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INTRODUCAO

Nas ultimas décadas a sobrevida do enxerto renal melhorou
significativamente. Estima-se que a sobrevida de enxertos, no primeiro ano apds o
transplante, aumentou de 88,8% para 93.9% com rins de doadores vivos e de
75,7% para 87,7% com rins cadavéricos'. Além disso, relatos recentes projetam
um incremento significativo na meia vida dos enxertos'. Apesar desta importante
melhora em longo prazo, a maior causa de perda de enxertos continua sendo a
nefropatia croénica terminal que ocorre a uma taxa de 2-4% ao ano apos o primeiro
ano do transplante’. Portanto, a sobrevida renal em longo prazo estd na
dependéncia direta do desenvolvimento da nefropatia cronica do enxerto (NCE)?>.

A NCE ¢é definida pelo declinio lento e progressivo na taxa de filtracao
glomerular apdés 3-6 meses do transplante, geralmente acompanhada de
proteinuria e hipertensao arterial®. Histopatologicamente, alteracdes cronicas sdo
vistas nos glomérulos, intersticio, tubulos e vasos, ndo necessariamente no
mesmo grau, tdo pouco simultaneamente®. A classificacdo de Banff categoriza a
nefropatia cronica em graus I(leve), ll(moderada) e lll(severa), na dependéncia de
fibrose intersticial e atrofia tubular®. A presenca de duplo contorno nas alcas
capilares glomerulares secundario a interposicdo de matriz extracelular é a
alteragdo mais especifica da glomerulopatia cronica do transplante®. Segundo a

classificacao de Banff, os achados mais caracteristicos de rejeigdo cronica seriam
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a presenga do duplo contorno em algas capilares glomerulares e alteragdes
vasculares cronicas associadas a ruptura da camada elastica e infiltrado
inflamatério na camada intima fibrética. Se presentes, sdo classificados como
NCE - b. Caso n&o sejam evidentes, classifica-se como NCE — a°.

O mecanismo fisiopatogénico € complexo e incerto. Postula-se que fatores
imunoldgicos e ndo imunoldgicos desempenham papel importante neste processo.
Dentre os fatores ndo imunoldgicos, sabe-se que aspectos relacionados com o
doador, tais como, causa mortis, idade, peso sdo responsaveis por,
aproximadamente, 30% da variabilidade na evolugao do enxerto apds o primeiro
ano °. Rins de doadores jovens apresentam sobrevida em 5 anos 25% maior que
a de rins de doadores com mais de 60 anos. Da mesma forma a hipertenséo
arterial associa-se claramente com NCE, sem embora ter uma relagdo causa-

efeito bem definida”®®.

Sabe-se que hipertensdo arterial induz a alteragbes
inflamatérias no parénquima renal associadas a expressdo de moléculas de
adesao intercelular-1 (ICAM-1) e infiltragdo de leucécitos no intersticio '°. Ralf e
colaboradores demonstraram experimentalmente que em modelos de injuria renal
aloindependentes, associados a hipertensdo arterial, ocorre aumento na
expressao de fatores de crescimento, tais como Fator de crescimento derivado de
plaguetas (PDGF) e Fator de crescimento tumoral beta (TGF-), bem como
aumento na expressdao de antigenos do Complexo de Histocompatibilidade
Principal classe-ll (MHC-II)". Varios outros fatores ndo imunolégicos também

colaboram na génese da NCE, tais como a presenga de dislipidemias,

hiperfiltragdo glomerular (despropor¢ao entre as demandas do receptor e a massa
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de néfrons), infecgbes (CMV, BK, etc), nefrotoxicidade por drogas, lesdo de
isquemia/reperfus&o e receptores da raca negra'".

A baixa compatibilidade nos antigenos do sistema HLA, sensibilizagbes
prévias do receptor, ma aderéncia e/ou imunossupressao insuficiente, disfungao
inicial do enxerto’ e rejeicdo subclinica/aguda’®'®, sdo citados como
determinantes imunoldgicos importantes para o desenvolvimento de NCE.

A disfuncdo inicial do enxerto € um importante fator progndstico para
sobrevida do transplante renal™. O diagndstico diferencial e das condicdes
associadas é fundamental neste contexto, porém, muitas vezes dificil. Necrose
tubular aguda, rejeicdo aguda, nefrotoxicidade por inibidores da calcineurina,
complicagdes uroldgicas e vasculares devem sempre ser consideradas'®.

Na literatura norte-americana e européia a frequéncia de disfungéo inicial
do enxerto entre transplantes renais cadavéricos varia significativamente, de 2% a

50%, dependendo do relato'®?'

. Dados nacionais sdo ainda mais preocupantes,
em recente estudo multicéntrico brasileiro a incidéncia relatada foi de 55,6%%.
Esta grande variabilidade resulta ndo apenas das diferengas entre os sistemas de
registros nacionais e internacionais ou pelas caracteristicas do doador e receptor,
mas também pela ambiguidade da prépria definicdo deste evento. A funcgéo renal
inicial apos o transplante pode variar de total anuria, necrose tubular aguda n&o
oligurica, fungao renal retardada do enxerto a rapida e imediata fungdo. Neste
contexto, disfungdo inicial do enxerto e necrose tubular aguda sao utilizadas,
muitas vezes, para definir a mesma desordem. Porém, a primeira € uma condi¢cao

clinica e a segunda uma situacado histopatoldégica. A maioria dos estudos

multicéntricos define disfuncéo inicial do enxerto como a necessidade de dialise
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durante a primeira semana apds o transplante renal®’. Neste contexto, condicdes
de necrose tubular aguda n&o oligurica nas quais ndo houve necessidade de
didlise na primeira semana apds o transplante seriam excluidas, bem como,
pacientes com recuperacao lenta da funcdo do enxerto, sem necrose tubular
aguda, mas que apresentam indicacdo de didlise na primeira semana seriam
falsamente incluidos. Existem, portanto, diferentes critérios para a condi¢cao de
disfuncdo inicial do enxerto renal, tais como débito urinario menor do que
1200ml/24h, reducdo da creatinina <10% dentro de 48h, o valor da creatinina
sérica no 10° dia de pds-operatorio, o tempo necessario para o enxerto adquirir
uma DCE > 10ml/min, entre outros®>?*. Porém, evidéncia clara de vantagem entre
algum destes critérios ainda esta por ser demonstrado na literatura.

Dados norte-americanos evidenciam que 50% dos pacientes com disfungao
inicial do enxerto renal iniciam a recuperacédo da fungcdo em torno do 10° dia de
pds operatorio, 33% entre o 10° e 20° dia e 10-15% apos a terceira semana'’. A
taxa de orgdo primariamente nao funcionante varia de 2-15%"". Em curto prazo, a
presenca de disfuncao inicial do enxerto associa-se a um aumento na frequéncia
de episédios de rejeicdo aguda, bem como de enxerto primariamente nao
funcionante®®?’. Além disso, em longo prazo, relata-se significativa reducdo da
sobrevida, podendo ser de até 20% em 5 anos, quando comparada com enxertos
sem disfuncao inicial®®.

Dentre os principais fatores de risco para o desenvolvimento de disfuncéo
inicial do enxerto renal, os aspectos relacionados ao doador sao relevantes. Sabe-
se que rins de doadores sem batimento cardiaco tém o dobro de chance de

desenvolver disfungao inicial quando comparados com rins de doadores com
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batimento cardiaco®®. Enxertos de doadores hemodinamicamente estaveis, isto &,
sem necessidade de suporte com drogas vasopressoras, tiveram taxas
substancialmente maiores de func¢ao precoce (83%) e sobrevida em 1 ano (91%)
em relagdo a rins de doadores instaveis hemodinamicamente (58% e 73%
respectivamente)®®. O tempo de isquemia fria prolongado é um fator de risco
independente para disfuncdo inicial do enxerto®'. Relatos recentes mostram um
aumento em 23% no risco para cada 6 horas de isquemia fria'®. A idade do doador
€ outro fator de risco importante e independente para o desenvolvimento de
disfuncao inicial do enxerto, podendo dobrar em receptores de rins provenientes
de doadores com mais de 55 anos®. Além disso, a utilizacdo de 6rgdos de
doadores com diabetes e/ou hipertensdo arterial sistémica, condigdo aceitavel
desde que precedida de puncido bidpsia deste o6rgédo, tem sido associada
significativamente com disfuncao inicial do enxerto renal®.

