiliares liberam sinais que estimulam

os linfdcitos B a produzirem os anticorpos. Uma vez ativados, os linfocitos B se diferenciam em

células secretoras de anticorpos, algumas das quais continuam a produzir anticorpos por longos
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periodos, enquanto outras se tornam células de memdria que responderdo rapidamente em um

segundo contato com o antigeno, caracterizando a resposta imune humoral.

2.3.2 ANTICORPOS NO PRE-TRANSPLANTE

Diferentemente do que acontece com o sistema sanguineo ABO, ndo existem anticorpos
anti-HLA ocorrendo espontaneamente. Estes anticorpos sdo produzidos como resultado de
imuniza¢do durante transfusdes, gestagdoes e/ou transplantes prévios.

Na literatura, ha muitas evidéncias de que anticorpos anti-HLA pré-formados tem um
efeito deletério no resultado do transplante renal', predispdem a rejei¢do hiperaguda sendo
uma significante barreira para o transplante renal.’

Os pacientes em lista de espera para transplante sdo testados e monitorados para
presenca e especificidade de anticorpos anti-HLA. A deteccdo e analise desses anticorpos no
pré-transplante sdo essenciais para a identificacdo de um doador compativel, evitando o
transplante com doadores cujos antigenos HLA estejam presentes entre aqueles que o paciente
é sensibilizado. Além disso, a identificacdo das especificidades dos anticorpos é usada para
identificar pacientes com alto risco de rejeicdo ao 6rgdo.™*

Através da utilizacdo de métodos quantitativos, diversos estudos demonstraram que o
aumento do titulo de anticorpos desenvolvidos apds o transplante ocorre progressivamente a
partir do momento em que eles aparecem no sangue periférico do paciente.”’
Aproximadamente 25% dos pacientes submetidos a transplante renal desenvolvem anticorpos
anti-HLA.”?®

Anticorpos anti-HLA pré-formados podem comprometer um segundo transplante, em
casos de retransplante. Estes anticorpos podem ser formados por trés maneiras: gestacées
prévias, transfusGes de sangue e/ou transplante prévio.

A gestacdo prévia pode ter ocorrido ha muitos anos, e os anticorpos anti-HLA podem
ndo estar detectdveis, porém células de memdria e baixos titulos de anticorpos ainda estdo

presentes. Através da metodologia Luminex existe a oportunidade de detectar esses baixos
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niveis de anticorpos, evitando um transplante com pouca chance de sucesso. Um transplante
prévio quase sempre sensibiliza o paciente, principalmente com moléculas HLA de classe Il.
Ambos os anticorpos de classe | ou Il estdo associados com a rejeicdo precoce do
enxerto. Existem diversas evidéncias de que anticorpos anti- HLA de classe Il sdo mais
fortemente associados com a rejeig3o crénica e com a glomerulopatia do transplante.®
Com a utilizacdo das metodologias atuais, é possivel a deteccdo de forma muito sensivel

desses anticorpos, permitindo a realizacdo de retransplantes com sucesso.*®

2.3.3 A REJEICAO AOS TRANSPLANTES

A rejeicdo aos enxertos é classificada em hiperaguda, aguda ou cronica de acordo com as
caracteristicas histopatoldgicas e ao tempo decorrido apds o transplante (Figura 7).%*

A rejeicdo hiperaguda é iniciada imediatamente apds a anastomose entre os vasos
sanguineos do receptor e do enxerto, e é mediada por anticorpos anti-HLA pré-formados
existentes na circulacdo do receptor que se ligam aos antigenos HLA do doador presentes no
endotélio e ativam o sistema do complemento. Anticorpos e complemento induzem alteragdes
no endotélio do enxerto e promovem a trombose intravascular. A ativagdo do complemento
leva a lesdo celular endotelial que estimula a adesdo e a agregagao plaquetdria. Esses processos
contribuem para a trombose e oclusdo vascular. O 6rgdo enxertado sofrerd lesdo isquémica
irreversivel.**

O C4d é um produto da degradacdo do componente C4 da via classica do complemento
gue se liga a superficie das células endoteliais e a3 membrana basal tubular, tornando-se uma
molécula estavel e um marcador especifico da resposta humoral pela observacdo do depdsito
nos capilares peritubulares dos enxertos através de técnicas de imuno-histoquimica ou
imunofluorescéncia. Esse depdsito caracteriza a rejei¢do aguda.”

A rejeicao aguda é um processo de lesdo vascular e parenquimatosa mediada por células
T e anticorpos, que geralmente se inicia apds a primeira semana de transplante. As células T

efetoras e os anticorpos que medeiam a rejeicdao aguda se desenvolvem durante poucos dias ou
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semanas em resposta ao enxerto. Os linfécitos T respondem aos aloantigenos presentes na
vasculatura endotelial e células parenquimatosas. As células T ativadas causam a lise direta das
células do enxerto. A endotelite endovascular é um achado precoce e frequente em episddios
de rejeicdo aguda.’

A rejeicdo crbnica ocorre durante um periodo prolongado apds o transplante e
caracteriza-se por fibrose e anormalidades vasculares, com perda da funcdo do enxerto. A
fibrose da rejeicdo cronica pode resultar de reagbes imunes e da producdo de citocinas que
estimulam os fibroblastos, ou pode representar a reparacdo de danos apds a necrose celular
parenquimatosa da rejeicdo aguda. Talvez a principal causa de rejeicdo crbnica seja a
aterosclerose acelerada com oclusdo arterial, resultado da proliferacdo de células musculares
lisas.” Além disso, vérios estudos correlacionam, também, a presenga de anticorpos anti-HLA na

circulacdo com a rejeicdo cronica e perda do enxerto.?
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Figura 7. Mecanismos da rejeicdo de enxertos. Fonte: Abbas (2005).
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A estratégia atualmente usada para evitar ou retardar a rejeicdo é a imunossupressao
direcionada contra a resposta de células T através do uso de drogas citotdxicas, de agentes

imunossupressores especificos ou de anticorpos monoclonais.?

2.4 TESTES DE HISTOCOMPATIBILIDADE

Diversos testes laboratoriais sdo realizados para reduzir o risco de rejeicdo imunoldgica
aos transplantes. Estes incluem a tipagem sanguinea ABO, a determinacdo de alelos HLA nos
doadores e receptores (tipagem HLA), a deteccdo de anticorpos pré-formados nos receptores e
as provas cruzadas entre receptor e doador.”’

A ultima década testemunhou avancgos cientificos significativos na histocompatibilidade
e na imunogenética. Especialmente com o desenvolvimento de métodos mais sensiveis e
automatizados que permitem definir precisamente a presenca de anticorpos anti-HLA
especificos. Essa quantificacdo e caracterizacdo dos anticorpos anti-HLA combinados com os
resultados de prova cruzada, permitem uma melhor avaliacdo do risco imunolégico do

transplante com potenciais doadores.”

2.4.1 TIPAGEM HLA

O grau de incompatibilidades HLA entre doador e receptor é proporcional ao numero de
antigenos HLA presentes no doador e ausentes no receptor.” Portanto, quanto maior a
semelhanga entre o HLA do doador e do receptor, melhor sucedido serd o transplante. Para a
realizacdo dessa compatibilidade é necessaria a tipagem HLA de cada individuo, principalmente
dos locos HLA-A, B e DR.

A tipagem HLA foi realizada, por muitos anos, pelos testes sorolégicos baseados em
colecbes padronizadas de soros de multiplos individuos previamente sensibilizados para
diferentes antigenos HLA (multiparas, transfusdes sanguineas, transplantes prévios) ou por
anticorpos monoclonais anti-HLA. Cada um desses soros/anticorpos é misturado com os
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linfécitos de um paciente em diferentes pogcos de uma placa Terasaki. O complemento de
coelho é adicionado aos pocos, e apds um periodo de incubacdo, é adicionado um corante que
penetra somente nas células mortas (lisadas). Os pocos sdo examinados com um microscépio
invertido com contraste de fase buscando-se a presenca de células mortas coradas pelo corante
eosina. Com base em quais pocos houve lise celular, o haplétipo HLA do individuo pode ser
determinado.?

Nos ultimos anos, passou-se a usar a reacdo em cadeia da polimerase (PCR — Polymerase
Chain Reaction), substituindo os métodos soroldgicos que apresentavam limitagles e
permitindo identificar os genes HLA (alelos).

Na tipagem HLA por SSP (Sequence Specific Primers) utiliza-se uma sequéncia especifica
de primers (iniciadores da replicagio de DNA) (Bunce, 1995). ** Primeiramente é realizada uma
reacdo de PCR em termociclador, selecionando um programa adequado para a amplificacdo do
DNA alvo. Assim, sempre que o primer especifico encontrar seu gene complementar (alelos
HLA) serdo realizadas milhares de cdpias desses fragmentos. Apds essa reacdo, é realizada uma
eletroforese em gel de agarose a 1% com uma voltagem de 200 v durante 20 minutos. Entdo, o
gel é visualizado em um transiluminador UV. Observam-se quais alelos foram amplificados por
coloragdo com brometo de etideo (bandas de DNA especificas). A interpretagao dos resultados
baseia-se na presenca ou auséncia de fragmento especifico de DNA amplificado, definindo a

tipagem HLA do paciente (Figura 8).*°

29



Banda Especifica

1 2m3|4 56 7 8 91011121314 1516 |
44 43 4 45 551

17 18 19 20 21 22 23 24

Banda Controle

Figura 8. Tipagem HLA de Classe | por SSP. Fonte: Servigo de Imunologia (HCPA).

No SSP, todos os pocos possuem primers de controle interno da reacdo derivados do
terceiro intron do loco HLA-DRB1 (regido comum do HLA) além dos primers especificos.
Portanto, durante a visualizacdo do gel pode-se observar a banda controle interno presente em
todos os pocos amplificados, assegurando as condic¢Ges ideais de amplificacdo.

