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Anticorpos nao-HLA em Transplante: Inimigos ou Nao?

Candidatos a transplante renal (Tx) com anticorpos
anti-HLA sdo considerados como um risco para rejeicdo
aguda, acelerada ou hiperaguda.t

Também a producéo desses anticorpos, “ denovo” , apds
0 Tx esta associada a rejei¢cdo humoral e menor sobrevida
do enxerto.?

Recentemente foi identificada outra familia de
genes localizados dentro da regido do complexo de
histocompatibilidade (MHC), conhecida por MIC (Major
Histocompatibility Class-I related chain) e dois genes dessa
familia, MICA e MICB, sdo moléculas estruturalmente
homologas as classicas moléculas do MHC, expressas
nas superficies das células renais, que podem ser
reconhecidas como alogénicas e desencadearem a resposta
imunoldgica pds-Tx, afetando negativamente a sobrevida
do enxerto.>*

Zou e cols demonstraram que receptores com anti-
MICA apresentaram menor sobrevida do Tx quando
comparados aos paciente negativos para anti-MICA.®
Outros estudos também relataram episddios de rejei¢do
irreversivel ou perda do Tx associados com a presenca
dos anti-MICA.%*®

Neste niimero do JBT, Michelon e cols verificaram a
importancia dos anti-MICA na sobrevida de 339 receptores
de rim de doador falecido.

Com 26% de prevaléncia de anti-MICA, os autores ndo
observaram diferencgas significativas da funcéo renal e taxa
de ndo-funcdo priméria entre 0s grupos estudados (anti-
MICA negativo, fracamente positivo (FP) ou anti-MICA
positivo). Infelizmente néo foi relatada nem a freqiiéncia
nem a severidade dos episodios de rejeicdo nos grupos
estudados. Porém, a sobrevida do enxerto ndo diferiu entre
0s grupos durante o periodo analisado, embora a sobrevida
apos 4 anos favorecesse em 12% o grupo anti-MICA
negativo (80% vs 72%), levantando a possibilidade de que o
poder de andlise do estudo pudesse ser comprometido pela
reduzida quantidade de pacientes, em risco, avaliada.

Curiosamente, a prevaléncia desses anticorpos foi
semelhante nos géneros masculino e feminino, embora ndo
tenha sido relatada a histdria transfusional e gestacional
dos grupos. Esse fato parece corroborar observagfes que
gestagdes ndo constituem fator importante para formagéo
dos anti-MICA. Contrariamente, retransplantes e pacientes
mais jovens foram significativamente mais prevalentes no
grupo anti-MICA positivo.

Michelon e colsnéo ousaram afirmar que os anticorpos
anti-MICAtenham sido deletérios ao Tx e cautelosamente,
nao excluiram essa possibilidade.

Ainda neste numero, na area de anticorpos ndo-HLA,
Ronda e cols investigaram o papel dos anticorpos anti-
célula endotelial (AACE) na rejeicdo humoral.

Sempre lembrados como uma possibilidade para
explicar fendmenos de rejeicdo ndo detectada pelos testes
de citotoxicidade, o papel dos antigenos do endotélio
humano ainda permanece pouco esclarecido.

Ronda e cols analisaram o eluato de rins e o soro de
12 pacientes nefrectomizados por rejeicdo humoral, sem
anticorpos anti-HLA especificos do doador.

Utilizando a citometria de fluxo os autores encontraram
0s AACE em 75% dos eluatos, todos do tipo 1gG e em dois
casos IgM. Interessante que em nenhum dos soros pré-
Tx esses anticorpos foram encontrados quando testados
nas mesmas condicdes do eluato. Somente apds o Tx e
no periodo pré-rejeicdo, 75% dos soros mostraram-se
positivos para AACE, fato que ressalta a possibilidade de
monitoramento desses anticorpos.

Visando possivel terapia para os AACE, os autores
utilizaram de forma inédita, in vitro, a imunoglobulina
intravenosa (1V1g) e conseguiram bloguear a ligacdo dos
anticorpos a célula endotelial em todos oito casos testados.

Além da detecgdo precoce dos AACE esses achados
sugerem um possivel benéfico da 1VIg no tratamento de
rejeicdes mediadas por esses anticorpos.



Examinando diferentes tipos de anticorpos, mas de

forma semelhante, os trabalhos de Michelon e colse Ronda
e cols, chamam atencdo do clinico transplantador para os
antigenos ndo-HLA que podem afetar negativamente a
sobrevida do enxerto.

Ambos ainda necessitando de futura confirmacdo de

seus reais papéis no fendmeno da rejeicdo mediada por
anticorpos, os anti-MICA e AACE, aparecem no cenario
como potenciais inimigos a serem combatidos no drama
do transplante renal.
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IMPORTANCIA DE ANTICORPOS ANTI-MICA PRE-FORMADOS PARA A SOBREVIDA
DO ENXERTO RENAL DE DOADOR FALECIDO

Clinical relevance of preformed anti-mica antibodies for survival of kidney graft from
deceased donor

Tatiana Michelon'3, Cristiane Sandri’, Regina Schroeder’s, Marcia GraudenZz’, Elizete Keitel'*, Valter Garcia*, Miyuki Ozawa?,
Paul Terasaki?, Jorge Neumann?

RESUMO

Introducéo: Anticorpos anti-HLA pré-formados ou desenvolvidos apds o transplante estéo associados & menor sobrevida do enxerto. A importancia
de anticorpos contra aloantigenos MICA ainda néo € clara. Objetivo: Determinar a prevaléncia de anticorpos anti-MICA pré-transplante em
receptores de rim de doador falecido e analisar seu efeito na sobrevida do enxerto. Pacientes e Métodos: Foram estudados 339 transplantes
renais de doador falecido realizados apés prova cruzada negativa contra linfécitos T+HAGH e B. A pesquisa de anticorpos anti-MICA foi realizada
atraves de tecnologia Luminex, categorizada como: negativa (Neg, n=251; 74%y), fraco-positiva (FP, n=39; 11,5%) e positiva (Pos, n=49; 14,5%).
Foram comparadas as caracteristicas clinicas e do transplante (qui-quadrado, Fisher, t Student, Mann-Whitney), conforme o padrao sorol4gico
para MICA. A sobrevida atuarial do enxerto foi analisada em modelo de cox-regression, incluindo os seguintes fatores: idade, sexo, teste de PRA
pré-transplante, re-transplante, uso de terapia de indugéo e imunossupressdo incluindo rapamicina, micofenolato mofetil e/ou tacrolimo x triplice
convencional (CyA+Aza+Pred). P<0,05 e IC95%. Resultados: A prevaléncia de anticorpos anti-MICA pré-formados foi de 26% (n=88). Pacientes
anti-MICA positivos eram mais jovens (36,9+12,0 x 44,1+12 8anos; P=0,00), recebendo mais freqiientemente re-transplante (20,4% x 7,6%;
P=0,01). O padréo sorologico anti-MICA pré-transplante ndo atingiu significancia estatistica para a sobrevida do enxerto (Negativo: HR=1; Fraco
Positivo: HR=0,71; P=0,25; Positivo: HR=0,94; P=0,88); todavia, um efeito deletério moderado ndo pode ser excluido entre os receptores de um
primeiro transplante (Fraco Positivo: HR=1,4[0,8-2,7], P=0,28 e Positivo: HR=1,6[0,9-3,1], P=0,14). Nesse grupo, a intensidade da sensibilizacéo
anti-MICA demonstrou tendéncia linear (Ptrend=0,09). Conclusdo: A prevaléncia de anticorpos anti-MICA pré-formados em transplante renal
de doador falecido foi de 26%, mais freqliente entre jovens recebendo re-transplante. Um efeito deletério na sobrevida do enxerto renal ndo pode
ser excluido entre receptores de um primeiro enxerto, necessitando estudos com maior niimero de pacientes.

Descritores: Anticorpos, Mica, Transplante Renal, Sobrevivéncia de Enxerto.
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INTRODUCAO

A profilaxia da rejeigdo hiperaguda, através da realizagdo de prova
cruzada contra linfocitos de doador pré-transplante, ¢ a profilaxia
e tratamento eficaz dos eventos de rejeigdo celular com farmacos
imunossupressores possibilitaram uma importante reducgédo da
morbidade associada aos transplantes de rim.»2 No entanto,
somente na tltima década vém se desenvolvendo as possibilidades
de profilaxia e de diagnostico especifico de eventos humorais no
periodo pés-transplante precoce e tardio.®* RejeicGes mediadas por
anticorpo determinam menor sobrevida do enxerto e costumam
ser irreversiveis, a menos que diagnosticadas muito precocemente
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e tratadas eficientemente com protocolos especiais, incluindo
imunoglobulina humana endovenosa e plasmaferese.3456

O diagnostico de eventos humorais em transplante depende de
ferramentas especificas, tais como a identificagdo de aloanticorpos
e a demonstracdo de depdsitos do subproduto C4d no endotélio de
capilares peritubulares.’#® Os anticorpos anti-HLA pré-formados,
ainda que em baixos titulos, hoje sdo valorizados ndo apenas em
transplante renal ° Seu potencial deletério ja foi também demonstrado
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em transplantes de coracéo, pulmé&o e pancreas.* Anticorpos anti-HLA
formados ap6s a exposi¢ao ao enxerto também ganharam importancia
no acompanhamento em longo prazo, apds ademonstracéo de que estéo
associados a menor sobrevida do enxerto, podendo ser identificados na
circulagdo periférica até mesmo anos antes da perda do enxerto.*2

Além das moléculas HLA funcionando como aloantigenos em
transplante, na Gltima década, foram descritos 0os genes que
codificam outras proteinas similares aos produtos de genes HLA
de classe I. Essas moléculas apresentam uma distribuic&o peculiar,
e sdo conhecidos como “marcadores de estresse”. Os genes que as
codificam também possuem moderado polimorfismo, apresentam
co-dominéncia e localizam-se na regido do HLA de classe | no
cromossomo 6; porém, ndo sdo associadas a beta2-microglobulina
e ndo apresentam peptideo.’**® Por possuirem essas caracteristicas,
foram denominadas “MIC”, uma contragdo de “MHC Class |
Chain-related” .

Estudos de mapeamento ja identificaram sete loci MIC (MICA-
MICG), dos quais os loci MICA e MICB sdo os mais estudados.
Mais de 60 alelos MICA e 30 alelos MICB foram identificados
até o momento. Por tratar-se de um sistema polimorfico e seus
produtos serem expressos por células endoteliais, mondcitos e
linfocitos T ativados (além de fibroblastos, queratinocitos, epitélio
do trato gastrointestinal e células trofoblasticas), suspeita-se que
moléculas MIC possam estar envolvidas em processos de rejei¢éo
em transplantes.!>1

O presente estudo tem como objetivo determinar a prevaléncia de
pacientes submetidos a transplante renal com doador falecido em
nosso meio com anticorpos anti-MICA pré-formados e analisar seu
efeito na sobrevida do enxerto.

PACIENTES E METODOS

Todos os transplantes renais com doador falecido realizados na Santa
Casa de Porto Alegre entre Janeiro de 1998 e Dezembro de 2003
foram alocados para o presente estudo (n=404), sendo excluidos
(n=65; 16,1%): a) receptores pediatricos (n=30), b) auséncia de
aliquota do soro testado no pré-transplante para os estudos propostos
(n=13) e c¢) auséncia de células congeladas do doador (n=12) por
impedir sua inclusdo em estudos complementares posteriores.
Todos os pacientes assinaram um termo de consentimento livre
e esclarecido no momento da sua internacdo para a realizacdo do
transplante e estudos laboratoriais pertinentes.

Os 339 receptores incluidos no estudo foram acompanhados desde
a realizacdo do transplante até dezembro de 2007 (1791+997
dias). Todos foram submetidos a transplante renal apés prova
cruzada negativa por técnica de citotoxicidade dependente de
complemento, com adi¢do de anti-globulina humana e ditiotreitol
(CDC-AGH-DTT) contra linfécitos T e CDC-DTT contra linfocitos
B, realizados conforme recomendacdes da Associa¢do Americana
de Histocompatibilidade e Imunogenética (American Society for
Histocompatibility and Immunogenetics —ASHI). A avaliacdo da
reatividade contra painel (PRA) pré-transplante foi realizada através
de técnica de imunoensaio enzimatico (ELISA, screening LAT-M,
One Lambda Inc., Canoga Park, CA, USA). O soro considerado
positivo na avaliacdo de triagem por ELISA foi submetido a
analise quantitativa através de citometria de fluxo (PRA-LSI,
OneLambda Inc., Canoga Park, CA, USA). Neste Ultimo caso,
foram considerados positivos os soros com reatividade >10% e
hipersensibilizados os receptores com reatividade maior ou igual

a 75% dos antigenos HLA testados. Ambas as técnicas empregadas
para PRA avaliaram apenas a presen¢a de anticorpos dirigidos
contra moléculas HLA de classe .