Determinantes relacionados ao receptor também influenciam a freqiéncia
de disfuncgao inicial do enxerto, tais como o numero de transplantes prévios, pobre
qualidade de reperfusao, instabilidade hemodinamica no transoperatorio, trombose
vascular, a qual pode estar relacionada a trombofilias préprias do receptor®*“°.
Além disso, a magnitude da alossensibilizacdo prévia do receptor é um fator de
risco independente que afeta a fungdo precoce do enxerto*’. Um estudo recente
demonstrou que até 90% dos pacientes com reatividade contra painel maior que
50% pré-transplante, necessitam dialise na primeira semana apos o transplante,
comparado com 45% dos pacientes com painel entre 10-50% e 27% com menos

de 10% de reatividade*'.
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Do ponto de vista fisiopatogénico, a injuria isquémica representa papel
chave no desenvolvimento de disfungao inicial do enxerto*’. Sabe-se, através de
trabalhos experimentais a nivel celular, que as principais alteragcdes bioquimicas
relacionadas a privagdo de oxigénio sdo a inibicdo do metabolismo oxidativo,
deplecdo de trifosfato de adenosina (ATP), aumento da glicélise anaerdbia e
inibicdo da bomba de sodio-potassio ATPase. O ATP é rapidamente degradado
em hipoxantina, a qual, na falta de oxigénio, ndo pode ser metabolizada, pois este
processo necessita condigdes aerdbicas*’. Glicdlise anaerdbia rapida leva a
acumulacao de acido latico, reduzindo o pH intracelular, o que gera instabilidade
lisossomal e, consequentemente, ativagdo de enzimas liticas. A ligacdo dos
metais de transicdo, tais como ferro, a suas proteinas carreadoras (transferrina e
ferritina) esta inibida neste processo, aumentando a concentragao intracelular de
ferro livre. Este processo favorece grande geracao de radicais de oxigénio, que,
por sua vez, induz a producido de outros radicais, tais como 6xido nitrico, o qual
reage com radicais superoxido para produzir peroxinitrito, um potente oxidante que
modifica proteinas*?*3. A atividade da dxido nitrico sintetase esta aumentada pela
hipoxia, o que favorece as lesdes das células tubulares. O 6xido nitrico tem o
potencial de romper o citoesqueleto, levando a um destacamento das células
tubulares proximais e obstruggo tubular**’.

Por outro lado, em resposta a isquemia renal, mecanismos citoprotetores
sao também ativados, incluindo a rapida diminuicdo da atividade celular
metabdlica, transcricdo de genes relacionados a regeneragao celular, expressao
de fator de crescimento endotelial vascular, Bcl2, heme oxigenase 1, entre

outros*®%,
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O restabelecimento do fluxo sanguineo em rins isquemicamente lesados
apo6s preservagao hipotérmica, ativa uma sequéncia de eventos que mantém a
injuria renal e representam parte fundamental para o desenvolvimento da
disfuncdo inicial do enxerto®. A reperfusdo produz reoxigenagao, levando ao
retorno do metabolismo aerdbico e produgdo de ATP. Entretanto, espécies
reativas de oxigénio sdo geradas em elevadas concentragdes no tecido isquémico
apos a reperfusdo*®. O anion superoxido e o perdxido de hidrogénio reagem para
formar radicais altamente reativos e citotdxicos, levando a chamada peroxidagao
lipidica da membrana celular e posterior morte celular por apoptose*®. A resposta
do hospedeiro a reperfusao pode potencializar este processo patogénico através
da liberagdo de radicais livres de oxigénio, citocinas inflamatérias e quimiocinas
durante a geracdo dos radicais de oxigénio e peroxidagao lipidica®®. Além disso,
aumento da expressdo de moléculas de adesdo na superficie celular atrai
neutréfilos e mondcitos, que, por sua vez, liberam espécies reativas de oxigénio

adicionais, potencializando a lesdo renal®

. Um segundo estagio da expresséao de
quimiocinas, o qual envolve a proteina indutora de interferon gama e a proteina
atratora de mondcitos, serve para maior infiltracdo de neutréfilos e iniciam o
recrutamento de mondcitos, células “natural killer” e linfocitosT®'. A cascata do
complemento, em especial a fragdo Cb5a, também contribui para infiltragdo
neutrofilica na injuria tecidual de isquemia e reperfusdo®°®. A localizacdo de
leucécitos nos sitios de injuria celular € mediada por moléculas de adeséao
intercelular (ICAM1) e moléculas vasculares de adesdo (VCAM1), bem como seus

ligantes beta integrinas 1 e 2°*. Estudos experimentais em tecidos hepatico,

cerebral, miocardico e renal evidenciam aumento da expressao de ICAM1 durante
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injuria de isquemia e reperfusdo®. Além disso, anticorpos anti-ICAM1 foram
capazes de prevenir a lesdo tecidual e preservar fungdo organica®°. Durante a
fase de reperfuséo, no rim, os leucécitos aderentes se ligam a capilares, geram
enzimas proteoliticas e liberam citocinas adicionais. Os vasa reta se tornam
congestos, a perfusao dos capilares peritubulares é significativamente reduzida e
a permeabilidade endotelial aumentada®’. O processo de adesdo também leva a
geracdo de radicais livres de oxigénio e infiltragdo tecidual por leucdcitos
ativados®’.

O resultado final da inter-relacdo entre os diversos mecanismos
fisiopatogénicos: radicais livres de oxigénio, quimiocinas, citocinas, fatores do
complemento, receptores de adeséao e leucécitos € um processo inflamatério que
lesa as células epiteliais renais, em especial as células tubulares proximais?.

Apés a reperfusao, o rim isquémico mostra diferentes graus de les&o celular
e disfuncdo, o que contribui para a resisténcia renovascular aumentada,
caracteristica deste contexto. A resisténcia arteriolar aferente estad elevada,
ocorrendo profunda redugdo da taxa de filtragcdo glomerular, atribuida
predominantemente ao reduzido gradiente de pressao hidraulica transcapilar
glomerular®®. Além disso, o endotélio vascular lesado rompe o balanco do
metabolismo eicosanoide, causando vasoconstricdo secundaria a reducado das
prostaciclinas e excesso de tromboxane®®. Sabe-se que a endotelina media injuria
vasomotora por vasoconstricdo durante a lesdo de isquemia e reperfusao.
Evidencia-se aumento da expressdo da endotelina nos capilares peritubulares de
rins expostos & isquemia®. Trabalhos experimentais em ratos, com isquemia renal

durante 45 minutos, mostram que a endotelina permanece como um eficiente
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vasoconstritor renal, enquanto que a angiotensina-ll e a noradrenalina perdem

|61

este efeito na circulagdo renal®’. Pacientes transplantados renais com disfungao

inicial do enxerto apresentam elevadas concentracdes séricas de endotelina-1°2.

As bases moleculares dos mecanismos de lesdo de isquemia e reperfusao
sao um aspecto importante e que ainda estdo por serem definidos. Especula-se
que determinantes génicos podem estar ligados a um risco aumentado para injuria
de isquemia e reperfusao e consequente disfungao inicial do enxerto. Além disso,
a possibilidade de identificagdo de alelos génicos com potencial de proteger contra
este tipo de lesdo, oferece a oportunidade para adequada definicdo de
polimorfismos, no momento da tipagem tecidual, que oferecem maior ou menor
risco bioldgico para disfuncao inicial do enxerto®*%°.