A tipagem HLA por SSO (Sequence Specific Oligonucleotide) é realizada através da
metodologia Luminex utilizando sondas de oligonucleotideos de sequéncia especifica ligadas a
microesferas codificadas fluorescentemente para identificacdo de alelos HLA em amostras de
DNA.15'31

Primeiramente, o DNA alvo é amplificado por PCR utilizando primer loco especifico. O
produto da PCR é desnaturado (a dupla fita de DNA é separada) e neutralizado para manter-se
como uma fita simples. E, entdo, realizada uma hibridizacdo do DNA alvo com sondas
complementares conjugadas com as microesferas. A seguir é adicionada uma substancia
fluorescente (SAPE — Ficoeritrina conjugada com Streptavidina) que se ligara por afinidade com
o amplicon que se ligou a sonda. Apds é realizada a aquisicdo dos dados no Luminex (Figura 9),
onde cada microesfera é detectada por um laser (vermelho) e a fluorescéncia do SAPE é

detectada por outro laser (verde).?
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Os dados brutos sdo inseridos no Software HLA Fusion (One Lambda©), analisados e a

tipagem HLA do paciente é determinada.
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Figura 9. Esquema da técnica de tipagem HLA por SSO. Fonte: Biometrix (2006)

A tipagem HLA em alta resolucdo é realizada em varias etapas. Inicialmente, a amostra é
amplificada utilizando-se primers especificos para uma regido do HLA. O produto amplificado é
purificado para, entdo, realizar a reacdo de sequenciamento. Nesta etapa sdo utilizados
dideoxinucleotideos (ddNTP) marcados com fluorocromos, além dos componentes usuais da
reacdo de PCR. Os fragmentos gerados pela reacdo de sequenciamento passam por uma
eletroforese capilar em sequenciador automatico que, através de um laser, detecta cada uma
das bases nitrogenadas (A, T, C, G) presentes na sequéncia de DNA. Através de um software de
analise uType® (Life Technologies), a sequéncia encontrada é comparada com uma biblioteca de

sequéncias conhecidas para, entdo, ser definido o alelo HLA (Figura 10).
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Figura 10. Software de analise da tipagem HLA por sequenciamento. Fonte: Servico de Imunologia (HCPA)

2.4.2 PROVA CRUZADA POR CITOTOXICIDADE DEPENDENTE DE COMPLEMENTO (CDC)

A prova cruzada é realizada antes do transplante para detectar anticorpos pré-formados
no receptor contra os antigenos HLA do doador, com o objetivo de eliminar o risco de rejeicao
hiperaguda.’*?

A metodologia padrdo para prova cruzada é a Citotoxicidade Dependente de
Complemento (CDC) sendo considerada uma exigéncia para os transplantes desde 1960.%>4*°
A técnica consiste na reacdo entre os linfocitos do doador (antigenos) e o soro do receptor
(anticorpos). Apds essa incubacdo, é adicionado complemento de coelho e um corante
(Brometo de Etideo + Laranja de Acridina) que permite diferenciar as células mortas (coradas) e

as células vivas.>>*
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Se houver presenca de anticorpos no soro do receptor, hd reagdo com os antigenos HLA
nas células do doador, ocorrendo a fixacdo do complemento com consequente lise celular,
sendo assim, o corante ird penetrar nas células lisadas tornando-as laranjas enquanto as nao
lisadas permanecem da cor verde. A leitura é realizada em microscopio invertido de
fluorescéncia com contraste de fase e é baseada na porcentagem de células mortas em
comparacdo a um controle negativo (soro de homem sadio, grupo sanguineo AB, sem
sensibilizacOes prévias). A interpretacdo dos resultados da leitura é realizada em escore de 1-8,
sendo escore l=prova cruzada negativa (<10% de células mortas), escore 2=prova cruzada
positiva (de 11% a 20% de células lisadas), escore 4=prova cruzada positiva (de 21% a 50% de
células lisadas), escore 6=prova cruzada positiva (de 51% a 80% de células lisadas), escore

8=prova cruzada positiva (de 81% a 100% de células lisadas) (Figura 11)."*

ESCORE 1 ESCORE 2 ESCORE 4
0-10% 11-20% 21-50%

ESCORE 6 ESCORE 8
51-80% 81-100%

Figura 11. Leitura da prova cruzada por CDC. Fonte: Servi¢co de Imunologia (HCPA).

O teste é realizado com linfécitos T e B separadamente, portanto detecta tanto
anticorpos contra antigenos de classe | que sdo expressos nos linfocitos T quanto aos de classe Il

gue sdo expressos nos linfocitos B. Além disso, utiliza-se um reagente redutor chamado
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Dithiothreitol (DTT) que inativa os anticorpos IgM, possibilitando identificar a reatividade devido
aos anticorpos IgG somente. Dessa maneira, pode-se diferenciar se o anticorpo é de classe IgG
ou IgM. A maioria dos anticorpos anti-HLA é IgG, enquanto que anticorpos IgM sdo
frequentemente auto anticorpos. Sendo assim, uma prova cruzada negativa na presenca de
DTT, significa que a prova cruzada positiva sem DTT pode ser devido a presenca de auto
anticorpos cujo papel clinico ainda n3o esta totalmente esclarecido.’

Ao longo dos anos, mudancas foram introduzidas para aumentar a sensibilidade do CDC,
como a adigdo da antiglobulina humana (AGH), que é um segundo anticorpo que se fixa aos
anticorpos do paciente aderidos aos linfocitos do doador, potencializando a reagdo de
citotoxicidade.'®

Uma prova cruzada por CDC positiva para linfécitos T € uma contraindicagao para o
transplante renal, entretanto, a significancia de uma prova cruzada positiva para linfocitos B
continua controversa.”’

Embora o CDC reflita a situacdo in vivo e seja o padrdo ouro por muitos anos, este teste
certamente ndo é perfeito e tem diversas desvantagens. Como o alvo no CDC é o linfdcito, ndo
apenas as moléculas HLA serdo detectadas, mas também outras moléculas irrelevantes. Os
anticorpos contra linfécitos préprios do paciente (auto anticorpos), imunocomplexos, e alétipos
de imunoglobulinas interferem neste ensaio. Além disso, um teste baseado na ativagao de
complemento, implica que anticorpos IgG que nao sado fixadores de complemento como 1gG2 e
IgG4 ndo s3ao detectados. Essa é a razao do uso de outros ensaios mais sensiveis, como por
exemplo, a citometria de fluxo (FCXM), que provou ser mais sensivel, embora ainda tenha a
desvantagem de utilizar células que possuem muitas moléculas ndo-HLA na superficie e

requerer uma boa viabilidade celular.>*®*

2.4.3 PROVA CRUZADA POR CITOMETRIA DE FLUXO (FCXM)

Desde que foi descrita pela primeira vez em 1983, o uso da FCXM tem aumentado por
causa de sua grande sensibilidade em relago ao ensaio padrdo por CDC.>* Através dessa técnica

pode-se detectar anticorpos em baixos titulos.
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Na FCXM, os linfécitos do doador sdo incubados com o soro do receptor. Um anticorpo
secundario marcado com fluorocromo (PE-Ficoeritrina ou FITC-Fluoresceina) é adicionado na
reacdo. Caso o paciente tiver anticorpos contra as células do doador, o anticorpo secundario ira
ligar-se a eles. Entdo, as células T e B sdo diferenciadas através da adicdo de anticorpos
monoclonais anti-CD3 (células T) e anti-CD20/CD19 (células B) marcados com outro fluorocromo
(PE-Ficoeritrina, FITC-Fluoresceina ou PercP-Cloreto de Peridina Clorofila).>>*

A aquisicdo e analise dos dados sdo realizadas em Citdmetro de Fluxo que funciona
através da individualizacdo das células em suspensdo que passam por um feixe de laser. A
excitacdo dos elétrons do fluorocromo é captada pelo aparelho que determina a intensidade da
fluorescéncia. A intensidade de fluorescéncia do soro testado é comparada com a intensidade
de fluorescéncia de um soro controle negativo (sem anticorpos) incubado com a mesma
populacdo de células (mesmo doador). Uma FCXM positiva é definida pela diferenca de 40
canais entre a média de fluorescéncia do controle negativo e da amostra testada (soro do

receptor) (Figura 12).>3*
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Figura 12. Gréficos de resultado de prova cruzada por citometria de fluxo (positivo e negativo). Fonte: Facscalibur-
Servigo de Hematologia - HCPA.
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A FCXM é atualmente a prova cruzada mais sensivel. Existem muitas evidéncias que
demostram que essa técnica, sendo mais sensivel que o CDC, pode detectar anticorpos
adicionais clinicamente relevantes. Entretanto, muitos pacientes com CDC negativo e FCXM
positiva tém um pds-transplante sem evidéncias de rejeicdo.”®*®
Além disso, a relevancia clinica de uma FCXM positiva para linfécitos B é ainda

questionada.*

2.4.4 AVALIAGAO DE REATIVIDADE CONTRA PAINEL (PRA)

Os pacientes que estdo em lista de espera para transplante renal sdo triados
rotineiramente em busca da presenca de anticorpos reativos pré-formados contra antigenos
HLA. Esses anticorpos podem ter sido produzidos como resultado de transfusdes, gestacdes e
transplantes prévios. A avaliagao de reatividade contra painel (PRA — Panel Reative Antibodies) é
o teste utilizado para essa triagem.

Dois tipos de ensaios, diferenciados pelo alvo, sdo usados para detecgao e identificacao
dos anticorpos anti-HLA: a citotoxicidade que utiliza células e os imunoensaios de fase sélida
que usam moléculas HLA solliveis como o ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e a
metodologia Labscreen® (One Lambda®). Muitos dos problemas dos ensaios baseados em
células, a viabilidade celular e a falta da especificidade anti-HLA, foram resolvidos pelas
metodologias de fase sdélida. Além disso, os ensaios de fase sdélida tém uma maior sensibilidade,
requerem um menor volume de soro, e podem ser parcialmente ou totalmente automatizados

(Figura 13).7’14’19'31
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Figura 13. Sensibilidade dos métodos de detecgdo de anticorpos. FONTE: Biometrix (2012).