As andlises para determinagdo dos anticorpos anti-MICA
e suas respectivas especificidades foram realizadas por
Tecnologia Luminex em uma aliquota do mesmo soro testado
na prova cruzada CDC, imediatamente antes da realizagdo do
transplante e estocado a -800C. Foram determinados 0s niveis
e as especificidades antigénicas dos anticorpos anti-MICA.
Todos os soros passaram por triagem inicial quanto & presenga
ou auséncia de anticorpos anti-MICA, utilizando kit Labscreen
Mixed® (LSM12; One Lambda Inc., Canoga Park, CA, USA).
Os casos positivos foram reavaliados através do kit Labscreen
MICA Single Antigen (One Lambda Inc., Canoga Park, CA,
USA) para deteccdo de anticorpos contra o painel, incluindo os
seguintes antigenos MICA: *001, *002, *004, *007, *009, *012,
*017, *018, *019 e *027. Esse Kit utiliza micro-pérolas revestidas
com antigenos MICA purificados para detec¢do de anticorpos
especificos presentes no soro. Empregou-se o Sistema de Ensaio
Lambda Multi-analitico de Pérolas (LABMAS - Lambda Array
Beads Multi-Analyte System) com analisador de fluxo LABscan
100 para aquisicdo de dados e analise.

Apos a determinacdo dos niveis de anticorpos anti-MICA de acordo
com o valor de fluorescéncia obtido, os soros foram categorizados
para cada especificidade antigénica testada da seguinte forma:
negativo (<1500); fraco-positivo (1500 a 2999) e positivo (>3000).
O paciente, conforme a reatividade mais alta no painel de antigenos
testados foi classificado como: negativo (Neg, n=251; 74%); fraco-
positivo (FP, n=39; 11,5%) ou positivo (Pos, n=49; 14,5%).

Os grupos FP e Pos foram comparados, respectivamente, ao grupo
Neg para as caracteristicas clinicas dos pacientes e do transplante
e para a funcdo e sobrevida atuarial do enxerto. Empregaram-se
os testes de qui-quadrado ou exato de Fisher, t de Student ou Mann
Whitney. Para a analise de efeitos na sobrevida do enxerto, aplicou-
se um modelo de Cox-regression incluindo os seguintes fatores:
idade do receptor, género, resultado do PRA, uso de terapia de
inducéo e imunossupressdo empregando drogas de segunda ou
terceira geragdo (micofenolato mofetil [MMF], tacrolimo [FK] e/ou
rapamicina [rapa]) comparados ao esquema triplice convencional
(ciclosporina+azatioprina+prednisona, CyA+Aza+Pred). Foram
considerados significativos os valores de P<0,05 e intervalo de
confianca de 95% (IC95%).

RESULTADOS

A prevaléncia de pacientes submetidos a transplante com anticorpos
anti-MICA pré-formados foi de 26% (n=88), apresentando as
respectivas especificidades isoladas ou associadas: 7,6% anti-001
(n=28); 3,8% anti-002 (n=13); 2,7% anti-004 (n=9); 5,0% anti-007
(n=17); 11,5% anti-009 (n=39), 4,4% anti-012 (n=15); 3,6% anti-017
(n=12); 4,1% anti-018 (n=14); 8,9% anti-019 (n=30), 9,4% anti-027
(n=32). A distribuicdo de frequiéncia conforme a intensidade de
fluorescéncia para anticorpos anti-MICA estudados encontra-se
descrita na Tabela 1.

Na amostra estudada, os pacientes Pos eram mais jovens (Neg :
44,1+12,8 x P0s:36,9+12,0 anos, P=0,00) e recebiam mais
frequentemente re-transplante (Neg :7,6% x Pos :20,4%, P=0,01,
OR=3,1 [1,4-7,2]). Nao houve diferenca na distribuicdo de géneros
entre os grupos estudados (masculino, n=182, 53,7%) e no
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Tabela 1. Distribuicdo da frequéncia de anticorpos anti-MICA pré-formados
em receptores de rim proveniente de doador falecido, conforme as
respectivas especificidades antigénicas e intensidade de fluorescéncia.

Tabela 2. Descricdo das caracteristicas dos pacientes e dos fatores de
risco imunolégico pré-transplante entre receptores de rim, conforme a
presencga de anticorpos anti-MICA pré-formados.

Fraco Total N=339
Especificidades Positivo Positivo n %
MICA N n
009 20 19 39 11,5
027 13 19 32 9,4
019 6 24 30 8,9
001 12 14 26 7,6
007 7 10 17 50
012 4 1 15 44
018 4 10 14 41
002 3 10 13 38
017 5 7 12 3,6
004 4 5 9 2,7
Total 39 49 88 26,0

tempo médio de isquemia fria (20,8+5,7 horas). Também foram
semelhantes as prevaléncias de PRA positivo (n=46, 13,6%),
de pacientes hipersensibilizados (n=23, 6,8%) e de transplantes
combinados (rim+outro 6rgdo sélido, n=29, 8,6%). A Tabela
2 descreve as caracteristicas dos pacientes e sua avaliacdo
imunoldgica pré-transplante, conforme a presenca de anticorpo
anti-MICA pré-formado.

A terapia imunossupressora de indugdo com anticorpo anti-receptor
de IL-2, quimérico ou humanizado foi utilizada com a mesma
freqliéncia entre os grupos (Neg : 44,2%, FP:46,2% e Pos :36,7%).
Na analise do esquema imunossupressor inicial, pacientes anti-
MICA positivos receberam menos frequentemente a combinagéo de
drogas mais modernas, como MMF, FK e/ou Rapa (n=22; 44,9%,
P=0,01, OR=0,4[0,2-0,8]) do que pacientes Neg (n=164; 65,3%). O
mesmo foi observado na comparagéo entre Pos e FP (n=22; 56,4%,
P=0,27), sem significancia estatistica. A descri¢do do esquema
imunossupressor inicial encontra-se detalhada na Tabela 3. Os
casos de re-transplantes, independente da terapia de inducéo e
da pré-sensibilizagdo contra antigenos MICA, receberam mais
freqlientemente esquemas iniciais que incluiam drogas de segunda
ou terceira geracdo (1° transplante: 59,5%; re-transplante: 81,8%;
P=0,02; OR=3,1 [1,2-7,6]).

A fungdo renal medida através da creatinina sérica no terceiro
e sexto meses e, subsequentemente, com frequéncia anual foi
semelhante entre os grupos estudados ao longo do acompanhamento.
A necessidade de didlise na primeira semana pos-transplante foi
semelhante entre os grupos (192/314; 61,1%) e a taxa de ndo-funcéo
primaria do enxerto foi respectivamente de 2,8% (n=7), 5,1% (n=2)
e 8,2% (n=4) entre os pacientes Neg*, FP (P*=0,34) e Pos (P*=0,08;
OR=3,1 [0,9-11,0]).

A sobrevida atuarial do enxerto no periodo estudado (1998 a 2007)
foi semelhante entre os grupos (Neg: HR=1,0; FP:HR=0,7, P=0,25;
Pos:HR=0,94, P=0,88). A Figura 1 apresenta as curvas de sobrevida
aplicadas ao modelo de Cox-regression para pacientes submetidos
ao primeiro transplante. O nimero pequeno de re-transplantes
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Caracteristicas Anti-MICA Anti-MICA Fraco- Anti-MICA
Pré-Transplante Negativo (n=251) Positivo (n=39) Positivo (n=49)
Género Mascu- 182 (53,7) 23(59,0) 27 (55,1)
lino n (%)
Idade anos+DP 441+12,8* 42,6+11,3 36,9+12,0*
Re-transplante 19 (7,6)** 4(10,3) 10 (20,4)**
n (%)
PRA-ELISA + 29 (11,6) 7(18,0) 10(20,4)
n (%)
Hipersensibili- 14 (5,6) 3(7.7) 6(12,2)
zados# n (%)
Transplante 21(8,4) 4(10,3) 4(8,2)
Combinado
n (%)

DP: desvio-padrdo;

*P=0,00

**P=0,01, OR=3,1 [1,4-7,2];

# PRA>75% dos antigenos HLA de classe | testados em painel por
citometria de fluxo.

Figura 1. Sobrevida atuarial do enxerto em receptores de primeiro transplante
renal, conforme a presenga de anticorpos anti-MICA pré-formados.
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dificultou a analise da sobrevida, quando foram divididos entre
0s grupos conforme o padrdo de anticorpos anti-MICA. A Tabela
4 apresenta a comparacado do efeito dos niveis de anticorpos anti-
MICA na sobrevida do enxerto renal.
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Tabela 3. Descricdo do esquema inicial de imunossupressdo entre
receptores de transplante renal, conforme a presenca de anticorpos anti-
MICA pré-formados.

Imunossupressao  Anti-MICA Anti-MICA Anti-MICA Total
Inicial Negativo Fraco - Positivo N=339
(n=251) Positivo (n=49) n (%)
(II=39)
Terapia de
Indugao*
n (%) 111 (44,2) 18 (46,2) 18 (36,7) 147 (43,4)
Imunossupressao
Inicial** (n)
CyA-Aza-Pred 87 16 27 130(38,3)
CyA-MMF-Pred 82 10 6 98(28,9)
FK-MMF-Pred 40 4 9 53 (15,6)
FK-Rapa-Pred 14 4 4 22 (6,5)
FK-Aza-Pred 10 1 2 13(3,8)
Outros 18 4 1 23(6,8)

*terapia de inducdo: basiliximab, daclizumab ou anticorpo monoclonal
anti-CD3
**Imunossupressao inicial:

CyA: ciclosporina

Aza: azatioprina

Pred: prednisona

MMEF: micofenolato mofetil

FK: tacrolimo

Rapa: rapamicina

Outros: outras combinagoées, sempre incluindo MMF, FK e/ou Rapa

DISCUSSAO

Apesar de ha muito se estudar HLA e de muito recentemente
se resgatar a importancia dos fendbmenos humorais sub-clinicos
relacionados a esses aloantigenos, desde a década de 70 busca-se
a identificagdo de outros antigenos de histocompatibilidade.49101
! Essa busca foi principalmente motivada pela observacéo de que
rejeicBes agudas e hiperagudas também ocorrem, embora muito
menos freqlientemente, em transplantes realizados entre pares de
doadores e receptores HLA idénticos.Y” As primeiras observacoes
comprovaram que o principal sistema envolvido em rejeicOes era,
de fato, o sistema HLA (corroborando seu préprio nome - “complexo
principal de histocompatibilidade™), mas que existiam outros sistemas
antigénicos também polimorficos chamados “secundarios” Estudos
recentes demonstram que 11 a 20% das perdas de enxerto ocorrem
em pacientes que nunca desenvolveram anticorpos anti-HLA,
sugerindo que antigenos ndo-HLA (especialmente MICA) possam
estar relacionados a esse fendbmeno.®

E recente a demonstracdo de que anticorpos anti-MICA podem
ser formados a partir de processos imunizantes, como gestacdes e
transplantes, e sdo mais freqlientemente encontrados em pacientes
que perderam um enxerto renal do que em pacientes com o enxerto
funcionante.’® Corroborando estes dados, o presente estudo
demonstrou que em nosso meio, 0s 26% dos pacientes que foram
submetidos a um transplante de rim na vigéncia de anticorpos anti-
MICA pré-formados eram mais freqlientemente receptores de re-
transplante. Embora os portadores de anticorpos anti-MICA tenham
sido previamente imunizados pelo 6rgdo transplantado, a triagem

Tabela 4. Comparagdo do efeito dos niveis de anticorpos anti-MICA pré-
formados na sobrevida do enxerto renal.