A injuria renal isquémica pode aumentar o risco para rejeicado aguda e,
consequentemente, nefropatia crénica do enxerto. Neste contexto sao
determinantes os efeitos da imunidade inata em resposta a injuria no
desenvolvimento e progressdo da imunidade adaptativa ao enxerto®. Apds a
injuria isquémica ocorre um aumento na expressao de moléculas do Complexo de
Histocompatibilidade Principal (MHC) de classe | e Il e de moléculas de adeséao
(ICAM-1) no enxerto renal, especialmente nas células tubulares para classe | e

nas células intersticiais para classe 11%

. Os antigenos do MHC podem originar uma
resposta imune via aloreconhecimento direto (antigenos do MHC nas células do
enxerto) ou indireto (peptideos processados apresentados por células

apresentadoras de antigenos do sistema imune do receptor)®. Além disso, sabe-

se que a injuria isquémica aumenta a expressao, no enxerto, de moléculas co-
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estimulatorias, elevando a imunogenicidade do o6rgao e, portanto, o risco de
rejeicdo aguda e a decorrente nefropatia cronica '°.

Na rejeicao hiperaguda, que ocorre nas primeiras horas de pos-transplante,
predomina a injuria mediada por anticorpos, caracterizando o mecanismo humoral
que histopatologicamente associa-se a trombose capilar ou arterial, necrose e
exudato neutrofilico®. Porém, este evento grave e com elevado risco de perda do
enxerto €, geralmente, prevenido através de adequada realizagcdo da prova
cruzada. Ainda nos primeiros dias ap6s a cirurgia, pode ocorrer rejeicao
acelerada, geralmente com associagdo de mecanismos humorais e celulares.

As rejeicbes mais freqlentes sao as agudas, que ocorrem especialmente
apés a primeira semana do transplante, através, fundamentalmente, de
mecanismos celulares de injuria, que caracterizam-se por infiltrados celulares
intersticiais focais ou difusos, em tubulos e vasos®. Classicamente os episddios de
rejeicdo aguda eram diagnosticados com base no quadro clinico de febre,
endurecimento e dor no enxerto, diminuicdo do volume urinario e elevacdo da
creatinina sérica. Entretanto, freqlentemente, com a imunossupressdo mais
potente, os sinais clinicos ndo estdo evidentes, especialmente no contexto da
disfuncao inicial do enxerto’".

Muitos estudos relatam maior frequéncia de rejeicdo aguda em pacientes
com disfuncao inicial do enxerto renal ?®*’. Um estudo recente evidenciou 50% de
rejeicdo aguda para pacientes com disfungao inicial do enxerto " enquanto que
outro relato, utilizando bidpsias protocolares mostrou 4% de rejeicao subclinica
para transplantes com funcdo imediata quando comparado com 18% para

enxertos com disfungao inicial 2.
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A interacéo inicial do 6rgéo transplantado com o sistema imune do receptor
tem critica importancia para a evolugéo, especialmente no contexto da disfungéo
inicial do enxerto. Como o risco de rejeicdo aguda € mais elevado durante as
primeiras semanas, justifica-se um maior nivel de imunossupressdo neste
periodo”>"*. Portanto, o esquema inicial de imunossupress&o deve levar em conta
estes aspectos e ser individualizado. Relatos recentes mostram que os inibidores
da calcineurina (ciclosporina e tacrolimus) permanecem como 0s principais
imunossupressores em transplantes renais "°. Em 2004, 93% dos pacientes
transplantados nos Estados Unidos receberam esquema imunossupressor com a
presencga de ciclosporina ou tacrolimus’®. O uso de antiproliferativos como terapia
imunossupressora adjuvante permanece pratica frequente, sendo que naquele
mesmo ano, 81% dos transplantados renais receberam micofenolato mofetil como
parte do esquema imunossupressor profilatico’>. Na Gltima década, o uso de
terapia de indugdo com anticorpos antilinfocitarios (timoglobulina, OKT3, alL-2R)
vem aumentando significativamente. Em 1995, 46% dos transplantes renais foram
realizados com terapia de inducédo nos EUA. Mais recentemente, tem sido relatado
o uso de antilinfocitarios em até 72% dos casos’>.

Estudos randomizados com protocolo de imunossupressdao a base de
ciclosporina e corticosterdide, comparando o uso de terapia de inducéo utilizando-
se anticorpos anti-receptor da interleucina 2 (alL-2R) com placebo, evidenciaram
uma reducao de 32% para 28% nos episodios de rejeicdo aguda apos transplante

|76,77

rena Porém, quando acrescida terapia adjuvante com antiproliferativos

utilizando-se Azatioprina obteve-se taxa de rejeicdo de 20,8% e, micofenolato
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mofetil, 15,3%'%"°. Recentemente, um trabalho multicéntrico, randomizado,
prospectivo, com 168 transplantes renais com semelhante risco imunoldgico,
utilizando ciclosporina e corticosteroide, divididos para azatioprina ou micofenolato
mofetil, evidenciou taxas semelhantes de rejeicdo aguda entre os grupos®®. Um
estudo tricontinental, prospectivo, duplo cego, com 503 transplantes renais
cadavéricos randomizados para azatioprina ou micofenolato mofetil, ndo mostrou
diferenga na sobrevida dos enxertos em longo prazo®’.

Terapia de indugé&o imunossupressora com anticorpos tem sido sugerida e
utilizada para a prevengao dos episodios de rejeicdo aguda em pacientes com
disfuncéo inicial do enxerto®®°. No entanto, face a poténcia dos atuais regimes
imunossupressores, a pertinéncia desta estratégia deve ser reavaliada. Uma
comparacédo de terapia de indugao utilizando-se timoglobulina ou alL-2R em
pacientes que receberam regime triplo (ciclosporina, corticosterdide e micofenolato
mofetil) mostrou taxas comparaveis de rejeicdo aguda®’. Relatos recentes com
protocolos de imunossupressao potentes, utilizando-se esquema quadruplo
sequencial com terapia de indugdo com timoglobulina ou alL-2R, seguido de
corticosteroides, micofenolato mofetil e ciclosporina ou tacrolimus, reportam taxas
de rejeicdo aguda inferiores & 15% 5%

Por outro lado, sabe-se que o risco imunolégico de cada receptor ndo pode
ser generalizado e esta na dependéncia de outros fatores, tais como transplantes
prévios, sensibilizacdo prévia, etnia, sexo, idade, bem como o grau de
compatibilidade HLA com o 6rgdo®. Um estudo recente reforca que maior

incompatibilidade HLA, doador cadavérico, imunossupressao inadequada,
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presenga de necrose tubular aguda e/ou disfuncao inicial do enxerto, séo fatores
de risco para o desenvolvimento de rejeicdo aguda®®. Entretanto, a deteccdo de
episodios de rejeicdo no contexto da disfuncéao inicial de enxerto € dificil, uma vez
que os critérios clinicos como diminuicdo do volume de diurese e elevacao da
creatinina nao podem ser utilizados. As bidpsias de vigilancia, realizadas a cada 7
a 10 dias, sdo atualmente a unica ferramenta confiavel para monitoragdo das
disfungdes iniciais apds o transplante renal e adequado diagnéstico e seguimento
da rejeicdo aguda do enxerto neste contexto® .

O presente estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar a influéncia do
uso de terapia de indugcdo imunossupressora com anticorpos na reducdo da
incidéncia de rejeicdo aguda em pacientes com o6rgaos em disfungao inicial apos o

transplante renal.
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OBJETIVOS
a) — Primério:
Avaliar a influéncia dos diferentes protocolos de imunossupressdo na

ocorréncia de episodios de rejeicdo aguda em pacientes transplantados com

disfuncéo inicial do enxerto renal.

b) — Secundarios:

Determinar a incidéncia de rejeicdo aguda diagnostica por pungéo
bidpsia renal de vigilancia em pacientes transplantados renais com disfungéo
inicial do enxerto.

Analisar a influéncia de diferentes protocolos de imunossupresséo ( sem
terapia de inducdo, inducdo com anticorpos anti-receptor da interleucina 2 e
indugdo com anticorpos antilinfocitarios ou antitimécitos) no tempo para
diagnostico e na incidéncia de rejeicdo aguda em pacientes com disfungao inicial
do enxerto renal.