O PRA por Citotoxicidade utiliza a metodologia da prova cruzada por CDC. Células
(antigenos) com a tipagem HLA conhecidas sdo selecionadas e adicionadas nos orificios de uma
placa contendo o soro do paciente. Entdo é adicionado complemento de coelho e, apds
incubacdo, é adicionada eosina como corante. As placas sdo lidas no microscépio com contraste
de fase. A leitura realizada em cada orificio da placa é dada em fung¢dao da porcentagem de
células lisadas de acordo com os mesmos escores do CDC. Sendo a leitura de um orificio maior
gue 10% do que a leitura do controle negativo é considerado positivo, significando que o
paciente é sensibilizado contra um ou mais antigenos da célula presente naquele orificio. Sendo
assim, é realizado um calculo aproximado para saber a porcentagem de células com as quais o
soro do paciente reagiu.

O método imunoenzimatico ELISA é baseado na interagdo antigeno-anticorpo. Sao
utilizadas placas comerciais com diferentes especificidades de antigenos HLA adsorvidos aos
orificios. O soro do paciente é colocado em todos os orificios. Caso exista a presenca de
anticorpos anti-HLA, a fixacdo desses anticorpos aos antigenos da placa é detectada por uma

incubacdo com anticorpo conjugado com fosfatase alcalina que reconhece apenas IgG. A leitura
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é feita em espectrofotdmetro apds adicdo de substrato de enzima apropriado para o
desenvolvimento de cor (cor=presenca de anticorpos, sem cor=auséncia de anticorpos).’>*

Atualmente, o método mais usado para deteccdo de anticorpos anti-HLA é baseado em
microesferas fluorescentes com a tecnologia Luminex,>**° devido a sua alta sensibilidade e
especificidade, especialmente para deteccdo de anticorpos mesmo que em baixos titulos.
Existem trés diferentes tipos de ensaios que utilizam essa metodologia (Mixed, PRA e SA). Na
triagem (Labscreen® Mixed) as microesferas multicoloridas sdo revestidas com um “pool” de
antigenos HLA (classe | e 1) de diversas linhagens celulares, o resultado é apenas qualitativo e
inespecifico (Positivo ou Negativo) para HLA classe I, HLA classe Il e MIC-A separadamente. No
Labscreen® PRA cada microesfera é revestida com um fendétipo HLA de um individuo, sendo
possivel determinar a especificidade HLA, mas ndo precisamente devido a presen¢a de mais de
um antigeno por microesfera. No SA as microesferas sdo individualmente revestidas com
apenas um antigeno HLA o que permite uma definicdo precisa da especificidade dos anticorpos
anti—HLA e em qual concentracdo eles s3o encontrados no soro de um receptor.™

Nos trés tipos de ensaio, o soro do paciente é inicialmente incubado com as
microesferas, assim, qualquer anticorpo anti-HLA presente no soro ird se ligar aos antigenos
(Figura 14).

Posteriormente, ocorre uma série de lavagens que remove os anticorpos que ndo se
ligaram e ha marcagdo com IgG de cabra anti-humano conjugado com R-ficoeritrina (PE). Apds
outra série de lavagens, as amostras sao transferidas para uma placa de leitura para a aquisigao
dos dados. O Luminex utiliza um laser vermelho que reconhece a cor de cada microesfera e um
laser verde que determina o resultado de acordo com a intensidade de fluorescéncia emitida

pela PE presente na superficie de cada microesfera.
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Figura 14. Microesfera revestida com Unica molécula HLA incubada com soro do receptor e anticorpo

secundario conjugado (Anti-1gG PE).

Apds a aquisicdo dos dados, os resultados obtidos sdo analisados no software HLA Fusion
(Figura 15). Considera-se positivo para a presenca de anticorpos, a média da intensidade de

fluorescéncia (MFI) da reago maior do que 500.">7"
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Figura 15. Analise de PRA no software HLA Fusion. Fonte: Servigo de Imunologia (HCPA).

O objetivo da avaliagao de reatividade contra painel é avaliar o grau de sensibilizacdo do
paciente aos antigenos HLA, sendo expresso em porcentagem, podendo variar de 0% a 100%.
Desse modo pode-se detectar pacientes com alto risco de rejeicdo, melhorando a interpretacao

clinica dos resultados.?*

2.5 ANTICORPOS NO POS-TRANSPLANTE

O desenvolvimento das técnicas de fase sélida foi um grande beneficio nos testes de
histocompatibilidade, pré e pds-transplante, promovendo aumento de sensibilidade e

especificidade.
Nos ultimos anos, essas técnicas tem sido utilizadas para detec¢do de DSA, mesmo em

baixos titulos, sendo possivel identificar o titulo de cada especificidade.®® Com essas
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informacgdes, é possivel uma avaliagdo da necessidade e da efetividade dos protocolos de
dessensibilizacdo, um tratamento antecipado e rdpido de pacientes com rejeicdo mediada por
anticorpos, além de uma melhor escolha do tipo de imunossupressao e da melhor estratégia de
vigilancia ap6s o transplante.®?*

Diversos estudos sobre a sensibilizacdo aos antigenos do sistema HLA no pds-transplante
renal indicam que o monitoramento desses anticorpos pode ser importante na identificacdo dos
pacientes com maior risco de rejeicdo e perda do enxerto, principalmente, no primeiro ano pds-
transplante.*®*’

O desenvolvimento de DSA contra antigenos HLA do doador tem sido significantemente
correlacionado com rejeicdo humoral aguda. Estudos realizados em 2001 demonstraram que
80% dos pacientes que desenvolveram anticorpos DSA podem desenvolver tanto rejei¢ao aguda
como cronica.’

A presenca de DSA na rejeicdo aguda estd associada a reducdo da sobrevida do enxerto a
longo prazo. Pacientes com DSA tem uma taxa de 16% em cinco anos de sobrevida do enxerto
comparado a taxa de 6% dos sem DSA. Além disso, os dados sugerem que a rdpida reducdo de
DSA durante a terapia de rejeicdo esta associada com a melhora na sobrevida do enxerto a
longo prazo.™

Muitos dados clinicos e experimentais sugerem que DSA provavelmente tem um
importante papel na indugdo ou aceleragao, também, da rejeicdo crénica ao enxerto. Na pratica
clinica, DSA é usualmente detectado no soro do paciente, mas podem se fixar no enxerto nao
sendo detectados na circulagdo, mas somente apds a nefrectomia do transplante. Sendo assim,
a porcentagem de rejeicdo cronica associada a presenca de DSA pode estar subestimada.’**

De acordo com o Guideline da Sociedade Britdnica de Histocompatibilidade e
Imunogenética de 2010%°, o laboratério deve ter uma estratégia para a deteccdo e
caracterizagdo de anticorpos clinicamente relevantes com a capacidade de definir a classe e a
especificidade do anticorpo e a combinacdo de resultados de diversos testes devem ser

considerados para resolver perfis complexos de anticorpos. Além disso, o monitoramento pos-

transplante deve ser realizado em intervalos regulares, no momento da realizagdo de bidpsia e
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em casos de suspeita de rejeicdo. Amostras devem ser testadas também no momento de
declinio da fung3o renal quando n3o ha outra causa clinica.”*?°
O acompanhamento é feito de modo que para cada DSA, é medida a fluorescéncia do anticorpo
(MFI)® em vérios periodos pds-transplante.®>®

A reducdo de DSA esta associada com a maior sobrevida do aloenxerto a longo prazo.
Portanto, a deteccdo precoce desses anticorpos e tratamento especifico € um simples e efetivo
caminho de prevenir a faléncia do enxerto.'®**

As tecnologias SA e xmDSA permitem a deteccdo de DSA de formas distintas.
Entretanto, a significancia clinica de niveis muito baixos de DSA detectdveis somente pela

tecnologia Luminex é incerta e um grande desafio na alocagdo de 6rgos.’

2.5.1 SINGLE ANTIGEN (SA)

Os ensaios baseados na metodologia Luminex tornaram-se o método mais popular na
deteccdo de anticorpos anti-HLA devido a sua alta sensibilidade e especificidade, especialmente
para deteccdo de DSA, mesmo que em baixos titulos.*®

A maior vantagem do SA é a acurada avaliagdo de soros de pacientes altamente
imunizados cujos anticorpos sdo dificeis de caracterizar, além de permitir a detec¢do de

. res 11,14
anticorpos contra alelos HLA especificos.

A deteccdo de anticorpos anti-HLA realizada com o SA utiliza microesferas revestidas
com uma Unica molécula HLA classe | (LSA1) ou classe Il (LSA2) e reagentes pré-otimizados para
a deteccdo desses anticorpos, definindo com precisdo a presenca de anticorpos e sua

ipe 31
especificidade.

Em uma placa, o soro do paciente é inicialmente incubado com as microesferas, assim,
os anticorpos que estiverem presentes no soro irdo ligar-se aos antigenos especificos na
superficie das microesferas.

Posteriormente, ocorre uma série de lavagens para remover os anticorpos e antigenos

que ndo se ligaram. A seguir, é adicionada uma IgG de cabra anti-humana conjugada com
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ficoeritrina (PE) como anticorpo secundario. Apds outra série de lavagens, as amostras sdo
transferidas para uma placa de leitura para a aquisicdo dos dados no Luminex. A combinacdo
dos dois sinais (laser vermelho e verde) definem a especificidade dos anticorpos e o valor da
intensidade média de fluorescéncia (MFI) de cada microesfera (titulo do anticorpo) (Figura

16).1

Figura 16. Leitura de microesfera pelo laser do Luminex. Fonte: Biometrix (2006)

Os dados brutos sdo coletados pelo Luminex e exportados para o software de analise
HLA Fusion. O software processa os dados brutos e interpreta os valores resultantes das
microesferas através de um ordenamento das microesferas positivas para as negativas. Os
antigenos associados a cada microesfera sdo listados mostrando se a microesfera é positiva ou
negativa. Considera-se positivo para a presenca de anticorpos a média da intensidade de
fluorescéncia (MFI) da reacdo maior do que 500.