Anticorpos n HR* 1C (95%) P
Anti-MICA
1° Transplante
Neg 232 1
FP 35 14 08-27 0,24
Pos 39 1,6 08-30 0,19
Ptrend=10,09
Re-Transplante
Neg 19 1
FP 4 0,8 01-45 0,80
Pos 10 0,7 02-27 0,57

*HR: Hazard Ratio obtidos em modelo de Cox-Regression, incluindo os
seguintes fatores: idade, género, resultado de PRA, uso de terapia de indugdo
e imunossupresséao inicial incluindo drogas de segunda ou terceira geragao
Ptrend: P de tendéncia linear.

através do PR A para anti-HLA de classe I ndo foi capaz de rastred-los,
chamando a atencéo para a independéncia dos dois sistemas.*®

Fato relevante é a observagdo de que diferentes centros identificam
prevaléncias distintas de anticorpos anti-MICA. Isto certamente
deriva das caracteristicas genotipicas de cada grupo populacional
e do painel de antigenos MICA testados.’® No presente estudo, as
especificidades mais freqiientemente detectadas dos aloanticorpos
foram *009, *027 e *019. Todavia, analisando-se a freqliéncia
genotipica determinada em estudo realizado na cidade de S&o
Paulo, observa-se que os alelos mais frequentes em nossa populagéo
sdo, respectivamente, *008, *002 e *004.%° Destes, somente 0S
dois Gltimos estavam incluidos no painel de antigenos analisados,
estando o teste para *008 mascarado pela avaliacdo de anticorpos
dirigidos contra o antigeno traduzido pelo alelo *027. Isto porque
os alelos *008 e *027 diferem entre si apenas pelas suas respectivas
sequéncias trans-membrana, ndo diferindo no seu potencial
antigénico.?

Nesta populacéo brasileira estudada constituida por 339 receptores
de transplante renal de doador falecido, a presenca de anticorpos
anti-MICA pré-transplante ndo comprometeu a sobrevida do
enxerto de forma significativa. Entretanto, a sobrevida de cerca
de 70% em quatro anos entre pacientes com anticorpos anti-
MICA pré-formados e de 82% para aqueles sem esses anticorpos
é semelhante aos dados prospectivos publicados por Terasaki e
colaboradores em 2007. O estudo multicéntrico conduzido por
esses autores demonstrou alta significancia estatistica, comparando
a sobrevida do enxerto entre pacientes com anticorpos anti-MICA
detectados ap6s transplante (pré-formados ou de novo) e os que
permaneceram sem aloanticorpos (anti-HLA/MICA) até o quarto
ano pos-transplante (72% x 82%).22

E importante considerar que na série aqui estudada de pacientes,
receptores com anticorpos anti-MICA fortemente positivos
receberam esquemas imunossupressores menos potentes do que
0s receptores sem esse fator. Obviamente, isso ndo foi observado
entre receptores de re-transplante. Nestes Gltimos, provavelmente
a presenca de fatores de risco mais relevantes, como a presenca de
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anticorpos anti-HLA, parcialmente controlada pela utilizacdo de um
esquema inicial de imunossupressdo mais potente, tenha mascarado
um eventual efeito deletério adicional. Isto sugere que, existindo
beneficio no rastreamento de anticorpos anti-MICA, seu efeito ndo
tera impacto tdo grande quanto os fatores de risco ja conhecidos
(re-transplante e anticorpos anti-HLA).

Por outro lado, um efeito deletério na sobrevida do enxerto renal
a partir dos resultados apresentados ndo pode ser excluido entre
receptores de um primeiro enxerto. Este dado pode ser ainda mais
valorizado diante da tendéncia a linearidade do efeito dos niveis
de anticorpos anti-MICA pré-formados na sobrevida do enxerto
em longo prazo. Esses resultados sdo extremamente importantes
para a otimizacdo das estratégias profilaticas e terap€uticas
aplicaveis na maioria dos transplantes renais realizados em nosso
meio, e sdo corroborados por sua contemporaneidade com estudos
multicéntricos contundentes.

Analises de sobrevida atuarial do enxerto recentemente publicadas
indicam resultados significativos do envolvimento de anticorpos
anti-MICA como fator deletério em longo prazo.??* Isto deve
fortalecer a busca da identificacdo desse efeito em nossa populagao,
como possibilidade de atuagédo diferenciada no manejo de pacientes
recebendo primeiro transplante.

CONCLUSAO

Concluimos que a prevaléncia de anticorpos anti-MICA pré-
formados em receptores de transplante renal proveniente de doador
falecido foi da ordem de 26%, mais freqliente entre receptores de
re-transplante. O efeito deletério desses anticorpos pré-formados na
sobrevida do enxerto renal ndo pode ser excluido entre receptores
de um primeiro enxerto, necessitando estudos com maior nimero
de pacientes.

ABSTRACT

Introduction: Anti-HLA preformed or developed antibodies after transplantation are associated to a lower graft survival. It has yet to be
further studied if anti-MICA alloantibodies have the same deleterious effect. Purpose: To determine the anti-MICA antibodies prevalence
among deceased kidney transplant recipients, and to analyze their effect on graft survival. Patients and Methods: 339 deceased kidney
transplants were studied, all of them performed after a negative crossmatch against B and T+AHG lymphocytes. Anti-MICA analysis was
performed using Luminex technology, and the sera were classified: negative (Neg , n=251; 74%), weak-positive (WP, n=39; 11.5%), and
positive (Pos , n=49; 14.5%). Patient and transplant characteristics were compared, depending on the anti-MICA sera status (Ki-square,
Fisher exact, t Student, Mann-Whitney). Graft survival was analyzed based on a Cox-Regression model which included: age, gender, PRA
class-1 pre-transplant test, induction therapy, initial immunosuppression with MMF, FK and/or rapamicine, and re-transplant (P<0.05 and
CI195%). Results: The preformed anti-MICA antibodies prevalence was 26% (n=88). Anti-MICA-positive patients were younger (36.9+12.0
x 44.1+12.8 years old; P=0.00), receiving more frequently a second or third graft (20.4% x 7.6%, P=0.01). The anti-MICA status did not
attain a statistical significance to the graft survival (Neg :HR=1; WP:HR=0.7, P=0.25; Pos :HR=0.94, P=0.88). A deleterious effect might
not be excluded among the first graft recipients (WP:HR=1.4[0.8-2.7], P=0.28, and Pos :HR=1.6[0.9-3.1], P=0.14), with a Ptrend=0.09 for
the antibody levels. Conclusion: The anti-MICA antibodies prevalence upon deceased kidney transplant was 26%, more frequent among
young patients receiving a re-graft. A deleterious effect among recipients of first graft might not be excluded. Further studies are needed
with a major sampling.

Keywords: Antibodies, Mica, Kidney Transplantation, Graft Survival.
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EXPRESSAO DE MOLECULAS IMUNORREGULADORAS EM RINS
NAO-FUNCIONANTES COM REJEICAO AGUDA

Detection of immunoregulator molecules inside non-functional kidney allografts
upon a rejection episode.

Erika Lamkowski Naka', Viviane Campos Ponciano', Erika Bevilaquia Rangel’, Marcos Anténio Cenedeze’,
Alvaro Pacheco-Silva', Niels Olsen Saraiva Camara'?

RESUMO

Introducéo: Tim-3 ¢ uma proteina de membrana com fungéo inibitoria, presente em linfocitos Thl. Seu ligante recentemente identificado,
a galectina-9, é expresso em alguns subtipos de linfocitos, e também pode ser induzido por citocinas inflamatdrias em células endoteliais
e fibroblastos. Juntamente com as células T CD4+CD254, essas moléculas exercem uma func¢ao reguladora da resposta imune. O fator de
transcricdo FOXP3 esta relacionado aos linfocitos T reguladores CD4+CD25+. Objetivo: Avaliar a presenca de moléculas relacionadas
a resposta imune reguladora intra-enxerto renal durante episddio de rejei¢do. Material e Métodos: Os niveis de RNA mensageiro para
moléculas representativas da resposta imune reguladora (Tim-3, galectina-9 e FOXP3) e da resposta imune citotoxica (perforina, granzima
B e interferon-y) foram quantificados pelo método de reacdo em cadeia da polimerase em 24 amostras de produtos de enxertectomia, com
0s seguintes diagndsticos: rejeigdo aguda ndo-vascular (n=5), rejeicdo aguda vascular (n=14) e perda de causa ndo-imune (n=5, como
controle). Resultados: A diferenca encontrada entre as medianas dos grupos controle e de rejei¢do aguda vascular foi estatisticamente
significante para todas as moléculas avaliadas: p=0,024 para galectina-9, p=0,008 para Tim3, p=0,005 para FOXP3, p=0,008 para perforina
e interferon-v, e p=0,003 para granzima B. Conclusdo: Esse padrao sugere que o desenvolvimento da resposta imune é um evento dindmico,

com expressdo de moléculas e recrutamento de células com fungdes diferentes, citopatica e reguladora.
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INTRODUCAO:

No transplante, o drgdo enxertado é fonte de diversos antigenos,
0s quais sdo reconhecidos como ndo-préprios pelo sistema
imunolégico. A rejeicdo aguda acontece quando uma resposta
contra esses antigenos estranhos se desenvolve.!

A homeostase do sistema imune depende de um equilibrio constante
entre uma resposta pro-inflamatdria necessaria para a defesa
do organismo contra antigenos estranhos e os mecanismos de
regulacéo dessa resposta, importantes para o controle da mesma.
O desenvolvimento de algumas doengas auto-imunes parece estar
relacionado a quebra desse equilibrio.? Essa regulagdo ocorre
de diversas maneiras, como, por exemplo, por barreiras fisicas,
anergia, delecdo clonal ou pela acdo de células reguladoras.®
Todos esses mecanismos agindo isoladamente ou em conjunto,
sdo capazes de impedir uma resposta imune exagerada ou contra
antigenos proprios.

A molécula Tim-3 e seu ligante recém descoberto, a galectina-9,
fazem parte dessa resposta imune reguladora. O Tim-3 é uma
molécula de superficie, expressa predominantemente em linfocitos
da resposta celular do tipo Thl, produtores de citocinas pro-
inflamatérias.* A galectina-9 pertence a uma familia de lecitinas
enddégenas com afinidade para alguns residuos especificos
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de carboidratos.® Diferentes moléculas dentro dessa familia
desempenham papéis imunolégicos distintos relacionados tanto
a atividade pré-inflamatoria quanto reguladora.b A galectina-9
é encontrada em linfécitos T ativados’ e sua expressdo pode ser
induzida em outras células, como fibroblastos e células endoteliais,
pela agdo do IFN-7.8° A ligagdo do Tim-3 com a galectina-9 resulta
em morte dos linfocitos Thi, provavelmente por um mecanismo que
envolva necrose-apoptose.’® A expressdo aumentada de galectina-9
sob estimulo pro-inflamatorio sugere uma auto-regulacdo da
resposta Thl, visto que o IFN-y é produzido principalmente por
esse subtipo de linfdcitos.

O fator de transcricdo FOXP3 é encontrado em células T reguladoras
CD4+CD25+ naturais provenientes do timo.* Essas células séo
capazes de inibir a atividade de outros linfdcitos, por mecanismos
ainda ndo completamente esclarecidos, mas que aparentemente
envolvem a regulacdo transcricional do gene da IL-2.12 Além
da presenca nas células Treg de origem timica, a expressdo de
FOXP3 também pode ser induzida em linfocitos CD4+CD25- na
periferia, sob estimulo de algumas citocinas, como o TGF-p.13%
Em camundongos, a inducdo da expressdo de FOXP3 confere aos
linfécitos uma funcdo reguladora semelhante as Tregs naturais, >
porém, foi demonstrado recentemente em humanos que esse fator
de transcricdo pode estar presente em linfocitos T ativados, ndo
reguladores.”

O papel desses mecanismos reguladores no contexto do transplante
de 6rgaos ndo estd totalmente esclarecido. Estudos experimentais
com células Tregs demonstraram uma agdo protetora ao enxerto,
possibilitando o desenvolvimento de um estado de tolerdncia
imunolégica.’® Porém, como esses mecanismos imunorreguladores
se comportam durante um episodio de rejei¢do aguda ainda precisa
ser elucidado. Dados anteriores do nosso grupo demonstraram
maior deteccdo das moléculas FOXP3 * e TIM3 2 dentro do
enxerto renal durante um episodio de rejeicdo, e esse aumento
foi maior em rejeicBes mais graves. Todavia, essas alteracdes
quantitativas podem nao se refletir numa melhora da fungdo. O
objetivo do presente estudo foi analisar em conjunto a presenca de
moléculas indicativas de resposta imuno-reguladora com moléculas
indicativas da resposta citopatica.

MATERIAL E METODOS

Desenho do Estudo

Foram estudadas 24 amostras de produtos de enxertectomias renais.
Todas foram submetidas a analise histolégica por um patologista, € o
diagnostico de rejeicao foi dado seguindo os critérios estabelecidos
pela classificagdo de Banff'97.2* O grupo denominado rejeicdo aguda
ndo-vascular (RANV, n=5) corresponde aos graus la, Ib e lla, e
0 grupo rejeicdo aguda vascular (RAV, n=14) aos graus Ilb e 1.
Essas amostras compreendem tanto casos que ndo responderam ao
tratamento imunossupressor, como rejei¢des agudas sobrepostas a
nefropatia cronica ap6s redugdo da imunossupressao com o retorno
do paciente ao tratamento dialitico. A nefropatia cronica do enxerto
estava presente em duas amostras do grupo RANV e em nove
amostras do grupo RAV. Foram usados como controle produtos
de enxertectomia com perda devido & falha técnica (trombose).
Esse grupo foi denominado de perda por causa ndo-imune (PCNI,
n=5). Foram analisadas também quatro amostras de bidpsia
protocolar normal, porém, ndo houve nessas amostras amplificacdo
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dos transcritos das moléculas FOXP3 e Galectina-9, ndo sendo,
portanto, um controle valido para a técnica utilizada. Todas as
amostras foram mantidas em RNAlater a temperatura de -80°C.
Esse trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica.