Analisar a influéncia de fatores de risco (sexo, idade, raca e reatividade
contra painel do receptor, transplantes renais prévios, tipo de doador e numero de
incompatibilidades HLA) para a ocorréncia de episdédios de rejeicdo aguda para

pacientes transplantados renais em disfungéao inicial do enxerto.
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Abreviaturas

anti-IL2R ab = anticorpo anti-receptor da interleucina 2
NCE = Nefropatia Crénica do Enxerto

DIE = Disfuncéo Inicial do Enxerto

TFG = Taxa de Filtracdo Glomerular

HLA = Antigenos Leucocitarios Humanos

MHC = Complexo de Histocompatibilidade Principal

PRA = Reatividade contra Painel
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Resumo

Introducdo: A disfungao inicial do enxerto (DIE) € uma condi¢ao freqliente em
receptores de rim de cadaver, associa-se a um elevado risco de rejeicdo aguda,
complicagao importante durante o periodo pds-transplante, sendo um significativo
fator de risco para nefropatia crénica do enxerto (NCE). A NCE apresenta fatores
imunolégicos e nao imunolégicos como causas importantes do seu
desenvolvimento e permanece a principal causa de perda renal. O objetivo do
presente estudo foi analisar a influéncia da terapia de indugdo com anticorpos na
incidéncia de rejeicdo aguda em pacientes com disfungdo inicial de enxerto.
Material e Métodos: Analise retrospectiva de 218 pacientes transplantados renais
com DIE incluidos no protocolo de bidpsias renais de vigilancia. Os pacientes
foram divididos em trés grupos de acordo com o regime imunossupressor inicial:
Grupo 1 (inibidor da calcineurina + antiproliferativo + corticosteréide); Grupo 2
(terapia de indugcdo com anticorpo anti-receptor da interleucina 2 + inibidor da
calcineurina + antiproliferativo + corticosteroide); Grupo 3 (terapia de indugdo com
anticorpos antilinfécitos T + inibidor da calcineurina + antiproliferativo +
corticosteroide).

Resultados: Oitenta e oito pacientes (40,4%) apresentaram episodios de rejeicéo
aguda. As porcentagens de rejeicdo aguda nos grupos foram: 39,2%, 39,4% e
50,0% para os grupos 1, 2 e 3 respectivamente (p=0,62). O tempo para o
diagnéstico do primeiro episédio de rejeicdo aguda em cada grupo nao diferiu
significativamente, sendo: 20,9+21; 23,8+28; 26,7+21 dias respectivamente
(p=0,72). O risco relativo para rejeicdo aguda aumentou significativamente com o
aumento no numero de incompatibilidades HLA. Comparado com pacientes com
duas incompatibilidades HLA (risco relativo = 1), o risco relativo para rejeigao
aguda foi 6,88 (95%CI: 2,20-21,51) para pacientes com 3 incompatibilidades;
15,82 (95%CI: 5,18-48,29) para pacientes com 4 incompatibilidades e 18,78
(95%CI: 6,19-56,95) para aqueles com 5 incompatibilidades.

Concluséo: Evidenciou-se incidéncias elevadas de rejeicdo aguda em pacientes

transplantados renais com disfuncéo inicial do enxerto, independente do regime de
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imunossupressao, verificou-se também que a incompatibilidade HLA exerce um
significativo papel na incidéncia de rejei¢do aguda durante a disfungao inicial do

enxerto renal.
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Introducéao

Os avancos da terapia imunossupressora nos ultimos anos levaram a uma
maior sobrevida a curto e longo prazo apos o transplante renal 2 Para enxertos
de doadores cadaveres a sobrevida média em um ano, atualmente, estad acima de
90% **°. Apds o primeiro ano do transplante, as principais causas de perda do
enxerto sdo morte com rim funcionante, geralmente secundaria a eventos
cardiovasculares ou infecciosos e nefropatia cronica do enxerto (NCE). A NCE é
caracterizada por um declinio progressivo na taxa de filtracdo glomerular (TFG),
podendo iniciar trés a seis meses apds o transplante renal e, frequentemente,
sendo acompanhada por proteindria e hipertensdo®. Apos o primeiro ano do
transplante, a NCE ocorre a uma taxa de 2-4% por ano’. Patologicamente a
nefropatia do transplante apresenta fibrose intersticial, atrofia tubular e arteriopatia
caracteristica. E classificada de acordo com os critérios de Banff em tipos | (leve),
Il (moderada) e Il (severa)®. A fisiopatologia da NCE é complexa, multifatorial a
nao completamente entendida. Fatores imunoldgicos e ndo imunoldgicos exercem
importante papel no desenvolvimento da NCE®’. Um forte preditor para o
surgimento da NCE é a ocorréncia de episédios de rejeicdo aguda, relatados
atualmente a uma taxa de 10 a 20% dos enxertos renais durante o primeiro ano do

transplante e com efeitos deletérios na sobrevida renal 219,

A nefropatia
associada aos inibidores da calcineurina é também uma situagao importante neste
contexto, com relacdo direta no desenvolvimento da NCE®. Por outro lado, a
disfuncdo inicial do enxerto (DIE) € uma condicdo especialmente relevante no
periodo precoce apos o transplante. Definida, geralmente, como a necessidade de
didlise durante a primeira semana do transplante, sendo relatada a uma
freqiéncia variavel de 2% a 50%'>'. A ocorréncia de DIE esta relacionada a
muitos fatores, entretanto as injurias de isquemia e reperfusdo parecem ser
dominantes. A isquemia leva a um elevado risco de rejeicdo aguda e NCE através
de um aumento na expressao das moléculas do complexo de histocompatibilidade
principal (MHC) no enxerto, originando uma forte resposta imune associada as

vias direta e indireta de reconhecimento aloantigénico relacionado a moléculas do
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MHC na superficie das células renais'. Além disso, durante a reperfusdo do
tecido isquémico, ocorre rapida geracdo de espécies reativas de oxigénio, as
quais dao origem a peroxidagdo das membranas celulares e posteriormente
apoptose'®. Estudos prévios relatam aumento da incidéncia de rejeicdo aguda em
pacientes com DIE, com impacto fortemente negativo para a sobrevida do
enxerto'®'”. Para pacientes transplantados com DIE, terapia de indugdo com
anticorpos tem sido sugerida e usada com dois objetivos, prevengao de rejeigao
aguda e protegdo de toxicidade associada aos inibidores da calcineurina,
permitindo doses reduzidas de ciclosporina ou tacrolimus no periodo precoce apés
o transplante 718192021 "9 opjetivo do presente estudo foi analisar a influéncia da
terapia de indugdo com anticorpos na taxa de rejeicdo aguda em pacientes com

disfuncao inicial do enxerto.

Pacientes e Métodos

O registro de transplantes renais da Unidade de Transplante Renal do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre foi utilizado para uma analise retrospectiva.
Foram incluidos 218 pacientes que realizaram transplante renal de 1997 a 2005 e
apresentaram disfuncéo inicial do enxerto (DIE), definida pela necessidade de
dialise na primeira semana apos o transplante renal, tendo sido submetidos a pelo
menos uma puncao bidpsia renal durante o periodo da DIE. Por protocolo, todos
os pacientes com DIE realizam pungao biopsia renal a cada 7-10 dias até o
enxerto recuperar fungao, salvo contra-indicado. Os dados coletados foram idade,
sexo e etnia do receptor, transplante renal prévio (sim ou ndo), tipo de doador
(cadaver ou vivo), tempo da cirurgia até a biépsia, ultima reatividade contra painel
(PRA) e numero de incompatibilidades HLA (A+B+DR). A coorte foi dividida em
trés grupos de acordo com o regime imunossupressor inicial: Grupo 1 (inibidor da
calcineurina + antiproliferativo + corticosteroide); Grupo 2 (terapia de indugdo com
anticorpo anti-receptor da interleucina 2 + inibidor da calcineurina +
antiproliferativo + corticosteroide); Grupo 3 (terapia de indugao com anticorpos anti

linfécitos T + inibidor da calcineurina + antiproliferativo + corticosteroide).
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Os resultados anatomo-patolégicos foram revisados por um patologista

renal treinado, utilizando os critérios de Banff 1997 8

Anédlises Estatisticas

As comparagbes foram feitas utilizando-se analise de varidancia (ANOVA)
unidirecional para variaveis continuas e teste de Chi-Quadrado para variaveis
categoéricas. O impacto da idade, sexo e raga do receptor, transplante renal prévio,
tipo de doador, ultima reatividade contra painel, numero de incompatibilidades
HLA (A+B+DR) e tipo de imunossupressdo na ocorréncia de rejeicado aguda foi
analisado por regressao logistica, determinando-se o risco relativo para cada
variavel. Um nivel de P menor que 0,05 foi requerido para significancia estatistica.
O risco relativo de rejeicao aguda de acordo com o numero de incompatibilidades

HLA foi também calculado.