O software, entdo, sugere quais alelos/antigenos deverdo ser usados para a atribuigdo
final da especificidade. O relatério gerado devera ser analisado pelo profissional. O software

permite o calculo da porcentagem do PRA baseado na frequéncia dos varios antigenos da
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populagdo local (banco de tipagens de doadores falecidos). Essa ferramenta substitui o calculo
convencional de PRA que é a porcentagem de um painel de antigenos HLA.'®

Além disso, o SA possibilita a realizacdo de uma prova cruzada virtual prevendo possiveis
reacOes contra as especificidades HLA existentes nas células de um doador. A verificacdo da
existéncia de DSA é feita através da comparacdo da tipagem HLA do doador previamente tipado
com as especificidades dos anticorpos do receptor.®’

Pacientes com prova cruzada virtual positiva tém maior risco de terem episédios de

1337 |sso foi demonstrado por Caro-Oleas et al.® em

rejeicdo e uma pior evolugdo no transplante.
estudo onde pacientes que receberam transplantes com prova cruzada virtual positiva e com
CDC negativo tiveram uma pior sobrevida do enxerto em comparag¢ao aqueles pacientes que
receberam transplantes com prova cruzada virtual negativa.*’

A prova cruzada virtual permite a exclusdo de doadores que expressam antigenos HLA
contra aqueles que o pacientes é imunizado. Zachary et al.?* demonstraram que a identificacdo
e a determinacdo do titulo do DSA, detectados por testes de fase sélida, correlacionam-se com
CDC e FCXM. Essa correlacdo permite predizer o resultado do CDC e da FCXM em 92% dos
casos. Uma das maiores questdes da prova cruzada virtual é a falta de padronizacdo da
interpretacdo. Os valores de MFI devem ser previamente definidos para servir como ponto de
corte para definir se uma prova cruzada virtual é positiva ou negativa.”**

A identificagdo dos anticorpos anti-HLA pelo Luminex melhorou a definicdo de antigenos
aceitdveis e ndo aceitdveis, facilitando a troca de drgdos entre diferentes centros e o
transplante em pacientes hipersensibilizados. Porém, muitos estudos mostram que baixos niveis
de anticorpos ndo estdo sempre associados com efeitos adversos. Portanto, a deteccdo de
anticorpos anti-HLA irrelevantes pode levar a discriminacdo de pacientes imunizados no
momento da alocacdo de drgdos. Se a alta sensibilidade desses testes for usada unicamente
para detectar baixos niveis de DSA, a chance de pacientes sensibilizados serem transplantados é
reduzida por causa da presenca de anticorpos que podem ndo ter relevancia clinica, resultando

em uma lista de espera maior.”**
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A detecgdo de DSA utilizando microesferas € uma ferramenta que estratifica o risco para
o transplante renal,”® mas a significancia clinica de niveis muito baixos de DSA detectéveis

somente pela tecnologia Luminex é um desafio na alocag3o de 6rggos.’

2.5.2 DONOR SPECIFIC ANTIGEN (XMDSA)

Embora a relevancia clinica desses anticorpos detectados por técnicas baseadas em
microesferas seja ainda uma questao em debate, a disponibilidade de uma nova prova cruzada
prospectiva é altamente desejavel.?

A prova cruzada feita no Luminex (xmDSA) permite uma prova cruzada real utilizando a
molécula HLA do doador, microesferas recobertas com anticorpos anti-HLA de classe l e ll e o
soro do receptor (anticorpos).?

No xmDSA, as células do doador sdo isoladas do sangue periférico, baco, linfonodos ou
outros tecidos, e usadas como fonte de HLA. As células isoladas sdo dissolvidas com um
detergente ndo-idnico (tampao de lise de linfécitos) que lisa as células e permite que o HLA
fique soluvel. Esta solucdo chamada “lisado” é congelada e pode ser mantida por anos.*®

O xmDSA inclui uma mistura de microesferas conjugadas com anticorpos monoclonais
especificos para uma regido invariavel e comum das moléculas HLA de classe | ou de classe II.
Quando misturadas com um “lisado”, os anticorpos nas microesferas irdo capturar o HLA

solubilizado que servird para detectar os anticorpos especificos contra esse HLA em uma

amostra de soro do receptor (Figura 17).'%%*
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Figura 17. Esquema da técnica xmDSA. Fonte: Tepnel Lifecodes (2009).

Existe, também, uma microesfera controle positivo para avaliar a ligacao do anticorpo
secundario, sendo o valor minimo de MFI maior que 10.000. Além disso, trés microesferas
controle negativo (CON1, CON2 e CON3) sdo incluidas, e seus valores de fluorescéncia (MFI) sdo
utilizados como um sinal de background e para normalizar o sinal das microesferas de captura.
O teste é considerado invalido se o valor do MFI do controle negativo for maior que 500. Além
disso, em paralelo com o soro do receptor, as microesferas sdo incubadas com anticorpos
monoclonais contra HLA de classe | e Il biotinilados, chamado de controle do lisado (LCR) que é
usado para indicar a correta ligacdo do HLA do doador nas microesferas, sendo o valor de MFI
igual a 10.000, caso contrario o teste é invalido.'®

Apds a incubacdo do lisado com as microesferas, essa mistura é transferida para uma
placa de filtro e lavada. A seguir, o soro é diluido e adicionado na placa que é novamente

incubada, seguida de outra lavagem. Um conjugado anti-lgG humano marcado com ficoeritrina
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(PE) é adicionado. Apds nova incubagdo, o tampdo de lavagem é adicionado aos pogos e a placa
é colocada no Luminex. Os dados sdo coletados e a andlise é realizada no software Quicktype for
LifeMatch versdo 2.5 (Tepnel Lifecodes) para obter os valores de fluorescéncia das microesferas
de captura e controles. Para definir positividade, a média dos trés controles negativos sdo
subtraidos do MFI obtido do soro teste. Um valor de MFI maior que 1000 é considerado positivo
para classe | e maior que 700 para classe 11.162%%

Muitos estudos mostram boa correlacdo entre o xmDSA e a detecc¢do de anticorpos pelo
SA na detec¢do de DSA contra antigenos HLA A, B e DR. Entretanto, o xmDSA possui baixa
sensibilidade para detectar DSA anti- DQ e DP. O xmDSA tem vantagens em rela¢do ao CDC visto
que o lisado pode ser estocado por longo tempo e pode ser muito util no monitoramento pds
transplante. O xmDSA detecta apenas anticorpos IgG, prevenindo resultados falsos-positivos
causados por anticorpos irrelevantes e pode detectar HLA raros por utilizar a prépria molécula
HLA do doador. Caso o paciente tenha uma especificidade HLA rara, esses poderdo nao estar

incluidos no painel de microesferas do SA, mas os anticorpos poderdo ser identificados pelo

xmDSA.’
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Identificar a presenca de anticorpos anti-HLA circulantes especificos contra o doador no
soro de pacientes submetidos a transplante renal no Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Utilizando para isso duas metodologias distintas concomitantemente; xmDSA e SA.

4.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1. Comparar a sensibilidade e a especificidade das duas metodologias Luminex (SA e xmDSA)
na identificacdo de anticorpos anti-HLA doador especifico.
4.2.2. Verificar a frequéncia de anticorpos anti-HLA doador especifico no soro do paciente apds

o transplante.
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ABSTRACT

Preformed antibodies against human leucocyte antigens (HLA) may be present in the blood of
patients candidates for kidney transplantation. The production of these antibodies can occur
even in later periods after transplantation, developing donor-specific antibodies (DSA). The
assays based on Luminex technology are currently the most popular to detect anti-HLA
antibodies, due to their high sensitivity and specificity, such as LABScreen Single Antigen (SA - ©
One Lambda, Canoga Park, CA) and Donor Specific Antibody (xmDSA) (DSA - Tepnel Lifecodes,
Stamford, CT). Thus, this cross-sectional study was carried out aiming to detect DSA post-
transplant (6th month), using SA and xmDSA methodologies. Sera from 122 patients undergoing
deceased donor kidney transplantation from Hospital de Clinicas de Porto Alegre were included.
SA detected the presence of DSA class | in 17 patients (13.9%) and DSA class Il in 22 patients

(19.6%), while xmDSA detected DSA class | in 18 patients (14.8%) and DSA class Il in 18 patients
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(14.8 %). DSA were detected in 15 patientes (12.3%) by both methods. There was agreement
between the tests for class | (kappa = 0.66, p = 0.001) and class Il (kappa = 0.54, p = 0.025). The
incidence of DSA detected by SA was 15.57%, with higher prevalence of DSA anti-HLA DR. The
presence of DSA detected by these techniques provides important immunological information

and can assist in monitoring post-transplant immunosuppression strategies.

Keywords: anti-HLA antibodies. DSA. Single Antigen. xmDSA. Kidney transplantation.

INTRODUCTION

Sensitization to HLA antigens can occur through blood transfusions, pregnancies or prior
transplants. For this reason, the immune condition of kidney transplant candidates must be
evaluated periodically in order to monitor the production and tittering of these antibodies.

The production of antibodies against HLA can occur previously or even in later periods
after transplantation, developing specific antibodies against the donor (DSA - Donor Specific
Antibody)(1,2).

There has been a scientific improvement in the detection of anti-HLA antibodies since
Patel and Terasaki reported, in 1969, the relevance of the pre-transplant crossmatch to the
outcome of the transplant (2-4). The addition of anti-human globulin (AHG) improved the
sensitivity of the standard complement dependent cytotoxicity (CDC) crossmatch. Subsequently,
flow cytometry crossmatch (FCXM) again improved sensitivity in the detection of anti-donor
antibodies. Recently, solid phase assays have been introduced for detecting anti-HLA antibodies,

such as the Luminex method using synthetic microspheres coated with HLA molecules
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(LABScreen ® - © One Lambda, Canoga Park, CA) or anti-HLA antibodies (DSA - Tepnel Lifecodes,
Stamford, CT) (3,5-8).