Quantificacédo relativa do mRNA por RT-PCR em tempo real

O RNA total foi purificado por extragdo pelo TriZol (Invitrogen,
California, EUA), de acordo com as instrucBes do fabricante.
Ap0s extracao, as amostras foram tratadas com DNAse (Promega,
WI, EUA) para a remogdo do DNA genémico. A transcricdo
reversa do RNA foi obtida usando primers oligo-dT (Invitrogen,
Califérnia, EUA) e MMLV (moloney murine leukemia virus)
como enzima de transcriptase reversa (Promega, W1, EUA). O
cDNA foi amplificado com ABI PRISM 7700 Sequence Detection
System (PerkinElmer, Norwalk, CT) usando o método de 5'-
nuclease (TagMan, Applied Biosystems, Foster City, EUA). Todos
os primers foram fornecidos pela Applied Biosystems (Foster
City, EUA): ciclofilina A, galectina-9 e FOXP3 por Assays-on-
demand TM gene expression assays; GAPDH, Tim-3, granzima
B, perforina e IFN-gama por Assays-by-Design Service for Gene
Expression Assays. Em todas as sondas foi utilizado FAM como
corante. As seqiiéncias dos primers e probes obtidos por Assays-
by-Design foram Tim-3: FAM probe, 5-CCAGGCATAATGAATG
- 37; forward primer, 5-TGCTGCCGGATCCAAATC-3;
reverse primer, 5-GGTTTGATGACCAACTTCAGGTTAA-
3’; IFN-y: FAM probe, 5'-AGGAGAGTGACAGAAAA- 3
forward primer, 5-TTAGGCATTTTGAAGAATTGGAAAG- 3
reverse primer, 5-GGAGACAATTTGGCTCTGCATTAT- 3.
perforin: FAM probe, 5’-TCGAGGCCCAGGTCA-3’; forward
primer, 5’-GAGGTGGAGGACTGCCTGACT-3’; reverse
primer, 5’-CTGCCGTGGATGCCTATGT-3". granzima B:
FAM probe, 5’-AGGTGAAGCCAGGCA-3’; forward primer,
5-CCCTCAGGCTACCTAGCAACAA-3’; reverse primer, 5’-
CCGGCCACACTGCATGT-3". As sequéncias dos primers e
probes por Assays-on-demand ndo séo fornecidos pelo fabricante.
Os niveis de RNA mensageiro (mnRNA) dos genes de interesse
foram todos uniformizados inicialmente para a expressdo do gene
endogeno (ciclofilina A) e, ap0s, de forma relativa a um calibrador
(média aritmética dos valores de Ct da Ciclofilina A). Os resultados
foram expressos como 2 -PP¢Y onde DDCt corresponde a (Ctsenepe
interesse - Cleicio)amostra/( Cteene oe interesse - CleicLo)referéncia.

Analise estatistica

Foram usados testes t de Student ou Mann-Whitney U-test, quando
apropriado, para a comparacao das varidveis continuas. As variaveis
categdricas foram analisadas pelo teste exato de Fisher. Valores
abaixo de 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
Para a analise de correlagao foi utilizado o coeficiente de correlagao
de Pearson.

RESULTADOS

Caracteristicas dos pacientes estudados

Dos pacientes estudados, 14 (58%) eram do sexo masculino e dez
(42%) do sexo feminino. Doze (50%) receberam transplante de
doador falecido. A idade média dos pacientes foi de 34,2+11,9 anos
paraPCNI, 35,6+11,4 anos para RACNYV e 36,7+11,1 anos para RAV.
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Os sete pacientes com diagnéstico de rejeicdo aguda resistente
ao tratamento (trés no grupo RACNYV e cinco no grupo RAV)
encontravam-se em uso de esquema triplo de imunossupressao:
um inibidor da calcineurina (ciclosporina ou tacrolimos), um
corticosteroide (prednisona) e um inibidor da sintese de purinas
(micofenolato mofetil ou micofenolato s6dico) ou azatioprina. Como
tratamento da rejei¢do aguda, esses pacientes receberam solumedrol
1g EV efou anticorpos anti-lifociticos poli ou monoclonais. Os
pacientes com rejei¢do aguda sobreposta a nefropatia cronica do
enxerto (dois no grupo RACNYV e nove no grupo RAV) ndo estavam
em uso de imunossupressores ou recebiam somente prednisona em
baixas doses. (tabela 1).

Tabela 1: |/dade, sexo, tipo de doador, tempo até a realizagdo da
enxertectomia e nimero de pacientes que receberam tratamento especifico
para rejeigdo aguda:

Grupo Idade do Receptores Doador Tempo até  Pacientes
receptor do sexo falecido aenxertec- que
(média masculino  n(%) tomia receberam
+DP) n(%) em dias tratamento
(medianas) especifico
para
rejeicao
aguda
ll(o/u)
PCNI 34.2+11.9 2(40%) 3(60%) 14 -
RACNV 35.6+11.4*  3(60%)% 2(40%) 281§ 2(40%)
RAV 36.7+1111  9(64%)t 7(50%) 1189)| 5(35%)1

PCNI- perda de causa ndo imune; RACNV - rejeicdo aguda ndo vascular;
RAV — rejeicdo aguda vascular

* p=0.854 (para PCNI e RACNV por teste t de Student)

, p=0.675 (PCNI e RAV por teste t de Student)

p=1 (PCNI e RACNV e PCNI e RAV por teste exato de Fisher)
p=0.032 (PCNI e RACNV por teste t de Student)

p=0.021(PCNI e RAV por teste t de Student)

p=1 (RACNV e RAV por teste exato de Fisher)

0+ =+

_a_

Expressdo de moléculas relacionadas a resposta imune
citotéxica

Para analise da resposta imune citotoxica foram utilizadas as
seguintes moléculas: granzima B, perforina e IFN-y. A expressdo
do mRNA dessas moléculas foi maior em pacientes com diagndstico
derejei¢do. Especificamente, os valores das medianas da expressao
do mRNA da granzima B foram 3 para o grupo controle e 1282,9
para 0 grupo com rejeicdo aguda (p=0,003); da perforina 7,4 para
0 grupo controle e 567,3 para o grupo com rejei¢éo (p=0,013) e de
IFN-y 49,6 para o controle e 249,3 para a rejeicdo (p=0,034) (figura
1). Quando separamos 0s grupos de acordo com a gravidade da
rejeicdo, as medianas de expressdo dos transcritos encontradas
foram: granzima B — 3 para o grupo PCNI, 369,6 para RACNV e
1305,1 para RAV (p=0,003 para PCNI e RAV); perforina— 7,4 para
PCNI, 403,5 para RACNYV e 797,8 para RAV (p=0,008 para PCNI
¢ RAV) e IFN-y — 49,6 para PCNI, 31,4 para RACNV ¢ 435,5 para
RAV (p= 0,008 para PCNI e RAV) (figura 2).

Como alguns pacientes dos grupos com rejei¢do aguda apresentavam
nefropatia crénica do enxerto concomitante (2 no grupo RACNV
e 9 no grupo RAV), as amostras foram separadas de acordo com
a presenga ou auséncia de nefropatia cronica (figuras 3 e 4). Os
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Figura 1. Gréfico tipo box plot demonstrando os valores dos percentis
10, 25, 50 (mediana), 75 e 90 para os niveis de mRNA das moléculas
reguladoras Tim-3, galectina-9 e FOXP3 e das moléculas pro-inflamatdrias
granzima B, perforina e IFN-y. Para todas as moléculas estudadas, a
diferenca entre o grupo controle e rejeicdo apresentou significancia
estatistica (p<0,05).
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valores das medianas dos transcritos obtidos nas amostras sem
evidéncia de nefropatia cronica foram: 3 para o grupo controle e
173,6 para o grupo com rejeicdo aguda de granzima B (p=0,02);
7,4 para o grupo controle e 50,1 para o grupo com rejeicdo aguda
da perforina (p=0,17) e 49,6 para o controle e 61,5 para o grupo de
rejei¢do de [IFN-y (p=0,27). Quando os grupos foram separados de
acordo com a gravidade da rejeicéo, as medianas de expressdo dos
transcritos encontrados foram: granzima B — 3 para o grupo PCNI,
10,9 para RACNYV e 206,8 para RAV; perforina — 7,4 para PCNI,
4,9 para RACNYV e 60,4 para RAV e [FN-y — 49,6 para PCNI, 23,2
para RACNV e 83,9 para RAV. Nas amostras com evidéncia de
nefropatia cronica do enxerto concomitante com rejei¢do aguda, 0s
valores encontrados das medianas foram: 3 para o grupo controle e
2169,2 para 0 grupo com rejeicdo aguda de granzima B (p=0,002);
7,4 para o grupo controle e 896,3 para 0 grupo com rejeigdo aguda
da perforina (p=0,001) e 49,6 para o controle e 465,3 para 0 grupo
com rejeicao de IFN-y (p=0,01). Novamente, essas amostras foram
separadas de acordo com a gravidade da rejeicdo e as medianas
encontradas de expressdo dos transcritos foram: granzima B — 3
para o grupo PCNI, 2450,5 para RACNV e 2169,2 para RAV,
perforina— 7,4 para PCNI, 742,3 para RACNYV e 1408,3 para RAV
e [FN-y — 49,6 para PCNI, 191,9 para RACNYV e 786,7 para RAV.

Expressao de moléculas relacionadas a resposta imune
reguladora

Foi estudada a expressdo relativa do mRNA das moléculas
Tim-3, galectina-9 e FOXP3 para a analise da resposta imune
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Figura 2. Gréfico tipo box plot demonstrando os valores dos percentis
10, 25, 50 (mediana), 75 e 90 para os niveis de mRNA das moléculas
reguladoras Tim-3, galectina-9 e FOXP3 e das moléculas pro-inflamatdrias
granzima B, perforina e IFN-y. A diferenca entre as medianas dos grupos
perda de causa nao imune (PCNI) e rejeicdo vascular (RAV) para todas as
moléculas estudadas alcangou significancia estatistica.
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reguladora. De maneira semelhante & demonstrada para resposta
imune citotoxica, a expressdo do mRNA dessas moléculas
foi maior em produtos de enxertectomia com diagnostico de
rejeicdo aguda. As medianas da expressdo de Tim-3 foram: 2,7
para o grupo controle e 57 para o grupo com rejeicdo aguda
(p=0,007), de galectina-9 0,8 para o controle e 2 para rejeicdo
aguda (p=0,065) e de FOXP3 1 para o controle e 3,5 para rejei¢do
(p=0,019) (figura 1). lgualmente, quando os grupos foram
separados de acordo com a gravidade da rejeigdo, 0s niveis de
expressdo das moléculas reguladoras foram maiores em rejeigdes
mais graves. Os valores das medianas de Tim-3 foram 2,7 para
o grupo PCNI, 22 paraRACNV e 68,9 para RAC (p=0,008 para
PCNI e RAV) e de Galectina-9 0,8 para PCNI, 0,6 para RACNV
e 2,1 para RAV (p=0,024 para PCNI e RAV). Para FOXP3 as
medianas foram 1 para PCNI, 1,4 para RACNV e 4,2 para RAV
(p=0,005 para PCNI e RAV) (figura 2).