Resultados

As caracteristicas demograficas sdo mostradas na tabela 1. Os grupos
tiveram distribuicbes similares de sexo e etnia e maior numero de enxertos de
doadores falecidos (p=0,001). Os pacientes do grupo 1 (n=130) eram mais jovens
(p=0,002). O grupo 2 (n=66) teve numero significativamente menor de
incompatibilidades HLA em relagdo aos demais grupos (p=0,028) e a proporgéo
de re-transplantes foi significativamente maior no grupo 3 (n=22) (p<0,0001). A
reatividade contra painel no grupo 3 foi significativamente maior que nos grupos 1
e 2 (p<0,0001). Oitenta e oito receptores tiveram diagndstico patologico de
rejeicao aguda (40,4%). As taxas de rejeigado aguda foram 39,2%, 39,4% e 50,0%
(p=0,62) e o tempo para o diagnostico do primeiro episédio de rejeicdo foi
20,9+21; 23,8128 e 26,7t21 dias, respectivamente para os grupos 1, 2 e 3
(p=0,72). (Tabela 2).

Os pacientes do grupo 1 foram divididos em 2 subgrupos de acordo com o
regime inicial de imunossupressao: ciclosporina + azatioprina + corticosteroide
(n=88) versos ciclosporina ou tacrolimus + acido micofendlico + corticosteroide

(n=42). As taxas de rejeicdo aguda para os subgrupos foram 40,9% (n=36) e
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35,7% (n=15) respectivamente (p=0,7). Analise similar foi realizada para o grupo
2: anticorpo anti-receptor da interleucina 2 + ciclosporina + azatioprina +
corticosteroide (n=14) versos anticorpo anti-receptor da interleucina 2 +
ciclosporina ou tacrolimus + acido micofendlico + corticosteroide (n=52). As taxas
de rejeicdo aguda foram 35,7% (n=5) e 40,4% (n=21) para cada grupo
respectivamente (p=0,5). Através de comparagdo por analise univariada dos
pacientes com (n=88) e sem (n=130) rejeicdo aguda, evidenciou-se que 0 grupo
de pacientes com rejeicdo era mais jovem (39,3+12,6 vs. 43,6+£11,3 anos de vida;
p=0,01) e tiveram significativamente mais incompatibilidades HLA (3,84+0,86 vs.
2,65+0,68 incompatibilidades; p<0,0001). (Tabela 3). Utilizando-se um modelo de
regressao logistica que incluiu idade, sexo e raga do receptor, transplante renal
prévio, tipo de doador, incompatibilidades HLA, PRA e uso de terapia de inducéo,
as duas variaveis que emergiram como tendo um impacto estatisticamente
significativo na ocorréncia de rejeicdo aguda foram transplante renal prévio
(OR=5,08; 95%CI: 1,26-20,44; p=0,022) e numero de incompatibilidades HLA
(OR=8,08; 95%Cl: 4,53-14,43; p<0,0001). (Tabela 4).

O risco relativo para rejeicdo aguda de acordo com o numero de
incompatibilidades HLA (A+B+DR) € mostrado na tabela 5. Nesta coorte 0 menor
numero de incompatibilidades HLA foi 2 e ocorreu em 61 pares. No grupo de
pacientes com 2 incompatibilidades a incidéncia de rejeigdo aguda foi 4,9%, sendo
estabelecido para este grupo risco relativo de rejeigdo igual a 1. Um aumento
gradativo na incidéncia de episddios de rejeicao aguda foi observado a medida
que o numero de incompatibilidades HLA aumentou. Pacientes com 3
incompatibilidades HLA mostraram um RR = 6,88 (95%CI: 2,20-21,51), 4
incompatibilidades um RR = 15,82 (95%CI: 5,18-48,29) e 5 incompatibilidades um
RR = 18,78 (95%Cl: 6,19-56,95).

Discusséao
Durante o periodo precoce apds o transplante renal, o controle da resposta
do receptor aos antigenos expressados no enxerto € crucial para o sucesso desta

terapia. Como o risco imunolégico ndo é semelhante entre os pacientes, o
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protocolo imunossupressor deve ser individualizado. Muitos estudos tém
repetidamente demonstrado que episddios de rejeicdo aguda associam-se

negativamente com o prognéstico do enxerto 2101

. Condicoes tradicionalmente
associadas com elevado risco para episodios de rejeicdo aguda e faléncia
imunolégica sao: sensibilizagdo HLA, necrose tubular aguda, enxertos de
doadores cadaveres, imunossupressao insuficiente, transplante renal prévio,
receptores pediatricos ou de transplantes duplos '°. A incidéncia de rejeicado aguda
tem diminuido nos ultimos anos e, atualmente, utilizando-se terapia de inducéo
com anticorpos (antagonista do receptor da interleucina 2, globulina anti-timaético
ou alemtuzumab), associada a acido micofendlico, corticosteroides e inibidores da
calcineurina (ciclosporina ou tacrolimus), as taxas de rejeicdo aguda relatadas
estdo em torno de 15% 16222324,

Uma condigdo que pode afetar a escolha inicial do regime imunossupressor
€ a lesao celular associada a isquemia e reperfusdo do enxerto renal, produzindo
disfuncéo inicial e conseqlente aumento no risco imunoldgico, bem como na
incidéncia de enxertos primariamente n&o funcionantes '*. Nés relatamos elevada
taxa de rejeicdo aguda (40,4%) em uma coorte de pacientes transplantados renais
com DIE. Nossos resultados estdo em concordancia com dados de Qureshi e
colaboradores, que relataram uma incidéncia de 50% de rejeicdo aguda em
pacientes transplantados renais com DIE %. Elevada incidéncia de rejeicado aguda
no contexto da DIE também foi demonstrada por Jain e colaboradores através de
bidpsias protocolares, tendo reportado uma taxa de 4% de rejeicdo subclinica em
pacientes com funcdo renal imediata, comparada com 18% de rejeigao subclinica
(classificagao de Banff 1A ou maior) e 12% de rejeicdo “borderline” para pacientes
com DIE ?°. Importante enfatizar que pacientes com DIE e rejeicéo “borderline” sdo
geralmente tratados, como assim o foram por Jain e colaboradores. No presente
estudo, os riscos imunolégicos foram distintos entre os grupos. Observou-se maior
reatividade contra painel e maior nimero de re-transplantes para os pacientes do
grupo 3. Entretanto, neste grupo o regime imunossupressor foi consideravelmente
mais potente e a incidéncia de rejeicdo aguda foi 10,7% maior. Apesar desta

diferenca ndo ser estatisticamente significativa, talvez devido a erro tipo I, nés
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acreditamos que é clinicamente relevante. Estes achados reforcam a importancia
dos fatores de risco tradicionais para rejeicdo e sugerem que, para grupos de
elevado risco tais como o grupo 3, o uso de terapia de indug&o potente pode
ajudar a prevenir uma taxa excessivamente elevada de rejeicdo aguda.