The assays based on Luminex technology introduce highen sensitivity and specificity
(1,3,7,9-11) for detection of antibodies against HLA. In Labscreen Mixed and Labscreen PRA
microspheres are coated with different HLA molecules, while in Single Antigen (SA) each
microsphere is coated with only one HLA specificity, allowing a high specificity definition of anti-
HLA antibodies and the title in which they are found in the recipient serum, and also allowing a
virtual crossmatch, predicting reactions against donor HLA specificities (9,11). Already, the
Luminex crossmatch (xmDSA) allows a real crossmatch using donor HLA molecules (bound to
beads coated with monoclonal antibodies against HLA class | or Il), which will bind to the
antibodies present in the serum of the recipient (11). These new techniques for detecting DSA
provide important immunological information, however, further studies are yet necessary to
establish best practices and clinical significance. (1,3,5,10,12).

Thus, the aim of this study was detecting DSA post-transplant, comparing xmDSA and SA

methodologies.

MATHERIALS AND METHODS

We conducted a cross-sectional study including 122 patients undergoing deceased donor
kidney transplantation from March 2011 to February 2013 of Hospital de Clinicas de Porto
Alegre. Sera were collected in the 6" month post-transplantation and tested for the presence of
DSA using LABScreen Single Antigen (LABScreen ® - © One Lambda, Canoga Park, CA) and Donor

Specific Antibody (xmDSA) (DSA - Tepnel Lifecodes, Stamford, CT) tests. All patients were
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transplanted with negative crossmatch (CDC) for T lymphocytes. The recipients were typed for
HLA by PCR-SSO (Sequence Specific Oligonucleotide) kit Labtype (One Lambda). The

pretransplant characteristics of the recipients are described in Table 1.

SINGLE ANTIGEN

All sera were tested using the Single Antigen (SA) for detecting I1gG anti-HLA antibodies
class | (LSA1- A, B and C) and class Il (LSA2 — DR, DQ and DP) according to the manufacturer's
instructions (One Lambda). In this test each bead is coated with a single purified HLA molecule.
These beads were incubated with recipient serum for 30 min. After washing to remove unbound
antibodies, antihuman IgG goat conjugated to phycoerythrin (PE), as the secondary antibody,
was added and incubated again for 30 min. After s second washing, the samples were
transferred to a new plate for the acquisition of data on the Luminex flow analyzer. The raw
data were collected by Luminex and exported to analysis in the software HLA Fusion 2.0 (One
Lambda). It was considered positive for the presence of antibodies when the reaction mean

fluorescence intensity (MFI) was greater than 500.

XMDSA

The Luminex crossmatch (xmDSA) was performed according to the manufacturer's
protocol (Donor Specific Antibody - Tepnel Lifecodes, Stamford, CT).

First, the donor cells were isolated from peripheral blood, spleen, lymph nodes or other
tissues and dissolved with a nonionic detergent (lysis buffer lymphocytes), which lyses the cells

and solubilizes HLA molecule. This solution, called lysate, was frozen and can be kept for years.
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The test was performed on a filter plate (Millipore, Bedford, MA). The lysate was incubated for
30 min with a mixture of microspheres conjugated to monoclonal antibodies specific for a
constant region of HLA molecules of class | or class Il to enable binding of the solubilized donor
HLA. The mixture was washed in a conjunction with a vacuum manifold. After, diluted recipient
serum (1:4) was added to the plate and incubated for 30 min. After another washes series,
antihuman 1gG goat conjugated to phycoerythrin (PE) was added as the secondary antibody, and
again incubated for 30 min. Then, a wash buffer was added and data acquisition was performed
in Luminex flow analyzer. Data was analyzed using Quicktype LifeMatch 2.5 (Tepnel Lifecodes)
software, to obtain the values of beads mean fluorescent intensity (MFI). To determine
positivity, the average of three negative controls was subtracted from MFI obtained from test
serum. A value of MFI greater than 1000 was considered positive for class | and greater than

700 for class II.

DONOR HLA TYPING
Samples from deceased donors were previously typed before the selection of recipients for
the loci HLA-A, B, DRB1 and DQ1 by PCR-SSP (Sequence Specific Primers) using an in house kit

developed in our laboratory (13).

DATA ANALYSIS

Statistical analyses were performed by Chi-square test, Mann-Whitney and Fisher's exact

test. The data were analyzed using the Statistical Package for Social Sciences (SPSS version 20.0).
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The level of significance established was p <0.05. To analyze agreement between SA and

xmDSA, the Pabak WinPepi software was used for adjustment of kappa value (14).

ETHICAL ASPECTS
This study was approved by the Research Ethics Committee of Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (Project No. 110026) and all patients signed an Informed Consent Form to

participate.

RESULTS

We analyzed 122 patients in the 6™ month post-transplant with a mean age of 48.39 years,
most of them males (54.9%) and Caucasians (84.4%). Blood group A (50%) was the most
prevalent as shown in Table 1. The average time on the waiting list was 18 months. Most
patients (65.6%) were sensitized against HLA antigens (PRA +) before the transplant. Some
patients had previous sensitization events such as transfusions (55.74%), prior transplants
(13.11%) or pregnancy in women(87.3%).

Deceased donors had an average age of 44.81 years, most coming from the state of Rio
Grande do Sul in South Brazil (82%), males (57.4%) and with prevalence of blood group A
(47.5%).

The SA analysis demonstrated a prevalence of anti-HLA antibodies in the 6" month post-
transplantion in 90 patients (73.8%), being 32 patients (26.2%) donor specific - DSA (Figure 1).
The incidence anti-HLA antibodies was 26.2%, being 15.57% DSA (Figure 2). There was a higher

frequency of DSA against HLA DR antigens (Figure 3).
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In the 32 patients with DSA detected by SA, 17 (13.9%) had DSA anti-HLA class | and 22
(19.6%) DSA anti-HLA class Il, while xmDSA detected DSA in 27 (22.1%) patients, 18 (14 ,8%) DSA
anti class | and 18 (14.8%) DSA anti class Il. The agreement between the two methodologies
were for class | (kappa = 0.66) and for class Il (kappa = 0.54) (Table 2).

Considering SA the gold standard methodology, xmDSA showed sensitivity/ specificity of
41.2%/89.5% for class | and 31.8%/87.8% for class Il.

Comparing the results of both techniques with pre-transplant results from CDC with B
lymphocytes, FCXM to T and B lymphocytes, the xmDSA class Il proved to be significant related
to FCXM-B, while SA showed no significant results (Table 3).

Among predictors of DSA production, the most significant was prior transplant (p = 0.001)

(Table 4).

DISCUSSION

The studied population represent a sample of patients on the waiting list for kidney
transplantation in Brazil, since the features are similar to the senses of the Brazilian Society of
Nephrology, in relation to gender and age.

The predictor variables of DSA production were prior transplant, transfusions and
pregnancies, as described in the literature. The variable number of ABDR mismatches was not
significant. Since when it was included, HLA DQ (ABDRDQ) was significant, showing the
importance of a better HLA typing of the donor for the accurate assessment of DSA presence.
Nowadays, the deceased donor HLA typing is performed only for HLA-A, B and DR in most

histocompatibility centers in Brazil.
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The prevalence of anti-HLA antibodies post-transplantation detected by SA was 73.8%
including 24.6% DSA, showing similar findings to other studies (15,16). The incidence of DSA was
15.57%, being more prevalent against HLA-DR (16). Although many patients develop antibodies
against HLA-C and HLA-DP antigens, these were not included in the study, due to the absence of
donor typing for these loci (16). A study including a complete donor HLA typing would possibly
show an increased incidence of DSA.

This study demonstrated a moderate agreement for Class Il (kappa> 0.4) and a
substantial agreement for class | (kappa> 0.6), comparing SA and xmDSA technical for DSA
detection. The lower concordance in class Il can be explained by the different approach of the
two assays. While SA detects antibodies against HLA-DR, DQ and DP, xmDSA detects only HLA-
DR (9,10,11,17).

Some advantages of both tests are: detection of only IgG DSA, ignoring irrelevant
antibodies to transplantation; characterization of class | and Il antibodies and no need of viable
cells (10).

Although there is an agreement between the techniques, the sensitivity is different. In
general, the SA sensitivity is greater than the xmDSA for both classes | and Il. The microsphere
antigens concentration can vary due to binding differences of HLA antigens to bead surface. SA
has microspheres with only one HLA antigen, so there may be a higher concentration of
antigens on the surface of the microsphere. In the xmDSA, various HLA molecules bind to a
microsphere and the concentration depends on the efficient capture of the donor HLA

molecule.
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The SA high sensitivity and specificity for detecting DSA allows the performance of a
virtual crossmatch, comparing the specificity of receptor antibodies with the donor HLA typing,
although many studies have shown that the virtual crossmatch is limited in predicting the
crossmatch outcome, because SA is not specific to the donor (16).

In this context, we suggest that when the DSA presence is positive by SA and negative by
xmDSA, it can be said that receptor antibodies may not have the same antigen specificity of the
donor. In contrast, when the presence of DSA is negative by SA and positive by xmDSA it is
probably because the donor antigen specificity is not present in the SA panel.

When compared with CDC crossmatch and FCXM, the Luminex assays show greater
sensitivity and specificity in DSA detection (9). The xmDSA class Il results were significant when
compared to FCXM-B and showed a higher correlation with CDC and FCXM than with SA results.
This may be due to the fact that these techniques use the donor HLA molecules. SA uses not
the own donor molecule, but purified HLA antigens bound to the microspheres that may distort
the molecule conformation during the binding (9).

The xmDSA demonstrates evident advantages over conventional crossmatches (CDC and
FCXM), since the lysate can be stored for a long time and is very useful in monitoring patients
post-transplantion. In addition, xmDSA can detect rare HLA antigens since it is specific against
donor antigens. This is very important when a rare donor HLA antigen is not included in the SA
microspheres panel (9).