Essas amostras também foram separadas de acordo com a presenca
ou auséncia de nefropatia cronica do enxerto (figura 3 e 4). As
medianas encontradas nas amostras sem evidéncia de nefropatia
crbnica foram: 2,7 para o grupo controle e 17,7 para 0 grupo com
rejeicdo aguda de Tim-3 (p=0,06); 0,8 para o grupo controle e 2,1
para o grupo com rejei¢do aguda de galectina-9 (p=0,12) e 1 para
o controle e 1,9 para o grupo rejei¢do de FOXP3 (p=0,12). Quando
os grupos foram separados de acordo com a gravidade da rejeigao,
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Figura 3. Grafico tipo box plot demonstrando os valores dos percentis
10, 25, 50 (mediana), 75 e 90 para os niveis de mRNA das moléculas
reguladoras Tim-3, galectina-9 e FOXP3 e das moléculas pro-inflamatdrias
granzima B, perforina e IFN-y em amostras sem evidéncia de nefropatia
crénica do enxerto concomitante. Para todas as moléculas estudadas,
a diferenga entre o grupo controle e rejeicdo apresentou significancia
estatistica (p<0,05).
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as medianas de expressao dos transcritos foram: Tim-3—2,7 para o
grupo PCNI, 9,4 para RACNV e 19,3 para RAV; galectina-9 - 0,8
para PCNI, 0,4 para RACNV e 2,9 para RAV e FOXP3 — 1 para
PCNI, 1,9 paraRACNYV e 2 para RAV. Nas amostras com evidéncia
de nefropatia crénica do enxerto concomitante com rejeicdo aguda,
os valores das medianas foram: 2,7 para o grupo controle e 145,2
para o grupo com rejeicdo aguda de Tim-3 (p=0,001); 0,8 para o
grupo controle e 1,3 para o grupo com rejeicdo aguda de galetina-9
(p=0,12) e 1 para o controle e 13,1 para o grupo rejeicao de FOXP3
(p=0,01). De maneira semelhante, essas amostras foram separadas
de acordo com a gravidade da rejeicéo, e os valores das medianas
de expressdo dos transcritos foram: Tim-3—2,7 para o grupo PCNI,
99,7 paraRACNV e 163,1 para RAV; galectina-9 — 0,8 para PCNI,
0,9 para RACNV e 1,8 para RAV e FOXP3 1 para PCNI, 0,7 para
RACNYV e 49,4 para RAV.

Correlacdo entre a expresséo de Tim-3 e galectina-9

As analises dessas duas moléculas demonstram uma correlagdo
positiva entre os niveis de expressdo da galectina-9 e de Tim-3
(r=0,526; p=0,016). Também existiu correlacdo entre a expressdo
de Tim-3 e de moléculas pro-inflamatorias (figura 5). Nao houve
correlagdo entre os niveis de expressdo de galectina-9 e IFN-y.

JBT J Bras Transpl. 2008; 11:854-860
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Figura 4. Gréfico tipo box plot demonstrando os valores dos percentis
10, 25, 50 (mediana), 75 e 90 para os niveis de mRNA das moléculas
reguladoras Tim-3, galectina-9 e FOXP3 e das moléculas pré-inflamatdrias
granzima B, perforina e IFN-y em amostras com evidéncia de nefropatia
crénica do enxerto concomitante. Para todas as moléculas estudadas,
a diferenga entre o grupo controle e rejeicdo apresentou significancia
estatistica (p<0,05).
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DISCUSSAO

A resposta imune é um processo dindmico, e os fatores pro-
inflamatdrios sdo contrabalanceados por mecanismos reguladores,
0s quais sdo capazes de evitar uma resposta exagerada a um
antigeno estranho ou contra um antigeno proprio. Nossa hipotese é
que essa homeostase também é mantida no contexto do transplante
de drgdos, e que a rejei¢do aguda ocorre quando esse equilibrio é
quebrado, favorecendo a resposta pro-inflamatoria.

A presenca de moléculas relacionadas a resposta imune citotdxica
ja foi demonstrada em amostras de tecido de enxertos renais,?
em leucdcitos de sangue periférico® e em urina??® de pacientes
transplantados renais, e houve concordancia entre esses achados
e o diagnostico de rejeicdo aguda. Transcritos relacionados
a resposta imune reguladora também foram descritos. A
presenca de FOXP3 foi demonstrada em urina de pacientes com
rejeicdo aguda,?® assim como em bidpsias?”? e em produtos
de enxertectomia renais,® porém nem todos os estudos foram
capazes de correlacionar esse achado a uma melhor evolugdo. A
deteccdo de FOXP3 ¢ fortemente sugestiva da presenca de Treg,
apesar dessa molécula também estar presente em células ativadas
incapazes de regular a resposta imune.t”

JBT J Bras Transpl. 2008; 11:854-860

Figura 5: Correlagao entre os niveis de mRNA de Tim-3 com seu ligante,
a galectina-9, e com as moléculas pro-inflamatdérias IFN-y, granzima B e
perforina.
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O Tim-3 também ja foi detectado em urina de pacientes
transplantados durante rejeicdo aguda 2° e também em produtos
de enxertectomia renal.?® A participacdo dessa molécula na
regulacdo da resposta Thl foi inicialmente determinada em um
modelo experimental de encefalomielite.* O bloqueio do Tim-3
nesse modelo resultou em piora dos padrdes clinicos e patoldgicos
da doenca.

A identificagdo de moléculas reguladoras da resposta imune néo se
traduz necessariamente em ganho funcional. Sendo a galectina-9 o
ligante do Tim-3, a identificacdo da primeira corrobora com uma
maior funcéo reguladora da resposta Thl. A deteccdo de galectina-9
foi maior em enxertos com rejei¢des mais graves, o que pode ser
uma evidéncia de que o desenvolvimento dessa funcédo reguladora
ndo ¢é suficiente para evitar uma resposta citotoxica agressiva ao
enxerto que resulte em perda do 6rgdo. Apesar da expressao da
galectina-9 poder ser induzida pelo IFN-y, no presente estudo ndo
houve correlacdo entre os niveis dessas duas moléculas.

A interpretacdo dos resultados deste estudo requer alguns cuidados.
A classificagdo de rejeicdo aguda vascular e ndo vascular foi
baseada exclusivamente em critérios histo-morfolégicos, ndo
tendo sido realizada analise imunohistoquimica para presenga de
C4d, atualmente o marcador mais fidedigno do envolvimento de
anticorpos no processo de rejei¢do.® Portanto, tanto o envolvimento
da resposta imune humoral no processo de rejeicdo aguda vascular
quanto sua relacdo com as moléculas estudadas ndo puderam ser
avaliados no presente estudo.

Como grupo controle, foram utilizadas amostras de rim néo
funcionante em decorréncia de isquemia aguda (trombose arterial e/
ou venosa). A isquemia, per se, é capaz de desencadear uma resposta
imune. Além disso, o tempo decorrente até a retirada do enxerto
nesses pacientes foi significantemente menor quando comparado
aos grupos RANV e RAV. Conseqlientemente, o tempo de
exposicédo dos aloantigenos ao sistema imune do receptor foi menor,
0 que pode influenciar tanto a resposta imune citopatica quanto
a regulatéria. De maneira semelhante, esse grupo ndo recebeu
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tratamento imunossupressor especifico para rejeigdo aguda, e ndo
havia evidéncia de nefropatia cronica do enxerto nessas amostras. A
influéncia desses dois outros fatores no desenvolvimento da resposta
imunolégica deve ser considerada. As amostras obtidas de rim ndo-
funcionante em decorréncia de isquemia aguda foram escolhidas
como grupo controle, pois dois dos transcritos de interesse, FOXP3
e Galectina-9, ndo foram detectados em amostras de tecido normal
obtidas de bidpsias protocolares, possivelmente devido a menor
quantidade de material disponivel para o estudo, se comparando
com as amostras obtidas de produtos de enxertectomias.

Outra possivel fonte de viés no presente estudo € a presenca de
nefropatia cronica do enxerto em um numero significativo de
amostras (2 do grupo RACNV e 9 do grupo RAV). A nefropatia
cronica do enxerto envolve alteragdes tanto de causas ndo-
imunoldgicas quanto imunolégicas;* portanto, sua influéncia
sobre o desenvolvimento tanto da resposta citotoxica quanto da
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resposta imuno-reguladora deve ser considerada. De fato, quando
analisamos separadamente as amostras de acordo com a presenga ou
auséncia de nefropatia cronica do enxerto, a significincia estatistica
ndo se manteve para todas as moléculas.

CONCLUSAO

Neste estudo, n6s demonstramos que o ligante de Tim-3, a Galectina-9,
é encontrada em produtos de enxertectomia renal com diagndstico
de rejeicdo, e que sua expressdo se relaciona com a gravidade da
mesma. Houve correlagdo entre os niveis de Tim-3 e galectina-9,
sugerindo aumento da fung&o reguladora da resposta Thl durante a
resposta imune citotoxica. No momento, mais estudos sdo necessarios
para esclarecer os mecanismos envolvidos nessa regulacéo, e, mais
importante, quais desses mecanismos podem ser capazes de bloquear
um episodio de rejeicdo aguda ao érgéo transplantado.

ABSTRACT

Introduction: Tim-3 is a Thl lymphocytes membrane protein with inhibitory function. Its ligand, the galectin-9, was recently identified,
and it is expressed in some lymphocytes population. In addition, endothelial cells and fibroblasts can also express the galectin-9, according
to the local cytokine milieu. These molecules, together with the CD4+CD25+ T lymphocytes, act as important regulatory tools to the
immune system. FOXP3 is a transcription factor associated to the regulatory CD4+CD25+ T cells. Purpose: To assess the expression of
these immunoregulator molecules inside kidney allografts during acute rejection episodes. Methods: By using a quantitative polymerase
chain reaction assay, we measured the levels of the RNA messenger for Galectin-9, Tim-3 and FOXP3, in 24 sampling attained from
allograft nephrectomy for acute nonvascular rejection (n=5), acute vascular rejection (n=14) or loss due to a nonimmune cause (n=5, as
control). The granzyme B molecules, perforin and interferon-gamma were also analyzed, since they represent host-driven immune response.
Results: Median mRNA levels of all immunoregulator as well as cytolytic molecules correlated to the severity of the rejection: p=0.024 for
galectin-9, p=0.008 for Tim3, p=0.005 for FOXP3, p=0.008 for perforin and interferon-gamma; and p=0.003 for granzim B. Conclusion:
Among all the studied molecules, MRNA levels were higher inside allografts which presented more severe rejection. This data suggest the
immune response is a dynamic process, and it involves both cytopathic and regulatory mechanisms. The acute rejection episode could be

consequence of a disproportion in such response.

Keywords: Kidney Transplantation, Graft Rejection, Immune Tolerance
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ANTICORPOS NAO-HLA REATIVOS CONTRA AS CELULAS ENDOTELIAIS PODEM
ESTAR ENVOLVIDOS NA PERDA PRECOCE DO ENXERTO RENAL

Non-HLA antibodies reactive against endothelial cells may cause early loss of renal allografts

Carla Regina da Silva Correa Ronda'?, Denis Glotz®, Daisa Silva Ribeiro David®, Luis Estevam lanhez®, Hélcio Rodrigues'?, Carlos
Sergio Viggiani?, William Nahas®, Elias David-Neto®, Maria Cristina Ribeiro de Castro®, Jorge Kalil"?** Nicolas Panajotopoulos’*

RESUMO

Ha crescente evidéncia de que os anticorpos direcionados contra antigenos ndo-HLA presentes em células endoteliais estdo associados a
rejeicdo ao enxerto. Objetivos: 1. Verificar a presenca de anticorpos anti-célula endotelial (AACE) nos eluatos de rins nefrectomizados
apos rejeicdo mediada por anticorpos nao anti-HLA; 2. Verificar a possibilidade de detectar AACE em soros coletados no pré-transplante
e antes da rejei¢do; 3. Verificar o potencial efeito inibitorio da IVIG in vitro sobre os AACE. Métodos: Soros (absorvidos com pool de
plaquetas) e eluatos provenientes de 12 aloenxertos renais foram testados por citometria de fluxo contra a linhagem EAHy.926 (hibridoma
de célula epitelial com célula endotelial). Eluatos positivos foram testados com ou sem adicdo de imunoglobulina polivalente intravenosa
(IVIg). Resultados: A auséncia de anticorpos anti-HLA contra o doador foi verificada antes do transplante, da rejei¢ao e antes e depois
da transplantectomia, através de provas cruzadas utilizando a técnica de citotoxicidade dependente de complemento (CDC) com e sem
anti-globulina humana. Em nove eluatos foram detectados anticorpos reativos contra a linhagem. Em 7/9 casos a marcacdo de C4d foi
negativa. Tais anticorpos ndo foram detectados no soro pré-transplante. Contudo, 2/4 soros pré-rejeicao foram positivos para AACE, e um
foi considerado positivo fraco. Em 9 casos, a adi¢do de 1VIg resultou em forte diminuicdo na ligagcdo dos AACE. Conclusdes: Os AACE
parecem estar envolvidos no processo de rejeicdo humoral. A deteccdo de tais anticorpos no soro pré-rejeicdo abre a possibilidade de
um monitoramento imune. A utilizacdo de 1VIg para bloqueio da ligacdo desses anticorpos com a célula-alvo pode funcionar como uma
possivel terapia na rejeicdo humoral causada por AACE.

Descritores: Rejeicdo de Enxerto, Células Endoteliais, Anticorpos, Transplante de Rim.