A analise dos grupos 1 e 2 evidenciou informagdes interessantes. O grupo
1 incluiu receptores mais jovens e com maior numero de incompatibilidades HLA e
0 grupo 2 teve maior propor¢do de doadores cadaveres. As taxas de rejeicao
aguda foram idénticas entre os dois grupos. Nossa analise para os dois subgrupos
do grupo 1 (baixo risco imunolégico sem terapia de indugao) e grupo 2 (baixo risco
imunolégico com terapia de indugdo com antagonista do receptor da interleucina
2) mostrou que a taxa de rejeicdo aguda foi semelhante para receptores que
receberam ciclosporina + azatioprina + corticosteroides e para aqueles com
ciclosporina ou tacrolimus + acido micofendlico + corticosteroides, independente
do uso de antagonista do receptor da interleucina 2. Consequentemente, nossos
dados reforgam que para receptores de baixo risco imunolégico em DIE, o uso de
imunossupressdo mais potente n&o traz beneficio em relagdo a medicagbes mais
convencionais. Analisando o tempo para diagndstico do primeiro episodio de

rejeicdo, em concordancia a relatos prévios 2%

, N0s observamos um periodo
progressivamente maior, embora nao significativo, para os grupos sem indugéo,
indugédo com anti-IL2R ab e indu¢gdo com anticorpos antilinfécito T (Timoglobulina
e OKT3).

Talvez mais interessante é a informagao obtida por analise multivariada,
na qual transplantes repetidos e incompatibilidades HLA emergiram como os
fatores de risco mais relevantes para rejeicdo aguda. Pacientes com transplantes
renais prévios mostraram maior risco para rejeicdo aguda do que receptores de
primeiro transplante. Thompson e colaboradores, estudando 2.574 re-transplantes
renais, propds que a sensibilizacdo prévia do receptor tem uma importante
associacdo com redugdo na sobrevida do novo enxerto ?°. Dados de Cardarelli e
colaboradores reforcam que anticorpos anti-HLA s&o associados com pior fungao

do enxerto, bem como evidéncia in situ de alorreatividade humoral 30,

46



O impacto da incompatibilidade HLA na ocorréncia de rejeicdo aguda foi
evidente na nossa coorte, na qual um aumento progressivo no numero de
incompatibilidades HLA correlacionou-se positivamente com aumento na
incidéncia de rejeicdo aguda de uma forma muito mais surpreendente do que
observada em pacientes sem DIE '2'®. Este achado sugere que a compatibilidade
HLA é até mais importante no contexto da DIE e deve ser estudada em maiores
séries.

Em resumo, confirmaram-se taxas elevadas de rejeicdo aguda em
pacientes com disfuncdo inicial do enxerto renal, independente do protocolo de
imunossupressao ou terapia de indugao. Transplante renal prévio e maior numero
de incompatibilidades HLA levam a um aumento no risco para a ocorréncia de
episodios de rejeicdo aguda. Pode-se especular que a terapia de indugdo com
anticorpos antilinfocitarios ou antitimécitos oferece um beneficio em potencial na
prevencao de rejeicdo aguda em pacientes de elevado risco imunologico com DIE.
Por fim, ndo demonstrou-se beneficio do uso de antagonistas do receptor da
interleucina 2 na prevengao de rejeicdo aguda em pacientes de baixo risco

imunoldgico com DIE.
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Tabela 1. Comparagao das caracteristicas demograficas entre os grupos.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 P

(N = 130) (N = 66) (N = 22)
Sexo (M/F) 74 /56 36/30 14/ 08 0,7
Idade (anos) 39,5+¢12,2° 45,7+11,7 44,4489 0,002*
Raca (C/NC) 104 / 26 52/ 14 1715 0,9
Doador cadaver (%) | 107 (82,3%) 65(98,4%) 22 (100%) 0,001**
Re-transplantes (%) 13 (10%) 3 (4,5%) 12 (54,5%)  0,0001***
Incompatibilidades 3,25+0,97 2,880,877 3,2311,02  0,028***
HLA

M = masculino; F = feminino; C = caucasiano; NC = ndo caucasiano; HLA=
Complexo Principal de Histocompatibilidade;

*grupo 1 X2 egrupo 1x3 ;** doador cadaver X vivo;

*k% kkkk

grupo 3 X 1egrupo3 X2 ; grupo 2 X 1 e grupo 2 X 3.
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Tabela 2. Incidéncia de rejeicdo aguda, tempo para diagndstico de rejeigcdo e PRA.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 P
Incidéncia de RA 51 (39,2%) 26 (39,4%) 11 (50,0%) 0,624
Tempo para RA" 20,9121 23,8128 26,7121 0,721
PRA <30% (n) 122 64 0* <0,0001*
PRA 30-60% (n) 8 2 4 0,5
PRA >60% (n) 0 0 18** <0,0001**
N 130 66 22

DP = desvio padrao

RA = rejeigdo aguda;

PRA = reatividade contra painel,
¥ = tempo em dias

*grupo 3 X1egrupo3 X2 ;* grupo 3 X 1egrupo 3 X2.
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Tabela 3. Caracteristicas demograficas dos pacientes com e sem rejeicao aguda

Rejeicdo Aguda Sem Rejeicdo P
Sexo (M/F) 50/ 38 74/ 56 0,99
Idade 39,31£12,6 43,6+11,3 0,01
Etnia (C/NC) 69/19 104 / 26 0,77
Re-transplante 9 19 0,34
Doador cadaver 77 117 0,56
Terapia de inducao 37 51 0,68
Incompatibilidades HLA 3,84+0,86 2,65+0,68 <0,0001

M = masculino; F = feminino; C = caucasiano; NC = n&o caucasiano; HLA=

Complexo Principal de Histocompatibilidade; PRA = reatividade contra painel
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Tabela 4. Fatores de risco para rejeigdo aguda.

Risco Relativo 95%Cl P
Idade 0,99 0,96-1,02 0,532
Sexo 0,78 0,38-1,62 0,509
Etnia 1,23 0,63-2,42 0,538
Re-transplante 5,08 1,26-20,44 0,022
Doador falecido 1,11 0,31-3,92 0,870
Incompatibilidades HLA 8,08 4,53-14,43 <0,0001
Terapia de indugéao 2,21 0,97-5,06 0,060
PRA 1,38 0,66-2,91 0,394

HLA = Complexo de Histocompatibilidade Principal ;

PRA = reatividade contra painel,

95%CI = intervalo de confianga de 95%.
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Tabela 5. Risco relativo para rejeicdo aguda de acordo com o numero de
incompatibilidades HLA.

Incompatibilidades | Numero Taxa de RA RR 95%ClI
HLA de
pacientes
2 61 4,9% 1 -
3 92 33,7% 6,88 2,20-21,51
4 40 77,5% 15,82 5,18-48,29
5 25 82,0% 18,78 6,19-56,95

RR = Risco Relativo; RA = rejei¢ao aguda;
95%CI = intervalo de confianga de 95%
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Abbreviations

anti-IL2R ab = anti interleukin-2 receptor antibodies
CAN = Chronic Allograft Nephropathy

DGF = Delayed Graft Function

GFR = Glomerular Filtration Rate

HLA = Human Leukocytes Antigens

MHC = Major Histocompatibily Complex

PRA = Panel Reactive Antibodies
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Abstract

Background: Delayed graft function (DGF) is a frequent condition in deceased
donor graft recipients and leads to a higher risk of acute rejection that continues to
be a significant complication and an important risk factor for chronic allograft
nephropathy (CAN). CAN has non-immunological and immunological causes that
play important role on its development and remains a major cause of renal graft
loss. The aim of the present study was to analyze the influence of induction
therapy with antibodies on the rate of acute rejection in patients with delayed graft
function.

Methods: Retrospective analysis of 218 kidney transplanted patients with DGF
included in a surveillance biopsy protocol. Patients were divided in three groups
according to the immunosuppressive regimen: Group 1 (calcineurin inhibitor +
antiproliferative + corticosteroid); Group 2 (induction therapy with interleukin 2
receptor antibody + calcineurin inhibitor + antiproliferative + corticosteroid); Group
3 (induction therapy with anti T cell antibodies + calcineurin inhibitor +
antiproliferative + corticosteroid).