In conclusion, this study demonstrated that the Luminex solid phase assay has high

sensitivity and specificity for DSA detection, and can probably be predictive factors for rejection.
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The SA showed greater sensitivity while xmDSA is specific against donor HLA molecule, which
suggested these two methods may be complementary.

The Luminex methodology enables quantification of antibodies (MFI), allowing patients’
stratification by immunological risk groups (3).

Other studies are necessary because the clinical relevance of antibodies detected by

Luminex is not clear yet (9,11).
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Table 1. Recipients characteristics (pretransplant)

(n=122)
Age* 48.39+11.44
Gender**
Male 67 (54.9)
Female 55 (45.1)
Ethnicity**
Caucasian 103 (84.4)
Others 19 (15.5)
Blood Group (ABO)**
A 61 (50.0)
B 12 (9.8)
AB 2 (1.6)
0 47 (38.5)
Chronic kidney failure diagnostic**
Undetermined 26 (21.3)
Systemic arterial hypertension 25 (20.5)
Polycystic kidney 21(17.2)
Diabetes mellitus 19 (15.6)
Glomerulopathy 5(4.1)
Nephropathies 4 (3.3)
Others?® 22 (18.0)
Number of Transfusions* 2.09 £3.25
Number of Pregnancies* 1.22 +1.83
Prior transplantation* 0.14+0.37
Number of mismatches*
A 1.28 +0.67
B 1.19 +0.67
DR 0.51 +0.58
DQ 0.70+0.70
ABDR 2.97+1.14
ABDRDQ 3.11+1.11
Time on the waiting list(months)*** 18 (6-37)
Prior PRA**
PRA=0 42 (34.4)
PRA>1 80 (65.6)

*mean + standard deviation; ** n(%);***median (percentis 25-75); °=1 nephrotic syndrome, 5
unreported, 16 other causes.



Figure 1. Prevalence of anti-HLA antibodies and DSA in the 6" month post-transplant (Single
Antigen)
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Figure 2. Incidence of anti-HLA antibodies and DSA in the 6" month post-transplant (Single
Antigen)
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Figure 3. DSA frequency (Single Antigen)
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Table 2. Agreement between Single Antigen and xmDSA in DSA detection

Test Kappa* p**
Single Antigen xmDSA
n (%) n (%)
DSA Classe | + 17 (13,9) 18 (14,8) 0,66 0,001
DSA Classe Il + 22 (19,6) 18 (14,8) 0,54 0,025

*Pabak=ajusted kappa; **chi-square test

Table 3. Comparision of FCXM-T, FCXM-B and CDC-B with Single Antigen and xmDSA

P*
FCXM - T SACI 1.00
XmDSA CI 0.64
FCXM - B SAClI 0.10
XmDSA ClI 0.04
CDC-B SACI 1.00
XmDSA ClI 0.56

*Fisher’s test; FCXM=flow citometry crossmatch; CDC=Complement-dependent cytotoxicity.



Table 4. Analysis of predictors of DSA production

Variables p*
Number of transfusions 0.003
Number of pregnancies 0.020
Number of prior transplant 0.001
Number of ABDR mismatches 0.064
Number of ABDRDQ mismatches 0.034

*Mann-Whitney test
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ABSTRACT

Anticorpos pré-formados contra antigenos leucocitdrios humanos (HLA) podem estar presentes
no sangue de pacientes candidatos ao transplante renal. A produgdo desses anticorpos pode
ocorrer em periodos do pds-transplante, podendo ser especificos contra o doador (DSA). Os
ensaios baseados na metodologia Luminex sdo os mais populares na detecgdo de anticorpos
anti-HLA devido a alta sensibilidade e especificidade, como o Labscreen Single Antigen (SA - One
Lambda®, Canoga Park, CA) e o Donor Specific Antibody (xmDSA) (DSA — Tepnel Lifecodes,
Stamford, CT). Este estudo transversal foi realizado com o objetivo de detectar DSA no sexto
més pds-transplante, comparando as metodologias SA e xmDSA. Foram incluidos soros de 122
pacientes submetidos ao transplante renal com doador falecido no Hospital de Clinicas de Porto

Alegre. O SA detectou a presenga de DSA contra antigenos HLA de classe | em 17 pacientes

68



(13,9%) e contra os de classe Il em 22 pacientes (19,6%), enquanto o xmDSA detectou DSA em
18 pacientes (14,8%) tanto contra os antigenos de classe | como contra os de classe Il. DSA foi
detectado em 15 pacientes (12,3%) por ambos os métodos. Houve concordancia entre os testes
para classe | (kappa=0,66, p=0,001) e classe Il (kappa=0,54, p=0,025). A incidéncia de DSA pelo
SA foi de 15,57%, com maior prevaléncia de DSA contra antigenos HLA-DR. A presenca de DSAs
detectados por essas técnicas fornecem importantes informagdes e podem auxiliar no

monitoramento pds-transplante e na estratégia de imunossupressao.

Palavras-chave: Anticorpos anti-HLA. DSA. Single Antigen. xmDSA. Transplante renal.

INTRODUCAO

A sensibilizagdo aos antigenos HLA pode ocorrer através de transfusGes sanguineas,
gestacdes ou transplantes prévios. Por este motivo, a condi¢cdo imunoldgica dos candidatos ao
transplante renal deve ser avaliada periodicamente, com a finalidade de monitorar a producdo
e a titulacdo desses anticorpos.

A producdo de anticorpos contra antigenos HLA pode ocorrer previamente ou apés o
transplante renal, desencadeando, muitas vezes, anticorpos especificos contra o doador (DSA -
Donor Specific Antibody)(1,2).

Houve um grande avanco cientifico na detec¢do de anticorpos anti-HLA desde que Patel
e Terasaki relataram, em 1969, a relevancia da prova cruzada prévia para o resultado do

transplante renal (2-4). A adigdo da anti-globulina humana (AGH) melhorou a sensibilidade da
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prova cruzada por citotoxicidade dependente de complemento (CDC). Posteriormente, a prova
cruzada por citometria de fluxo (FCXM) acrescentou sensibilidade na pesquisa de anticorpos
anti-doador. Recentemente, ensaios de fase sdélida foram introduzidos na deteccdo de
anticorpos anti-HLA, como a metodologia Luminex, que utiliza microesferas sintéticas
recobertas com moléculas HLA (Labscreen® — One Lambda®, Canoga Park, CA) ou com
anticorpos anti-HLA (DSA — Tepnel Lifecodes, Stamford, CT) (3,5-8).

Os ensaios baseados na metodologia Luminex apresentam alta sensibilidade e
especificidade (1,3,7,9-11). Existem diferentes tipos de testes que utilizam essa metodologia. Na
pesquisa de anticorpos contra antigenos HLA podemos usar os métodos Labscreen Mixed e
Labscreen PRA onde as microesferas sao revestidas com diferentes moléculas HLA ou Labscreen
Single Antigen (SA) onde cada microesfera é revestida com apenas uma especificidade HLA,
permitindo uma defini¢do precisa dos anticorpos anti-HLA e do titulo em que eles sdo
encontrados no soro de um receptor, possibilitando inclusive uma prova cruzada virtual,
prevendo reacdes contra os antigenos HLA do doador (9,11). Ja a prova cruzada feita no
Luminex (xmDSA) permite uma prova cruzada real, utilizando a molécula HLA do préprio doador
(ligada a microesferas recobertas com anticorpos anti-HLA de classe | e Il) que se ligard aos
anticorpos presentes no soro do receptor (11).

Essas novas técnicas para deteccdo de DSA fornecem importantes informagdes
imunoldgicas, havendo, entretanto, a necessidade de mais estudos para estabelecer a melhor
conduta e valorizacdo clinica de seus resultados (1,3,5,10,12).

Sendo assim, este estudo foi realizado com o objetivo de detectar DSA no pds-

transplante, comparando as metodologias SA e xmDSA.
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MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo transversal, incluindo 122 pacientes submetidos a transplante
renal com doador falecido no periodo de margo de 2011 a fevereiro de 2013 no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. A coleta de soro foi realizada no sexto més apds o transplante e os
soros foram testados para a presenca de DSA pelas técnicas Labscreen Single Antigen
(Labscreen® — One Lambda®, Canoga Park, CA) e Donor Specific Antibody (xmDSA) (DSA — Tepnel
Lifecodes, Stamford, CT). Todos os pacientes foram transplantados com prova cruzada (CDC)
negativa para linfécitos T. Os receptores foram previamente tipados para o HLA pelo método
PCR-SSO (Sequence Specific Oligonucleotide) kit Labtype (One Lambda).

As caracteristicas pré-transplante dos receptores estdo descritas na Tabela 1.

SINGLE ANTIGEN

Todos os soros foram testados com o Single Antigen (SA) para detecgdo de anticorpos
IgG anti-HLA de classe | (LSA1 — A, B e C) e classe Il (LSA2 — DR, DQ e DP) de acordo com as
instrucbes do fabricante (One Lambda). O SA possui um conjunto de microesferas
multicoloridas, cada uma revestida com uma uUnica molécula HLA purificada, com as quais o
soro do receptor foi inicialmente incubado por 30 min. Apds uma série de lavagens para
remover os anticorpos que ndo se ligaram as microesferas, foi adicionada 1gG de cabra anti-
humana conjugada com ficoeritrina (PE) como anticorpo secunddrio e novamente incubado por
30 min. Apos outra série de lavagens, as amostras foram transferidas para uma placa de leitura
para a aquisicdo dos dados no analisador de fluxo Luminex. Os dados brutos foram coletados

pelo Luminex e exportados para o software de andlise HLA Fusion 2.0 (One Lambda). O
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resultado foi positivo para a presenga de anticorpos quando a média da intensidade de

fluorescéncia (MFI) da reagao foi maior do que 500.

XMDSA

A prova cruzada feita no Luminex (xmDSA) foi realizada de acordo com o protocolo do
fabricante (Donor Specific Antibody — Tepnel Lifecodes, Stamford, CT).