INTRODUCAO

A superficie do endotélio vascular é o primeiro contato entre o
sistema imune do receptor e o 6rgdo transplantado, e, em virtude
dessa posicdo anatdmica, € considerada um importante alvo no
processo de rejeicdo ao aloenxerto.! O endotélio vascular tem
um papel central na resposta aloimune, uma vez que expressa na
sua superficie tanto antigenos do sistema ABO e¢ HLA, quanto
antigenos proprios das células endotelias vasculares.? Embora
os antigenos HLA expressos nas células endoteliais ativadas do
enxerto sejam potenciais alvos da resposta aloimune, a ocorréncia
de perda precoce do enxerto renal entre irmdos HLA idénticos e
até gémeos com prova-cruzada contra linfocitos negativa sugerem
que outros antigenos ndo-HLA, possam estar envolvidos no
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processo de rejei¢do,** dentre os quais se destacam os antigenos
do sistema endotelial.

No transplante, foi descrito em 1977 pela primeira vez o sistema
antigénico expresso nas células endoteliais e mondcitos, mas
ndo contra linfécitos, chamado de sistema endotélio-mondcito.®
A existéncia desse sistema antigénico ndo foi confirmada apds
identificagdo bioquimica, tendo sido demonstrado mais tarde por
outros autores que os anticorpos ndo-HLA envolvidos na rejei¢do
humoral eram dirigidos contra sitios antigénicos exclusivos das
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células endoteliais ndo compartilhados por mondcitos. A este
sistema antigénico deu-se o nome de Sistema VEC (do inglés,
Vascular Endothelial Cell System).t

Resultados de diferentes estudos tém demonstrado o envolvimento
dos anticorpos anti-célula endotelial na rejeicdo humoral tanto
no transplante renal”® quanto no cardiaco.® Um dos provaveis
mecanismos de agdo dos anticorpos anti-célula endotelial
ocorre através da ligagdo de tais anticorpos no endotélio
dos vasos do enxerto (arteriolas e capilares glomerulares),
ativando a via classica do sistema de complemento,'®! ou
ainda por citotoxicidade mediada por células dependentes
de anticorpos (ADCC, do inglés antibody dependent cell
mediated cytotoxicity).* Apesar de evidéncias demonstrando
o envolvimento dos anticorpos anti-célula endotelial nas
rejeicbes humorais, os mecanismos envolvidos no processo de
rejeicdo causado por esses anticorpos até hoje sdo extremamente
limitados. Além disso, ndo ha informag¢des sobre se esses
anticorpos sdo autoanticorpos ou aloanticorpos, assim como
a respeito dos alvos antigénicos por eles reconhecidos. N&o
hé ensaio padrdo in vitro capaz de detectar esses anticorpos,
uma vez que seu mecanismo de acao ainda ndo esta totalmente
definido, dificultando assim o diagnoéstico de rejeigdo causada
por estes anticorpos.

O diagnostico de rejei¢do mediada por anticorpos apenas
com base histoldgica ¢é dificil, pois até o presente momento
nenhuma caracteristica morfoldgica é patognomonica. As lesdes
encontradas podem se confundir ou se sobrepor aos achados
histolégicos de rejeicdo mediada por célula. Com isso, 0s
episodios de rejeicdo mediada por anticorpos sao freqlientemente
subdiagnosticados.*?

Na busca por entendimento da rejeicdo mediada por anticorpos,
arecente inclusdo do marcador C4d na avaliagdo morfoldgica de
enxertos renais tem emergido como uma importante ferramenta
no auxilio ao diagndstico de rejeicdo humoral.® O C4d é um
produto da degradagdo do fator C4 da via classica de ativacdo
do sistema de complemento que se liga covalentemente (ligagéo
forte e estavel) a superficie da célula endotelial, facilitando sua
detec¢@o por imunohistoquimica ou imunofluorescéncia, e é
um indicador indireto da resposta mediada por anticorpos em
biopsia renal .*

O papel do marcador C4d em rejeicdes humorais envolvendo os
anticorpos anti-célula endotelial é desconhecido, mas seria coerente
hipotizar que ndo pode ser muito valioso, considerando que a
maioria desses anticorpos nio fixa complemento.’®

Uma vez que a rejeicdo humoral é de dificil tratamento, existe
grande necessidade de se encontrar uma terapia que possa regular
ou eliminar a producdo de aloanticorpos de forma segura em certos
receptores. Entre as abordagens na tentativa de minimizar este
problema, tais como a imunoadsor¢do com proteina A combinada
com drogas citotoxicas e a plasmaferese associada ou ndo a
administracdo de imunossupressores, foi incluida recentemente
a infusdo de altas doses de IVIg, que tem se mostrado eficaz no
bloqueio dos anticorpos anti-HLA

A 1VIg é um pool de imunoglobulinas humanas do isotipo 1gG
proveniente de plasma humano de cerca de 10.000 doadores
de sangue.r” Sua administracdo tem se mostrado benéfica no
tratamento das desordens de imunodeficiéncia primaria hd mais
de 24 anos, devido a sua propriedade imunomoduladora.’® Embora
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a IVIg tenha multiplos mecanismos de agdo que poderiam ser de
beneficio na modulagdo da resposta imune, 0os mais importantes
parecem ser a presenca de anticorpos anti-idiotipo, inibicdo da
geragdo de citocinas inflamatorias,'® inibi¢do de injuria mediada
por complemento e inibigdo da producéo de anticorpos.’®

O uso da IVIg associada ou ndo a plasmaferese tem alcangado
eficacia ndo s6 no pré-transplante para dessensibilizar pacientes,
como também no p6s- transplante para reverter rejeicdo mediada
por anticorpos.?°

O estudo do impacto da IVIg sobre os anticorpos anti-célula
endotelial poderia nos fornecer informagdes muito importantes do
ponto de vista terapéutico.

Desta forma, a possivel deteccdo dos anticorpos anti-célula
endotelial no soro pré-transplante ou no inicio da rejeigdo ao enxerto
seria de grande importancia na defini¢do de estratégias de prevencdo
e tratamento das rejei¢des causadas por estes anticorpos.

OBJETIVOS

Verificar a presenca de anticorpos anti-célula endotelial nos eluatos
de rins nefrectomizados apds rejei¢cdo humoral.

Verificar a possibilidade de detectar os anticorpos anti-célula
endotelial em amostras de soros coletadas no pré-transplante e
antes da rejeigéo.

Verificar o potencial efeito inibitério da IVIG in vitro sobre os
anticorpos anti- célula endotelial.

METODOS
Soros

Foram estudadas amostras de soro de 12 pacientes que perderam
seus enxertos nos primeiros trés meses pés-transplante, sendo que
11 foram perdidos por rejeigdo humoral e um por trombose venosa.
Foram excluidos deste estudo casos que apresentaram anticorpos
anti-HLA doador especificos nos soros pré- e pds- transplante.

Para deteccdo dos anticorpos anti-célula endotelial, optamos por
fazer inicialmente adsor¢do dos anticorpos anti-HLA de classe
I ndo doador-especifico nas amostras de soro (1, 2, 3, 5,7, 8 ¢
11) com pool de plaquetas, com o objetivo de eliminar qualquer
reatividade causada por aqueles anticorpos. Para confirmagdo da
eficiéncia da absor¢do foi realizado novo PRA-ELISA das amostras
absorvidas.

Analise histopatologica

As analises histopatoldgicas das bidpsias renais foram realizadas
no Departamento de Patologia-HC-FMUSP. Foram analisadas
11 biépsias renais, sendo trés de bidpsia percutanea e oito de
rins nefrectomizados: todos os pacientes estavam em uso de
imunossupressor até 0 momento da nefrectomia. As bidpsias
foram incluidas em bloco de parafina, os quais foram cortados
em microtomo (3p), fixadas em ldminas e posteriormente coradas
com Hematoxina-Eosina, Tricromio de Masson, acido periddico
de Schiff (PAS) e PAMS (prata metenamina). O diagndstico foi
estabelecido de acordo com os atuais critérios da Classificacdo de
Banff,? como descrito na Tabela A.

Os dados clinicos e caracteristicas dos pacientes estdo descritos
na Tabela B.
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Tabela A. Andlise histopatolégica das bidpsias renais.

Pacientes Classificagdo Banff 97

1 NC

2 Banff lIA**
3 Banff Il
4 Banff [IB*
5 CANII™
6 ()
w NC

8 Banff 11"
9 Banff Il
10 Banff Il
il NC

12 FT

NC: néo classificado devido a necrose do parénquima; FT: falha técnica
devido a trombose de veia renal; (...): ndo avaliado ; *Biépsia de Rins
nefrectomizados; **Bidpsia Percutanéa.

Teste de microlinfocitotoxicidade

Para verificar a presenca de anticorpos anti-HLA nas amostras de
soro e eluato, foi utilizada técnica de citotoxicidade dependente de
complemento (CDC) com e sem anti-globulina humana. Os soros
e eluatos foram testados contra linfocitos T e B do doador antes e
depois do tratamento com ditiotreitol (5mM, 30min a 37°C).

Preparacédo dos eluatos renais

Os eluatos foram obtidos a partir do tratamento de rins
nefrectomizados com acetato de so6dio 0,05M, conforme
procedimento descrito em 1980.22 Os fragmentos de rim foram
cortados e lavados extensivamente com tampdo Salina Fosfato,

Tabela B. Caracteristicas e dados clinicos dos pacientes transplantados renais.
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até que o sobrenadante ficasse totalmente limpido. Em seguida, os
fragmentos foram macerados em um homogeneizador de tecido
(Biohomogenizer Biospec). O macerado foi centrifugado sob
refrigeragdo a 4°C a 10000 rpm por 20 minutos, por trés vezes.
Ao final da ultima lavagem, o sobrenadante foi desprezado e o
sedimento ressuspendido em solucdo de acetato de sddio (pH 3.2)
por uma horaa 37°C, sob agitagdo constante. Em seguida, a solugdo
macerado-acetato foi centrifugada por 20 minutos a 10000 rpm sob
refrigeracdo a 4°C. O pH do sobrenadante (eluato) foi ajustado para
7-7.4, e foi adicionada azida sodica (0,02% final). O sobrenadante
foi dialisado em tampéo Salina Fosfato por duas horas, com troca
de 4gua a cada 30 minutos e depois concentrado por liofilizagao.
A concentracdo foi ajustada para 15 mg/ml.

Cultura de linhagem EAHy.926

Alinhagem EAHy.926 é um hibridoma resultante da fusdo de HUVEC
(do inglés, Human Umbilical Vein Endothelial Cells) com célula
epitelial tumoral A549 2 cedida gentilmente pelo Prof. Dr. Dennis
Glotz do Service de Néphrologie et Transplantation, Hospital Saint-
Louis, Paris, Franca. A linhagem foi mantida em cultura com meio
DMEM (Life Technologies) suplementado com 150U/ml penicilina/
estreptomicina, 2mM L-glutamine, 10% SFB, 4500mg/I glicose (Life
Technologies) e 0.04% HAT suplemento (Life Technologies), em
garrafas de 250 ml, até atingirem a confluéncia. O meio foi trocado a
cada trés ou quatro dias, quando as células foram entdo submetidas a
tripsinizacdo. Para esse procedimento, as células foram inicialmente
lavadas com soluc@o de Hanks sem calcio e magnésio, ¢ em seguida,
foram adicionados 5 ml de solugéo de tripsina (0,1% em EDTA 0,02%).
Apds o descolamento celular (um a dois minutos), foram adicionados
imediatamente 10 ml de DMEM com 10% de SFB. A suspensdo
celular foi recolhida em tubo de 15 ml e centrifugada por 10 minutos
a 1800 rpm. O botéo celular foi entdo ressuspendido em 5 ml de
DMEM com 10% de SFB, e a concentracéo celular foi ajustada para
1X106 células/ml e colocadas em novas garrafas para crescimento.
Ap6s dois repiques, as células foram utilizadas nos diversos ensaios
ou congeladas para uso posterior.