Results: Eighty-eight patients (40.4%) presented acute rejection episodes. The
percentages of acute rejection in the groups were: 39.2%, 39.4% and 50.0% for
groups 1, 2 and 3 respectively (p=0.62). The time for the diagnosis of the first
acute rejection episode on each groups did nor differ significantly being 20.9+21;
23.84£28; 26.7+21 days respectively (p=0.72). We also found that the relative risk of
acute rejection increased significantly with increasing numbers of HLA
mismatches. As compared to patients with 2 HLA mismatches (relative risk = 1) the
relative risk for acute rejection was 6.88 (95%Cl: 2.20-21.51) for patients with 3
mismatches; 15.82 (95%CI: 5.18-48.29) for patients with 4 mismatches and 18.78
(95%Cl: 6.19-56.95) for those with 5 mismatches.

Conclusions: We found that elevated rates of acute rejection occur in patients
with DGF, regardless of the immunosuppressive regimen and that HLA matching

exerts a significant role in the incidence of acute rejection during DGF.
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Introduction

Improvements in immunosuppressive therapy led to better short and long-
term allograft survival after kidney transplantation over the last years'?. In
recipients of deceased donor grafts the mean 1-year graft survival is now over 90%
3435 After the first post-transplant year the most important causes of graft loss are
death with a functional kidney, usually from cardiovascular or infectious events and
chronic allograft nephropathy (CAN). CAN is usually defined as a progressive
decline in glomerular filtration rate (GFR) starting three to six months after kidney
transplantation. It is frequently accompanied by proteinuria and hypertensionﬁ.
After the first year post-transplantation, CAN occurs in a rate of 2-4% per year’.
Pathologically this transplant nephropathy presents interstitial fibrosis, tubular
atrophy and a characteristic arteriopathy and is classified according to the Banff
working group in types | (mild), Il (moderate) and Il (severe)®. The pathophysiology
of CAN is complex, multifactorial and not completely understood. Both
immunological and non-immunological factors play a role in the development of
CAN®. A strong predictor of CAN development is the occurrence of acute rejection
episodes, currently reported to occur in between 10 and 20% of the transplant
recipients during the first post-transplant year with deleterious effects on graft
survival 29" Calcineurin inhibitors associated nephropathy is also an important,
perhaps the most important, cause of CAN®. By the other side delayed graft
function (DGF) is an important condition in the early post-transplant period. It is
usually defined as the need for dialysis during the first week after transplantation
and is reported in a variable frequency ranging from 2% to 50%'*'®. DGF
occurrence is related to many factors although ischemic and reperfusion injury
seems to be dominant. Ischemia leads to an increased risk of acute rejection and
CAN by an up regulation of the major histocompatibility complex (MHC) molecules
in the kidney, eliciting a strong immune response either via direct and indirect
pathways of recognition of MHC alloantigen molecules on the surface of the graft
cells™. Besides, during the reperfusion of ischemic tissue a rapid generation of
reactive oxygen species occurs, which initiates the peroxidation of cell membranes

resulting in apoptosis'®. Previous studies reported an increased incidence of acute
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rejection in patients with DGF, with a strong negative impact on allograft
survival'®'’. In patients with DGF, antibody induction therapy has been suggested
and used with a dual objective, prevention of acute rejection and protection of
calcineurin inhibitor toxicity by allowing lower doses of cyclosporine or tacrolimus
1718192021 The aim of the present study was to analyze the influence of induction
therapy with antibodies on the rate of acute rejection in patients with delayed renal

allograft function.

Patients and Methods

Our renal transplant registry was used for a retrospective analysis. We
included 218 patients who underwent renal transplantation between 1997 to 2005
and presented delayed graft function (DGF) defined by the need for dialysis in the
first week after the transplant surgery and had at least one renal biopsy during the
DFG period. By protocol, patients with DGF receive a graft biopsy every 7-10 days
until the graft recovers function, unless contra-indicated. Collected data were
recipients age, gender and race, previous renal transplant, donor type, time from
the surgery to the biopsy, last panel reactive antibodies (PRA) and number of HLA
mismatches (A+B+DR). The cohort was divided in three groups according to the
initial immunosuppressive regimen: Group 1 (calcineurin inhibitor + antiproliferative
+ corticosteroid); Group 2 (induction therapy with anti-IL2R ab + calcineurin
inhibitor + antiproliferative + corticosteroid); Group 3 (induction therapy with anti T
cell antibodies + calcineurin inhibitor + antiproliferative + corticosteroid). Pathology
results were reviewed by a trained renal pathologist adopting the Banff 1997

criteria®.

Statistical Analyses

The comparisons were made by using one-way analysis of variance
(ANOVA) for continuous variables and Chi-Square tests for categoric variables.
The impact of recipient’s age, gender and race, previous renal transplant, donor
type, last panel reactive antibodies (PRA), number of HLA mismatches (A+B+DR)

and type of immunosuppression on the occurrence of acute rejection was analyzed
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by logistic regression in order to determine the odds ratio for each variable. A P
level lower than .05 was required for statistical significance. The relative risk of

acute rejection according to the number of HLA mismatches was also calculated.

Results

The demographic features are shown in table 1. The groups had similar
gender and race distributions and more allografts from deceased donors
(p=0.001). Group 1 (n=130) patients were younger (p=0.002), group 2 (n=66)
patients had a significant lower number of HLA mismatches (p=0.028) and the
proportion of re-grafts was higher in group 3 (n=22) (p<0.0001). Group 3 panel
reactive antibodies (PRA) were significantly higher than groups 1 and 2
(p<0.0001). Eighty-eight recipients had a pathological diagnosis of acute rejection
(40.4%). The rates of acute rejection were 39.2%, 39.4% and 50.0% (p=0.62) and
the time for the diagnosis of the first acute rejection episode were 20.9+21;
23.8428 and 26.7+21 days respectively for groups 1, 2 and 3 (p=0.72). (Table 2).

Group 1 patients were divided in 2 subgroups according to the initial
immunosuppressive regimen: cyclosporine + azathioprine + corticosteroids (n=88)
versus cyclosporine or tacrolimus + mycofenolic acid + corticosteroids (n=42). The
acute rejection rates for the subgroups were 40.9% (n=36) and 35.7% (n=15)
respectively (p=0.7). Similar analysis was performed for group 2 patients: anti-IL2R
ab + cyclosporine + azathioprine + corticosteroids (n=14) versus anti-IL2R ab +
cyclosporine or tacrolimus + mycofenolic acid + corticosteroids (n=52). The acute
rejection rates were 35.7% (n=5) and 40.4% (n=21) for each group respectively
(p=0.5). By univariated analysis comparison of patients with (n=88) and without
(n=130) acute rejection we found that the group of patients with rejection was
younger (39.3+12.6 vs. 43.6+11.3 years-old; p=0,01) and had significantly more
HLA mismatches (3.84+0.86 vs. 2.65+0.68 mismatches; p<0.0001). (Table 3).
Using a logistic regression analysis model that included age, gender, race,
previous kidney transplants, donor type, HLA mismatches, PRA and induction
therapy, the two variables that emerged as having a statistically significant impact

on the occurrence of acute rejection were previous kidney transplants (OR=5.08;
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95%CI: 1.26-20.44; p=0.022) and number of HLA mismatches (OR=8.08; 95%ClI.
4.53-14.43; p<0.0001). (Table 4).

The relative risk of acute rejection according to the number of HLA
mismatches (A+B+DR) is displayed on table 5. In this cohort the lowest number of
HLA mismatches was two and occurred in 61 pairs. In the group with 2
mismatches the incidence of acute rejection was 4.9% and to this group we
assigned the relative risk for rejection of one. A stepwise increment in the
incidence of acute rejection episodes was observed as the number of HLA
mismatches increased. Patients with 3 HLA mismatches showed a RR = 6.88
(95%Cl: 2.20-21.51), 4 HLA mismatches a RR = 15.82 (95%CI: 5.18-48.29) and 5
HLA mismatches a RR = 18.78 (95%Cl: 6.19-56.95).