Primeiro, as células do doador foram isoladas do sangue periférico, do baco, dos
linfonodos ou de outros tecidos e dissolvidas com um detergente ndo-idnico (tampao de lise de
linfocitos) que lisa as células e permite que o HLA fique soluvel. Esta solucdo chamada “lisado”
foi congelada e pode ser mantida assim por anos. O teste foi realizado em uma placa-filtro
(Millipore, Bedford, MA). O “lisado” foi incubado por 30 min com a mistura de microesferas
conjugadas com anticorpos monoclonais especificos para uma regido constante das moléculas
HLA de classe | ou de classe Il que capturam o HLA solubilizado. Foi realizada uma série de
lavagens a vacuo. Entdo, o soro do receptor foi diluido (1:4), adicionado na placa e incubado por
30 min. Apds outra série de lavagens, foi adicionada IgG de cabra anti-humana conjugada com
ficoeritrina (PE) como anticorpo secundario e realizada nova incubacdo por 30 min. Entdo foi
adicionado tampdo de lavagem e realizada a aquisi¢do dos dados no analisador de fluxo
Luminex. Os dados foram coletados e a analise foi realizada no software Quicktype for
LifeMatch 2.5 (Tepnel Lifecodes) para obter os valores de fluorescéncia das microesferas (MFI).

Para definir positividade, a média dos trés controles negativos foram subtraidos do MFI obtido
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do soro teste. Um valor de MFI maior que 1000 foi considerado positivo para classe | e maior

gue 700 positivo para classe .

TIPAGEM HLA DO DOADOR

As amostras dos doadores falecidos foram previamente tipadas, antes da selecdo dos
receptores, para os locos HLA-A, B, DRB1 e DQP1 através da metodologia PCR-SSP (Sequence
Specific Primers) utilizando um kit in house desenvolvido em nosso laboratério (Bunce,

1995)(13).

ANALISE DOS DADOS

As andlises estatisticas foram realizadas pelos testes Qui-quadrado, Mann-Whitney e
teste exato de Fisher. Os dados foram analisados através do programa Statistical Package for
Social Sciences (SPSS versdo 20.0). O nivel de significancia foi estabelecido em p<0,05. Para
analise de concordancia entre SA e xmDSA foi utilizado Kappa com corre¢do Pabak no programa

WinPepi (Abramson, 2004) (14).

ASPECTOS ETICOS
Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (projeto n° 110026) e todos os pacientes assinaram Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido (TCLE) para participar do estudo.
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RESULTADOS

Foram analisados 122 pacientes no 6° més pds-transplante renal com doador falecido com
média de idade de 48,39 anos, a maioria do sexo masculino (54,9%) e caucasodides (84,4%). O
grupo sanguineo A foi o mais prevalente (50%). O tempo médio em lista de espera foi de 18
meses. A maioria dos pacientes (65,6%) era sensibilizada contra antigenos HLA (PRA+) antes do
transplante. Alguns pacientes tinham eventos de sensibilizacdes prévias como transfusdes
(55,74%), transplantes prévios (13,11%) e gestacdes (87,3%) (Tabela 1).

Os doadores falecidos tinham idade média de 44,81 anos, eram na maioria procedente do
estado do Rio Grande do Sul no sul do Brasil (82%), do sexo masculino (57,4%) e com maior
prevaléncia do grupo sanguineo A (47,5%).

A analise do SA demonstrou uma prevaléncia de anticorpos anti-HLA no 6° més pds-
transplante de 90 pacientes (73,8%), sendo 32 (26,2%) contra o doador - DSA (Figura 1). A
incidéncia de anticorpos anti-HLA foi de 26,2%, sendo 15,57% DSA (Figura 2). Houve maior
frequéncia de DSA contra antigenos HLA- DR (Figura 3).

Nos 32 pacientes com DSA positivo pelo SA, 17 (13,9%) tinham DSA anti-HLA de classe | e 22
(19,6%) DSA anti-HLA de classe ll, enquanto xmDSA detectou DSA em 27 (22,1%) pacientes
sendo 18 (14,8%) DSA anti classe | e 18 (14,8%) DSA anti classe Il. Houve concordancia entre as
duas metodologias para classe | (kappa=0,66) e classe |l (kappa=0,54) (Tabela 2).

Considerando o SA como padrdo ouro, a metodologia xmDSA mostrou
sensibilidade/especificidade de 41,2% e 89,5% para classe | e 31,8% e 87,8% para classe Il,

respectivamente.
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Comparando os resultados de ambas as técnicas com os resultados pré-transplante de CDC
com linfécitos B, FCXM para linfécitos T e B, o método xmDSA classe Il demonstrou ter
significante correlagdo com a FCXM-B, enquanto o SA ndo mostrou significancia (Tabela 3).

Entre as varidveis preditoras da producdo de DSA, a mais significativa foi transplantes

prévios (p=0,001) (Tabela 4).

DISCUSSAO

Os pacientes analisados representam uma amostra dos pacientes em lista de espera
para transplante renal no Brasil, com caracteristicas semelhantes ao senso da Sociedade
Brasileira de Nefrologia como sexo e idade.

As variaveis preditoras da producdo de DSA significativas foram transplantes prévios,
transfusdes e gestagdes, de acordo com a literatura. O nimero de incompatibilidades ABDR ndo
foi significativo, porém quando foi incluido o HLA-DQ (ABDRDQ) houve significancia, mostrando
a importancia de uma melhor tipagem HLA do doador para a avaliacdo precisa da presenca de
DSA. A tipagem HLA do doador falecido é realizada somente para os locos HLA-A, B e DR na
maioria dos centros do Brasil.

A prevaléncia de anticorpos anti-HLA pds-transplante detectados pelo SA foi de 73,8%,
sendo 26,2% DSA+, mostrando achados semelhantes a outros estudos (15,16). Ja a incidéncia de
DSA foi de 15,57%, sendo mais frequentes os anticorpos contra os antigenos HLA-DR (16).
Apesar de muitos pacientes desenvolverem anticorpos contra os antigenos HLA-C e HLA-DP,

estes ndo foram incluidos no estudo devido a falta da tipagem do doador para esses locos (16).
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Um estudo que inclua a tipagem HLA do doador completa talvez mostre uma maior incidéncia
de DSA.

Esse estudo demonstrou uma concordancia entre as técnicas SA e xmDSA na detecgdo
de DSA, sendo moderada para classe Il (kappa>0,4) e substancial para classe | (kappa>0,6). A
menor concordancia em classe Il pode ser explicada pela diferenca entre as duas técnicas.
Enguanto SA detecta anticorpos anti-HLA-DR, DQ e DP o xmDSA detecta apenas HLA-DR
(9,10,11,17).

Algumas vantagens de ambos os ensaios sdo: a deteccdo de DSA apenas para a classe
IgG, desconsiderando outras imunoglobulinas irrelevantes para o transplante; a caracterizagdo
de anticorpos anti-HLA de classe | e Il, assim como ndo ser necessaria a viabilidade celular (10).

Apesar de haver concordancia entre as técnicas, existe diferenca de sensibilidade. Em
geral, a sensibilidade do SA é maior que do xmDSA para as classes | e Il. A concentragdo de
antigenos HLA nas microesferas apresenta provavelmente diferengas relacionadas a base de
ligacdo das moléculas HLA em sua superficie. No SA em cada microesfera ha apenas um
antigeno HLA, podendo haver grande concentracdo de antigenos na superficie da microesfera.
J4 no xmDSA, varias moléculas HLA do doador ligam-se a uma microesfera e a concentracao
depende da eficacia da sua captura.

A alta sensibilidade e especificidade do SA para detectar DSA permite a realizagdo de
uma prova cruzada virtual, comparando a especificidade dos anticorpos do receptor com a
tipagem HLA do doador, embora muitos estudos demonstrarem que a prova cruzada virtual é
limitada para predizer o resultado da prova cruzada, porque o SA ndo é especifico para o doador

(16).
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Neste contexto, observa-se que quando a presenga de DSA é positiva pela metodologia
SA e negativa pelo xmDSA pode-se dizer que os anticorpos do receptor talvez ndo tenham a
mesma especificidade dos antigenos do doador em alta resolug¢dao. Ao contrario disso, quando a
presenca de DSA é negativa pela metodologia SA e positiva pelo xmDSA pode-se dizer que a
especificidade do antigeno do doador pode ndo estar contemplada no painel de microesferas
do SA.

Quando comparados com a prova cruzada por CDC e FCXM, os ensaios pelo Luminex
mostram maior sensibilidade e especificidade na deteccdo de DSA (9). Os resultados do xmDSA
classe Il foram significantes quando comparados com FCXM-B e demonstraram maior
correlacdo com CDC e FCXM do que SA. Isso pode ocorrer devido ao fato de que essas técnicas
usam as moléculas HLA préprias do doador. J& o SA ndo utiliza a prépria molécula do doador,
mas antigenos HLA purificados ligados as microesferas podendo distorcer a conformacdo das
moléculas durante o processo de ligagdo (9).

O xmDSA demonstra vantagens em relacdo as provas cruzadas convencionais (CDC e
FCXM) visto que o lisado pode ser estocado por longo tempo, sendo muito util no
monitoramento pods transplante. Além disso, o xmDSA pode detectar anticorpos contra HLA
raros por ser especifico contra os antigenos do 6rgdo do doador, inclusive que podem n3o estar
incluidos no painel de microesferas do SA (9).