# Pacientes Sexo # Transfusdes # Gestagdes #Tx Data Tx Duracao do Tipo doador Imunossupressao
enxerto

1 F 10 6 1 19/09/00 23 Falecido CsA, Pred, MMF
2 M 0 0 1 10/08/01 58 Falecido CsA, Pred, MMF
3 F 0 0 1 11/11/98 9 Vivo ndo parente CsA, Pred, Aza
4 M 0 0 1 20/10/00 65 Falecido CsA, Pred, Aza
5 M 1 0 2 20/10/00 65 Falecido CsA, Pred, MMF
6 M 0 0 1 11/12/01 2 Vivo parente CsA, Pred, Aza
7 F 0 0 2 02/09/99 15 Falecido CsA, Pred, Aza
8 M 0 0 2 26/07/00 10 Vivo parente CsA, Pred, MMF
9 M 0 0 1 18/11/96 1 Falecido CsA, Pred, Aza
10 F 0 0 1 15/09/02 4 Falecido FK, Pred, MMF
1 F 0 3 2 09/12/00 4 Falecido CsA, Pred, Aza
12 M 0 0 2 03/03/04 1 Falecido CsA, Pred, MMF

F: feminino;, M: Masculino; Tx: Transplante; CsA: ciclosporina: Pre: prednisona; Aza: azatioprina, MMF: micofenolato mofetil; FK: tacrolimus
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Pesquisa de anticorpos anti-célula endotelial em amostras
de soro de individuos saudaveis

Para defini¢do de um pool de soros como controle negativo para
posterior analise das amostras de soro e eluato dos pacientes, foram
analisadas 15 amostras de soro de individuos saudaveis do sexo
masculino, ndo transfundidos quanto a presenca de anticorpos de
anti-célula endotelial. As amostras foram analisadas por citometria
de fluxo e os resultados foram obtidos em mediana de intensidade
de fluorescéncia (MIF). Apos ter sido confirmada auséncia de
anticorpos anti-endotélio nas 15 amostras de soro, foi entdo feito
um pool e utilizado como controle negativo para as amostras de
pacientes a serem testadas.

Para determinarmos o valor de corte de reatividade para analise
das amostras de soro e eluatos renais, foi utilizada a mediana de
intensidade de fluorescéncia do controle negativo (pool de soros de
individuos saudaveis), seguida de dois desvios-padrio tanto para
anticorpo do isotipo IgG quanto anticorpo do isotipo IgM.

Deteccdo de anticorpos anti-célula endotelial por citometria
de fluxo

As células de linhagem EAHy.926 foram distribuidas na
concentragdo de 3 x 10° células/pogo em placa de 96 pogos com
fundos em U. As placas foram centrifugadas a 1800 rpm durante
cinco minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram desprezados e 0s
botGes celulares foram homogeneizados em um agitador de placas.
Em seguida, as células foram incubadas durante 30 minutos a 4°C no
escuro com 25 pl de cada soro pré-transplante, pré-rejeicao, eluatos,
controle negativo (pool de soros de individuos saudaveis), controle
positivo (pool de soros de pacientes altamente sensibilizados para
antigenos HLA) por 30 minutos a 25°C. Foram pesquisadas as
expressdes dos antigenos HLA-classe I (B2microglobulina marcado
com FITC diluido1\100), HLA-classe 1l (HLA DR marcado com
FITC diluido 1\50) e antigeno especifico de célula endotelial (ECA,
a endoglina marcada com FITC diluido 1\25). Ap6s o periodo de
incubacdo, as células foram lavadas trés vezes em tampéo FACS
por centrifugagdo a 1800 rpm durante cinco minutos. Em seguida,
foram ressuspensas em 400 pl do mesmo tampéo e mantidas a 4°C
até o momento da aquisi¢do. Foi utilizado o programa CellQuest™
(FASCalibur, Becton&Dickinson Immunocytometry Systems, San
Jose, California, EUA) para aquisi¢do e analise dos dados. Foram
adquiridas 10.000 células na regido de interesse (regido de células
endoteliais) selecionadas por tamanho (FSC, do inglés, forward
scatted, dispersdo frontal) e granulosidade (SSC, do inglés, side
scatted, dispersdo lateral) e analisada em mediana de intensidade
de fluorescéncia (MIF).

Teste da acdo da IVIg sobre os AACE

Todos os eluatos considerados positivos para pesquisa de AACE
foram retestados com e sem tratamento com IV 1g, através de prova-
cruzada por citometria de fluxo. Os eluatos foram diluidos em IVIg
(L:2). Cinguenta microlitros do volume inicial do eluato foram
adicionados a igual volume de 1VIg (50mg/ml) em tubo Fisher,
seguidos de incubagdo por 1h a ToA (temperatura ambiente), sob
agitacdo a cada 10min. Como controle, os eluatos foram também
diluidos com RPMI (mesma dilui¢do). Os eluatos diluidos (com
IVIg e RPMI) foram entdo retestados para a presenca de AACE
por citometria de fluxo utilizando a linhagem EAHy.926 como
fonte antigénica.
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Andlise Estatistica

Para analise estatistica, foi empregado o Teste de Wilcoxon
Sinalizado. A significancia estatistica foi atribuida para valores do
p inferior a 0,05 (p < 0,05).

RESULTADOS
Andlise histopatoldgica das bidpsias renais

Das 11 bidpsias renais reclassificadas, quatro foram biopsias
percutdneas e sete de rins nefrectomizados. Nas biopsias
percutaneas, um caso foi diagnosticado como Banff 1A, um como
Banff 111, um como trombose de veia renal e em um caso néo foi
possivel a classificag@o devido a extensa necrose do parénquima..
Nas bidpsias de rins nefrectomizados, dois casos também néo
foram classificados devido a necrose total do parénquima, trés
foram classificados como BanffIII, um como Banff1IB € um como
rejeicdo cronica Il (CAN 11, Chronic Allograft Nephropathy I1)
(Tabela A). Em um caso nao foi possivel obter o resultado da analise
histopatoldgica por esta ter sido realizada em outro centro.

Pesquisa de anticorpos anti-HLA contra os antigenos HLA
do doador

A pesquisa de anticorpos anti-HLA doador-especificos foi realizada
através de provas-cruzadas contra linfocitos T, linfécitos T+AGH
e linfécitos B, utilizando as amostras de soro pré-transplante para
confirmacdo de resultados, pré-rejeicdo e pos-nefrectomia, bem
como os eluatos renais.

Nenhuma das amostras (soros e eluatos) foi positiva nas provas-cruzadas,
indicando auséncia de anticorpos anti-HLA doador-especificos.

Pesquisa de anticorpos anti-célula endotelial em eluatos
renais

Dos 12 eluatos analisados, nove (75%) foram positivos para presenca
de AACE do isotipo IgG (eluatos 1, 2, 3 /4,5, 6, 7,8 e 9) (Figura 1),
sendo que nos eluatos 4 e 6, além de IgG foram também detectados
anticorpos do isotipo IgM (Figura 2).

Figura 1. Pesquisa de anticorpos anti-célula endotelial isotipo IgG nos
eluatos renais por citometria de fluxo. Foi utilizado conjugado anti-lgG-FITC
e como fonte de célula endotelial a linhagem EAHy.926 Foram consideradas
positivas MIF acima de 148.
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Figura 2. Pesquisa de anticorpos anti-célula endotelial isotipo IgM nos
eluatos renais por citometria de fluxo. Foi utilizado conjugado anti IgM-PE e
como fonte de célula endotelial a linhagem EAHy.926 Foram consideradas
positivas MIF acima 153 para anticorpos do isotipo IgM.
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Pesquisa de anticorpos anti-célula endotelial no soro pré-
transplante e pré-rejeicéo

Foram analisados um total de 16 soros: 12 pré-transplante, quatro
pré-rejei¢do (amostras 1, 2, 3 e 9) para verificar a presenga de
anticorpos do isotipo IgG e/ou IgM . Essa pesquisa foi realizada
por citometria de fluxo utilizando como fonte antigénica a
linhagem EAHy.926.

Nenhum dos soros pré-transplante foi positivo para anticorpos
IgG (Figura 3) e/ou IgM (Figura 4) contra a linhagem endotelial.
J&, trés dos quatro soros pré-rejei¢do (75%), foram positivos
para anticorpos do isotipo IgG (Figura 5), sendo um deles com
positividade limitrofe, porém, nenhum dos soros foi positivo
para anticorpos do isotipo IgM (Figura 6).

Figura 3. Pesquisa de anticorpos anti-célula endotelial do isotipo IgG em
amostras de soros pré-transplante por citometria de fluxo. Foi utilizado
conjugado anti-lgG-FITC e como fonte de célula endotelial a linhagem
EAHy.926.Foram consideradas positivas MIF acima de 136.
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MIF: mediana de intensidade de fluorescéncia; CN: controle negativo,
CP: controle positivo.

Figura 4. Pesquisa de anticorpos anti-célula endotelial do isotipo IgM em
amostras de soros pré-transplante por citometria de fluxo. Foi utilizado
conjugado anti IgM-PE e como fonte de célula endotelial a linhagem
EAHy.926. Foram consideradas positivas MIF acima de 128.
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Figura 5. Pesquisa de anticorpos anti-célula endotelial do isotipo IgG
em amostras de soros pré-rejeicdo por citometria de fluxo. Foi utilizado
conjugado anti-IgG-FITC e como fonte de célula endotelial a linhagem
EAHy.926. Foram consideradas positivas MIF acima de 136.
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() : dias antes do diagndstico de rejeigcao.

Figura 6. Pesquisa de anticorpos anti-célula endotelial do isotipo IgM
em amostras de soros pré-rejeicdo por citometria de fluxo. Foi utilizado
conjugado anti-lgM-PE e como fonte de célula endotelial a linhagem
EAHy.926. Foram consideradas positivas MIF acima de 128.
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Efeito da IVIg no bloqueio dos anticorpos anti-célula
endotelial

Para verificar in vitro o efeito da IV Ig sobre os anticorpos anti-célula
endotelial, foi realizada prova-cruzada por citometria de fluxo dos
eluatos que foram positivos contraa linhagem EAHy.926 (2, 3,4, 5,6, 7,
8e9). Paratanto, os eluatos foram diluidos em 1:2 com IVIg (50mg/mi
final) e RPMI (como controle). Posteriormente, os eluatos e a linhagem
EAHy.926 foram incubados por 1ha T°A. Em todos 0s oito casos houve
significancia estatistica quando comparados com a diluig¢do 1:2 com
IVIg e RPMI (p< 0,012) (Figura 7), demostrando que a 1VIg tem a
capacidade de bloguear a ligagdo dos AACE na célula-alvo.

Figura 7. Andlise por citomeria de fluxo do bloqueio in vitro dos anticorpos
anti-célula endotelial presentes nos eluatos renais com o uso da IVlg. Como
diluente controle foi utilizado RPMI.
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DISCUSSAO

Apesar dos avangos alcangados ao longo destes anos no que diz
respeito aos métodos de detecgdo de anticorpos anti-HLA e ao
desenvolvimento de drogas imunossupressoras cada vez mais eficazes
e menos nefrotoxicas, o transplante renal ainda é confrontado com
problemas de rejei¢do imunoldgica. De acordo com a literatura,
cerca de 5-8% dos enxertos renais sdo perdidos nos dois primeiros
meses pos-transplante por mecanismos mediados por anticorpos ndo
detectados pelo teste de citotoxicidade dependente de complemento
convencional e nem por técnicas mais sensiveis.?*%

Frente a ocorréncia de perda precoce do enxerto renal entre irmaos
HLA idénticos e até entre gémeos com prova-cruzada negativa
contra linfdcitos, avangou-se na hipétese do envolvimento de outros
antigenos ndo-HLA atuando no processo de rejeicdo,??” dentre 0s
quais se destaca o sistema endotelial.

Uma das linhas de pesquisa de nosso laboratério foi direcionada
ao estudo de resposta humoral contra antigenos de sistemas
secundarios que pudessem interferir no enxerto, principalmente
os do sistema endotelial.

Estudo inicial desenvolvido em nosso centro demonstrou que pode
ocorrer rejei¢do vascular irreversivel em pacientes que receberam
enxertos provenientes de irmdos gémeos HLA idénticos com
prova cruzada negativa.?® Outro estudo realizado por nosso grupo’
pesquisou o envolvimento de anticorpos anti-célula endotelial em
22 eluatos provenientes de enxertos nefrectomizados apds perda
da funcdo renal causada por rejeigdo irreversivel. Em oito dos
nove (88,8%) eluatos provenientes dos enxertos de pacientes com
rejeicdo vascular foram detectados anticorpos do isotipo IgM, que
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se ligavam as células endoteliais humanas. Portanto, ndo foram
detectados anticorpos anti-células endoteliais nos 13 eluatos
perdidos por outros tipos de rejeicéo.

No presente trabalho foram estudadas amostras de soros dos 12
pacientes que perderam seus enxertos nos primeiros trés meses
pos-transplante, sendo que 11 foram perdidos por rejei¢do humoral
e um por trombose venosa. Para verificar a presenca de anticorpos
anti-HLA doador-especificos em soros pré-transplante - para
confirmacao de resultados prévios, pré-rejeicao e pos-nefrectomia,
bem como nos eluatos renais, foi realizada prova cruzada contra
linfécitos T, T + AGH e linfécitos B. Nenhuma das amostras (soros
e eluatos) foi positiva nas provas-cruzadas, indicando auséncia de
anticorpos anti-HLA doador-especificos e, portanto, o provavel
envolvimento daqueles anticorpos na perda dos enxertos.