Discussion

During the early period after kidney transplantation, the control of the
recipient response to antigens expressed in the allograft is key for allowing
successful engraftment. It has being repeatedly demonstrated that acute rejection

2981011 " and since not all

episodes have a detrimental impact on graft's prognosis
patients have the same immunological risk, the immunosuppressive protocol must
be individualized. Traditionally conditions associated with increased risk for acute
rejection episodes and immunological failures are: HLA sensitization, acute tubular
necrosis, allografts from deceased donors, insufficient immunosuppression,
previous kidney transplants, pediatric recipients or double organ recipients'®. The
incidence of acute rejection have being declining over the years and currently the
overall rate under antibody induction therapy (anti-interleukin 2 receptor antibody,
antithymocyte globulin and alemtuzumab), plus mycofenolic acid, steroids and
calcineurin inhibitor (cyclosporine or tacrolimus) reported to be under 15% '6:222324,

A condition that may affect the initial choice of the immunosuppressive
regimen is the anticipated ischemia-reperfusion associated graft damage
producing DGF and thus leading to an increased immunological risk and higher
incidence of primary nonfunctioning grafts'. Here we report an elevated rate of

acute rejection (40.4%) in a cohort of transplanted kidney patients with DGF. Our
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results are in accordance with data from Qureshi and collaborators who reported
an 50% incidence of acute rejection in renal transplanted patients with DGF?°. A
higher incidence of acute rejection in patients with DGF has also been
demonstrated in protocol biopsies by Jain and collaborators who reported a 4%
rate of subclinical rejection in patients with immediate renal function as compared
to 18% of subclinical rejection, Banff classification 1A or higher and a 12%
incidence of borderline rejection for patients with DGF?. Important to emphasize
that in patients with DGF borderline rejections are usually treated, as they were by
Jain and collaborators. In the present study, the immunological risks were distinct
among the groups, since there were significantly more patients with previous
kidney transplants and with a higher PRA in group 3. However, in this group the
immunosuppressive regimen was considerably more potent and the incidence of
acute rejection was 10.7% higher. Even though this difference is not statistically
significant, perhaps due to a type Il error, we believe that it is clinically relevant.
Taken together, these findings reinforce the importance of the traditional risk
factors for rejection and suggest that in higher risk groups, such as group 3 in the
present study, the use of potent induction therapy may help to prevent an
excessively high rate of acute rejection.

Analysis of groups 1 and 2 brought out interesting information. Group 1
included younger recipients and had a higher number of HLA mismatches, and
group 2 had a higher proportion of deceased donor graft recipients. The rates of
acute rejection were identical between these two groups. Our analysis for the two
subgroups of group 1 (low immunological risk and no induction therapy) and group
2 (low immunological risk and induction therapy with anti-IL2R ab) showed that the
rate of acute rejection was the same for recipients receiving cyclosporine +
azathioprine + steroids and for those receiving cyclosporine or tacrolimus +
mycofenolic acid + steroids, independent of using anti-IL2R ab. According to this,
our data reinforce that for low immunological risk DGF recipients, the use of
powerful immunosuppressive drugs adds no additional benefit in relation to more
conventional medications. Analyzing the time for diagnosis to the first acute

27,28

rejection episode, in accordance to previous reports we observed a non
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significant although progressively longer period for groups without induction,
induction with anti-IL2R ab and induction with anti T-cell antibodies (Thymoglobulin
and OKT3).

Perhaps most interesting is the data obtained by multivariate analysis by
which repeated transplants and HLA mismatches emerged as the most relevant
risk factors for acute rejection. Patients with a previous kidney transplant displayed
a higher risk of acute rejection than first transplant recipients. Thompson and
collaborators, studying 2.574 kidney retransplants, proposed that the recipient’s
pre sensitization has an important association with decreased regraft survival®®.
Also, data from Cardarelli and collaborators reinforce that anti-HLA antibodies are
associated with a worse allograft function and in situ evidence of humoral
alloreactivity®.

The impact of HLA mismatching on the occurrence of acute rejection was
evident in our cohort, in which a progressive increase in the number of HLA
mismatches positively correlated with an increase in the incidence of acute
rejection in a much more stricking manner than is observed in patients without
DGF'?'®, This finding suggests that HLA matching is even more important in
patients with DGF and should be addressed in larger series.

In summary we confirmed elevated rates of acute rejection in patients with
DGF, independent of the immunosuppressive protocol or induction therapy. Young
age, previous kidney transplant and number of HLA mismatches lead to an
increased risk for the occurrence of acute rejection episodes. We also speculate
that induction therapy with antithymocyte or antilymphocyte antibodies do offer a
potential benefit for preventing acute rejection in high immunological risk DGF
patients. We have not found benefit of using interleukin 2 receptor antibody for

preventing acute rejection in low immunological risk DGF patients.
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Table 1. Comparison of the demographic features among groups.

Group 1 Group 2 Group 3 P

(N = 130) (N = 66) (N =22)
Gender (M/F) 74156 36 /30 14/ 08 0.7
Age (years) 39.5+12.2° 457+11.7 44 4+8.9 0.002*
Race ratio (C/NC) 104 / 26 52/14 1715 0.9
Deceased donor (%) | 107 (82.3%)~  65(98.4%) 22 (100%) 0.001**
Re-transplants (%) 13 (10%) 3 (4.5%) 12 (54.5%) " 0.0001***
HLA mismatches 3.25+0.97 2.88+0.87 3.23+1.02  0.028****
M=male; F=female; C = caucasian; NC = not caucasian; HLA= Major

Histocompatbility Complex; * group 1 X 2 and group 1 x 3;

** deceased X live donor ; *** group 3 X 1 and group 3 X 2;
**** = group 2 X 1 and group 2 X 3.
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Table 2. Incidence of acute rejection, time for acute rejection diagnosis and PRA.

P

26 (39.4%) 11 (50.0%)

0.624
0.721
<0.0001*
0.5
<0.0001**

Group 1
AR rate 51 (39.2%)
Time to AR (days) 20.9+21
PRA <30% 122
PRA 30-60% 8
PRA >60% 0
N 130

AR = acute rejection;

PRA= panel reactive antibodies;

*group 3 X 1 and group 3 X 2;
** group 3 X 1 and group 3 X 2.
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Table 3. Demographic features of patients with and without acute rejection

Acute Rejection No Acute P
Rejection
Gender ratio (M/F) 50/38 74/ 56 0.99
Age 39.3112.6 43.6+11.3 0.01
Race ratio (C/NC) 69/19 104 / 26 0.77
Re-transplant 9 19 0.34
Deceased donor 77 117 0.56
Induction therapy 37 51 0.68
HLA mismatches 3.8410.86 2.651+0.68 <0.0001

M=male; F=female; C = caucasian; NC = not Caucasian;
HLA= Major Histocompatbility Complex;

PRA= panel reactive antibodies.
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Table 4. Risk factors for acute rejection

Odds Ratio 95%Cl P
Age 0.99 0.96-1.02 0.532
Sex 0.78 0.38-1.62 0.509
Race 1.23 0.63-2.42 0.538
Re-transplant 5.08 1.26-20.44 0.022
Deceased donor 1.1 0.31-3.92 0.870
HLA mismatches 8.08 4.53-14.43 <0.0001
Induction therapy 2.21 0.97-5.06 0.060
PRA 1.38 0.66-2.91 0.394

HLA= Major Histocompatbility Complex ; PRA= panel reactive antibodies;

95%CI = 95% confidence interval
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Table 5. Relative risk of acute rejection according to the number of HLA

mismatches.
HLA N AR RR 95%Cl
mismatches
2 61 4.9% 1 -
3 92 33.7% 6.88 2.20-21.51
4 40 77.5% 15.82 5.18-48.29
5 25 82.0% 18.78 6.19-56.95

RR = Relative Risk; N = number of patients; AR = Acute Rejection;
95%CI = 95% confidence interval
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