Em conclusdo, esse estudo demonstrou que os ensaios de fase sélida no Luminex tém
alta sensibilidade e especificidade na deteccdo de DSA sendo um fator preditivo para a rejei¢do.
O SA demonstrou maior sensibilidade enquanto o xmDSA é especifico contra a molécula HLA do

doador, permitindo sugerir que os dois métodos possam ser complementares.
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A metodologia Luminex possibilita a quantificagdo dos anticorpos (MFI), permitindo uma
estratificagdo dos pacientes por grupos de risco (sensibilizagao) (3).
Outros estudos sdao necessarios, pois a relevancia clinica dos anticorpos detectados pelo

Luminex ainda ndo esta totalmente esclarecida (9,11).
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Tabela 1. Caracteristicas dos receptores (pré-transplante)

(n=122)

Idade*
Sexo**
Masculino
Feminino
Etnia**
Caucaséide
Outros
Grupo Sanguineo (ABO)**
A
B
AB
0
Diagndstico de IRC **
Causa Indeterminada
Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS)
Rins policisticos
Diabetes mellitus
Glomerulopatias
Nefropatias diversas
Outros®
N° de TransfusGes*
N° de Gestacoes*
Transplantes prévios*
N° incompatibilidades*
A
B
DR
DQ
ABDR
ABDRDQ
Tempo em lista de espera (em meses)***
PRA prévio**
PRA=0
PRA>1

48,39 £11,44

67 (54,9)
55 (45,1)

103 (84,4)
19 (15,5)

61 (50,0)
12 (9,8)
2 (1,6)

47 (38,5)

26 (21,3)
25 (20,5)
21 (17,2)
19 (15,6)
5 (4,1)
4(3,3)
22 (18,0)
2,09 +3,25
1,22 +1,83
0,14+ 0,37

1,28 +0,67
1,19 0,67
0,51 +0,58
0,70 +0,70
2,97+1,14
3,11 +1,11
18 (6-37)

42 (34,4)
80 (65,6)

*média + desvio padrdo; ** n(%);***mediana (percentis 25-75); IRC= Insuficiéncia renal crénica; °=1

sindrome nefrdtica, 5 ndo informadas, 16 outras causas.
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Figura 1. Prevaléncia de anticorpos anti-HLA e DSA no 6° més pds-transplante (Single Antigen)
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Figura 2. Incidéncia de anticorpos anti-HLA e DSA no 6° més pds-transplante (Single Antigen)
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Figura 3. Frequéncia de DSA positivo (Single Antigen)
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Tabela 2. Concordancia entre Single Antigen e xmDSA para deteccdo de DSA

Teste Kappa* p**
Single Antigen xmDSA
n (%) n (%)
DSA Classe | + 17 (13,9) 18 (14,8) 0,66 0,001
DSA Classe Il + 22 (19,6) 18 (14,8) 0,54 0,025

*Pabak=kappa ajustado; **teste qui-quadrado

Tabela 3. Comparagdo da FCXM-T, FCXM-B e CDC-B com Single Antigen e xmDSA

P*
FCXM -T SACI 1,00
XmDSA CI 0,64
FCXM - B SAClI 0,10
XmDSA ClI 0,04
CDC-B SACI 1,00
XmDSA ClI 0,56

*Teste exato de Fisher; FCXM=prova cruzada por citometria de fluxo; CDC=Citotoxicidade
dependente de complemento.



Tabela 4. Andlise das varidveis preditoras da producdo de DSA

Varidveis p*
N° transfusGes prévias 0,003
N° gestagdes prévias 0,020
N° transplantes prévios 0,001
N° incompatibilidades ABDR 0,064
N° incompatibilidades ABDRDQ 0,034

*teste Mann-Whitney
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7 ANEXOS
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ANEXO I- PROTOCOLO DE COLETA DE DADOS

PROJETO: “PESQUISA DE ANTICORPOS ANTI-HLA DOADOR ESPECIFICO EM PACIENTES SUBMETIDOS A TRANSPLANTE

RENAL”

1.Nome: N°: Prontuario:

2.ldade: Data Nascimento: / /

3.Sexo: 4.Raca:

5.TransfusGes pré-tx: Ultima (data): / /

6.GestacGes pré-tx: Ultima (data): / /

7. ABO: Rh:

8.PRA pré-tx: Cl: Cll: MIC-A: Data: / /
8.PRA pés-tx: Cl: Cll: MIC-A: Data: / /
9. TipagemHLA:A , B, Cw__, DR, bDQ_ ,

10.Doenca Renal Priméria:

11. Outras doengas significativas:

12.Data do Transplante: __ / /

13.Doador
()VivoHLA:A__, B,
()CaddverHLA:A__, B, DR__, DQ_ ,
14.Transplante(s) Prévio(s) ( )Sim ( )Nao

15. Protocolo de Imunossupressao Inicial:

DR__, DQ__,  Parentesco:

16. Bidpsia p6s-TX  Data:___/ /  Resultado:

17. DSA: ClI: Cll: Data: / / LISADO N°:
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ANEXO II- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

11 - TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PESQUISA DE ANTICORPOS ANTI-HLA DOADOR ESPECIFICO EM PACIENTES SUBMETIDOS A
TRANSPLANTE RENAL

NOME DO PACIENTE:
N°:
DATA:

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA:

A rejeicdo € uma importante causa de perda de érgdos transplantados.
Muitos estudos mostram que a presenga de anticorpos circulantes especificos
contra o doador esta associada com rejeigdo e perda do enxerto. Isso torna esses
anticorpos um tépico importante para o estudo da imunologia dos transplantes. A
produgéo de anticorpos anti-HLA (pequenas proteinas de defesa produzidas pelo
organismo) pode ocorrer através de transfusbes sanguineas, gestagdes ou

transplantes anteriores.

O objetivo deste estudo é identificar a presenca de anticorpos anti-HLA
circulantes especificos contra o doador no soro de pacientes submetidos a

transplante renal no Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

DE QUE CONSTA A PESQUISA?
A pesquisa consta da coleta de uma amostra de sangue realizado por
pungdo venosa, como um siimples exame de sangue realizado de rotina. As

amostras so levadas para o Laboratdrio de Imunologia no proprio hospital, onde,

aspecificos contra o doador).
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QUAIS SAO AS VANTAGENS EM PARTICIPAR DO ESTUDO?
A participagdo sera muito importante para o conhecimento sobre a rejeicéo
do rim transplantado e para um melhor direcionamento quanto aos tratamentos

instituidos.

QUAIS SAO AS DESVANTAGENS DE PARTICIPAR DO ESTUDO?
Realizar pungdo venosa para coleta de sangue, podendo causar dor

temporaria e hematoma.
DADOS RELATIVOS A PROTEGAO DO PACIENTE

e Os dados coletados neste estudo sdo confidenciais, e ndo serdo
revelados dados que permitam identificar os pacientes em hipdtese

alguma.

» O participante n&o tera custos relativos & sua participacéo no estudo.

i A mdnefe mn mnbidde A gsliintAdia o casin s'"_‘!{‘"f‘i naninnts A H\jr@ nara
k g v By ) JERIEINR, Y gaie Cada tagtans a e D

decidir de n&o participar.

* A decisdo de ndo participar ndo interferird no acompanhamento normal
dos pacientes no Ambulatdrio, na Emergéncia nem na Internagdo do

Hospital de Clinicas.

» O paciente é livre para desistir em qualquer momento do estudo, sem

necessidade de fornecer justificativa.

= O presente termo ¢é elaborado em duas vias ficando uma via com o

pesquisador responsave! e outra via com o participante.

Comité de Etica em Pesquisa
GPPGHCPA
VERSAD APROVADA
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COMPREENSAO E AUTORIZAGAO

Eu, , compreendi as

informagBes do presente termo de consentimento e concordado com elas. O termo
que li, esclarece os riscos e beneficios da pesquisa. Eu entendi que sou livre para
interromper minha participagdo a qualquer momento, sem justificar minha decisao
e que isso ndo afetard meu atendimento e tratamento. Sei que meu nome nao
sera divulgado, que ndo terei despesas e n3o receberei dinheiro por participar do

estudo.

Eu CONCORDO em fazer parte do estudo voluntariamente.

Nome legivel:

Assinatura:

Assinatura do pesquisador:

Porto Alegre, de de

Pesquisadores responsaveis:

Dr. Luiz Femando Jobim

Beatriz Chamun Gil

Servigo de Imunologia - Telefone / FAX: (51) 3350-8020 ou (51) 9147-9554

Comisséo de Etica em Pesquisa

HCPA — sala 2227 (2° andar) Comité de Etica em Pesquisa
' : GPPGIHCPA
) o . v A bA
Telefone/FAX: (51) 3359-7640 ERSAQ APROVADA

J,/§
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ANEXO IlI- CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

COMISSAO CIENTIFICA E COMITE DE ETICA EM PESQUISA

A Comissgdo Cientifica e o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(CEP/HCPA), que ¢ reconhecido pela Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS e pelo Office
For Human Research Protections (OHRP)USDHHS, como Institutional Review Board (IRBO0000921)
analisaram o projeto:

Projetc: 110026 Versdo do Projeto: 25/02/2011 Versdo do TCLE: 25/03/2011

Pesquisadores: f
LUIZ FERNANDO JOB JOBIM :
ROBERTO CERATTI MANFRO

BEATRIZ CHAMUN GIL

Titulo: PESQUISA DE ANTICORPOS ANTI-HLA DOADOR ESPECIFICO EM PACIENTES
SUBMETIDOS A TRANSPLANTE RENAL

Este projeio foi APROVADO em seus aspectos éticos e metodolégicos, bem como o respectivo Termo de
Consentimento Livie e Esclarecido, de acordo com as diretrizes e normas nacionais e internacionais de
pesquisa clinica, especialmente as Resolucdes 196/96 e complementares do Conselho Nacional de Saude.

- Os membros da Comissgo Cientifica e do Comité de Etica em Pesquisa n&o participaram do processo de
avaliacéo dos projetos nos quais constam como pesquisadores.

- Toda e qualquer aiterag@o do projeto, assim como os eventos adversos graves, deversio ser comunicados
imediatamente ao CEP/HCPA.

-0 pesquisador devers apresentar reiatérios semestrais de acompanhamentc e relatério final ao CEP/HCPA.
- Somente podera ser utilizado o Terme de Consentimento Livre e Esclarecido no qual conste o carimbo de
aprovacdo do CEP/MHCPA. .

Porto Alegre, 14 de abril de 2011.

Prof Nadin® Clatisell’
CoordgraderarGPPG e CEPMHCPA

Iy
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