Em nove dos 12 eluatos (75%) foi detectada forte reatividade contra
as células EAHy926, sugerindo claramente o envolvimento de
AACE na perda dos enxertos. Nos nove eluatos positivos (1-9), os
anticorpos eram do isotipo IgG, sendo que em dois deles (4 e 6)
houve participacdo de AACE do isotipo IgM.

A predomindncia de anticorpos do isotipo IgG esta de acordo com
outros estudos associados com rejeigdo renal.?>%2 No entanto, outros
grupos, ¥ incluindo o nosso, mostraram predominio de anticorpos
do isotipo IgM.

O fato de detectar AACE em eluatos de enxertos com duracdo de
apenas dois dias (caso 6, transplante com doador vivo irmdo HLA
idéntico) permite elaborar uma hipétese sobre a proposta de Le
Bas-Bernadet et al * pelo menos alguns AACE sdo anticorpos
IgM naturais pré-existentes a baixos titulos. Com o contato
antigénico apos o transplante, pode ocorrer rapido desenvolvimento
de anticorpos IgG a alto titulo, especificos para os antigenos das
células endoteliais do enxerto. Com a falta de contato antigénico
apés a retirada do enxerto, os niveis dos AACE 1gG voltam a
cair, justificando assim o restrito niimero de soro pés-nefrectomia
reativo contra EAHy926 encontrado. Em apenas trés casos foram
detectados AACE, sendo que em dois houve coincidéncia com a
reatividade dos respectivos eluatos. Os resultados obtidos com as
amostras de soro pré-transplante — todos negativos para AACE —
também refor¢cam a nossa hipdtese.

Um dado importante deste estudo foi a possivel deteccdo de AACE
em trés das quatro (75%) amostras de soro coletadas um, cinco e
11 dias antes do diagndstico de rejei¢do. Vale ressaltar que apenas
um soro foi negativo na pesquisa de AACE na pré-rejeicéo, talvez
devido a coleta do soro ter sido muito distante do diagndstico
clinico de rejeicéo (33 dias). Esse dado € de grande valia, inferindo
sobre um possivel beneficio através do monitoramento de pacientes
transplantados para detecgdo de AACE no pés-transplante, e assim,
no futuro, delinear estratégias de prevencdo e tratamento das
rejeicBes causadas por esses anticorpos.

Em sete dos nove casos foi possivel realizar retrospectivamente a
pesquisa de C4d. Todos 0s casos resultaram negativos, sugerindo
a participagdo de anticorpos néo fixadores de complemento.

Investigamos também neste trabalho a possibilidade de uma
estratégia de prevencgdo ou reversao de rejei¢do causada por AACE
através de um teste in vitro para verificar o potencial efeito da IVIg
sobre aqueles anticorpos.

Para verificar in vitro o efeito da inibic&o da 1V 1g sobre anticorpos anti-
célula endotelial foi realizada prova-cruzada por citometria de fluxo
com eluatos previamente diluidos com 1V1g e RPMI, como controle.
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Os eluatos positivos contra a linhagem EAHyY.926 (2, 3,4, 5,6,7,8¢
9) foram testados por citometria de fluxo com ou sem adigdo daIVIg,
para verificar sua capacidade de bloquear a ligagao dos anticorpos
anti-célula endotelial na célula-alvo. Em todos o0s oito casos, a
adicdo de IVIg in vitro levou a uma forte diminui¢do da ligagdo dos
anticorpos com a célula-alvo. Esses dados séo 0s primeiros relatos
na literatura, mostrando o efeito inibidor da IVIg in vitro sobre a
ligagdo dos AACE com a célula-alvo. A mais provavel causa dessa
inibicdo é a presenca de anticorpos antiidiotipo na formulacéo da
IVIg. Em todos os oito casos houve significancia estatistica quando
foram comparadas as diluicbes com IVIg e RPMI, (p< 0,012),
demonstrando que a IV Ig tem capacidade de bloquear a ligagdo dos
AACE na célula-alvo. Para a analise estatistica foi empregado o Teste
de Wilcoxon Sinalizado. A significancia estatistica foi atribuida para
valores de p inferiores a 0,05 (p<0,05).

Os dados deste trabalho sugerem que é possivel detectar os AACE pelo
menos antes do diagndstico de rejeigdo, e que o uso de I[VIg podera ser
eficaz no tratamento de rejei¢do causada por esses anticorpos, se 0s
excelentes resultados obtidos in vitro forem confirmados in vivo.

CONCLUSOES

Os dados deste trabalho confirmam os achados dos estudos
precedentes sobre uma provavel participacdo de A ACE na rejeigao
humoral com perda de enxerto.

E possivel detectar esses anticorpos dias antes do diagnéstico
clinico da rejeicdo, avancando a possibilidade de um
monitoramento imunoldgico no p6s-transplante para deteccdo de
AACE. Esse monitoramento poderia ser de grande importancia
para o diagnéstico da rejeicdo humoral causada por esses
anticorpos. Esse tipo de rejeicdo é de dificil diagnostico,
considerando que os mesmos ndo sdo detectados com provas-
cruzadas utilizando linfécitos como fonte antigénica, e pelo
menos parte deles ndo ativa o complemento, ndo permitindo
assim o diagndstico pelo C4d.

Pela primeira vez na Literatura Internacional foi demonstrado que
a adigdo de 1VIg leva ao blogueio dos AACE com a célula-alvo,
abrindo a possibilidade de tratamento da rejeicdo humoral mediada
por esses anticorpos.

ABSTRACT

There is increasing evidence that antibodies driven against non-HLA antigens of endothelial cells (AECA) are associated to the transplant
rejection. Purpose: 1. To assess the presence of AECA in eluates in kidneys lost from non-HLA antibodies mediated rejection; 2. To verify
the possibility if those AECA could be detected in the pre-transplant and pre-rejection sera; 3. To verify the potential inhibitory activity of
the IVVIg on such antibodies. Methods: Platelet-absorbed sera and eluates from 12 renal allografts were tested by flow cytometry against
the endothelial/epithelial hybridoma cell line EAHy.926. Positive eluates were then tested with or without the addition of an intravenous
polyvalent immunoglobulin preparation (1VV1g). Results: The absence of anti-HLA antibodies against the donor was ascertained at the
transplant, at rejection, and before and after the transplantectomy by negativity of the cross matches performed using the most sensitive
techniques. Antibodies from nine eluates bound to EAHy.926. In seven out of nine cases, the C4d deposition was not found. These AECA
were not detected in the pre-transplant sera. However, 2 out of 4 pre-rejection sera were positive for AECA, and one showed a borderline
reactivity. In 9 cases, the addition of 1V1g led to a strong decrease of AECA the binding. Conclusion: These data showed that AECA may
be associated to humoral rejection. The detection of such antibodies in pre-rejection sera opens the possibility of a new immune monitoring.
The use of 1VIg to block the binding of such antibodies to the target cells can thus offer a potential therapy for humoral rejections.

Keywords: Graft Rejection; Endothelial Cells, Antibodies, Kidney Transplantation
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ISOLATED PANCREATIC TRANSPLANTATION IN A BRAZILIAN CENTRE

Transplante isolado de pancreas em um centro brasileiro

Jodo Eduardo Nicoluzzi?, Fabio Silveira’, Fabio Porto!, Matheus Macri?

ABSTRACT

Purpose. Simultaneous pancreas-kidney transplantation (SPK) is an accepted treatment for patients with type 1 diabetes mellitus and end-
stage renal disease. Modern immunosuppression and biopsy techniques have improved the success of pancreas alone (PA) transplantations
to the point where the outcome is now equivalent to that of SPK. Methods. From 120 pancreas transplants at Angelina Caron Hospital
since 2001, 12 were PA transplants. Results. Patient and graft survival rates at 1 year were respectively 83 % and 75 %. Two patients died
due to sepsis in the first and second month after surgery, both with functioning grafts. One graft was lost due to venous thrombosis during
the fist transplant week. Patient survival rate was 100 % at hospital discharge. Conclusion. The present report describes our data with PA
transplantation with fine results for a limited experience in such transplantation modality.
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INTRODUCTION

Simultaneous pancreas-kidney transplantation (SPK) is an accepted
treatment for patients with type 1 diabetes mellitus and end-stage
renal disease. Both the American Diabetes Association and the
American Society of Transplant Surgeons have approved pancreas
transplantation as an acceptable alternative to exogenous insulin
therapy in this setting.%? Modern immunosuppression and biopsy
techniques have improved the success of pancreas alone (PA)
transplantations to the point where the outcome is now equivalent
to that of SPK.2 The favorable results allowed extending the limits
for recommending PA transplant. With its higher success rates,
it began being offered to patients at an earlier stage of secondary
chronic complications resulting from diabetes mellitus, in an
attempt to improve the quality of life and to modify the natural
course of the disease.*

In Brazil there are only 4 centers performing PA transplantation. The
present paper aims to report the experience on PA transplantation
at Angelina Caron Hospital, Brazil.

PATIENTS AND METHODS

Population of the study. From 120 pancreas transplants at Angelina
Caron hospital since 2001, 12 were PA transplants, performed
between August 1, 2003 and February 24, 2007. These 12 transplants
are the aim of this analysis. All of these patients had at least two
chronic complications of diabetes, being the most frequent labile
type 1 diabetes mellitus.

All of these 12 patients were first transplants. There were 8 female
and 4 male recipients. The mean age at the diagnosis of diabetes was

JBT J Bras Transpl. 2008; 11:869-871
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1347 years; the mean duration of the disease was 20+8 years. The
mean age at transplantation was 35+8years (range, 23-49 years).

The method to manage the pancreas exocrine secretions was bladder
drainage in all recipients.

Immunosuppression. Thymoglobulin (0.5 mg per kg of body weight)
was used as induction therapy in a 7-day course. Tacrolimus (0.1 to
0.2 mg/kg) was divided in two doses; mycophenolate mofetil (2g/day)
was divided in 2 to 4 doses, and prednisone was also employed in all
cases. The tacrolimus levels were adjusted to achieve whole blood
levels of 8-12 ng/ml for the fist 6 months and 5-10 ng/ml thereafter.

Rejection diagnosis and treatment. Rejection has been defined by
a 25% or more decrease in the urinary amylase levels from the
baseline in two consecutive measurements or by diagnosis from
a biopsy. Pancreas rejection episodes were treated with a 7-day
course of anti-T-cell therapy.

RESULTS

Patient and graft survival. The patient and graft survival rates at
1 year were respectively 83 % and 75 %. Two patients died due
to sepsis in the first and second post-surgery month, both with
functioning grafts.

One graft was lost due to venous thrombosis during the first
post- transplant week. Patient survival rate was 100 % at the
hospital discharge.

Percutaneous transplant biopsy was liberally used to improve the
accuracy of rejection episodes. Among 9 PA patients (two were
excluded due to death and 1 for presenting early thrombosis), 4
of them had a pancreas biopsy performed respectively 6 months
after the transplantation in three patients and 9 months in one of
them due to a persistent hyperamylasemia and hypoamilasuria,
and 3 showed rejection requiring rejection treatment. It was found
moderate rejection in those patients with arterial endothelitis or
vasculitis. The pancreas rejection episodes were treated with a 7-day
course of anti-T-cell therapy. No graft was lost due to rejection. All
patients with functioning grafts were insulin-independent, with

no glucose dietary restriction and with significant improvement
on their quality of life.

DISCUSSION

In the beginning, SPK transplantation was considered controversial,
but since late 1980s, it has become a widely accepted and applied
treatment option for selected uremic patients with diabetes,
since remarkable progress has been achieved in the field of PA
transplantation over the last few years. The high success rates now
attained are due to the contribution of the new immunosuppressive
regimens employed and more aggressive rejection diagnosis
methods. In the end of the last decade, some centers already reported
PA and SPK graft survival rates between 85 and 90% at the end
of the first year.?

Opponents of the PA transplantation have argued that its long-
term impact on secondary complications is not quite clear.
Most pancreas recipients undergo a SPK when they experience
secondary complications in far advanced stage. Even so, the diabetic
neuropathy improves or stabilizes most of the pancreas recipients;®
the high incidence of sudden death among patients with autonomic
neuropathies is also reduced after the transplantation.®

In contrast, the impact of the pancreas transplant on nephropathy and
retinopathy is controversial. Diabetic neuropathy tends to stabilize
in pancreas recipients with long-term functioning grafts, but the
progression of advanced retinopathy does not change in the first 3
after-transplant years.” Serial biopsies of the native kidney after a
successful PA showed slight progression of diabetic neuropathy at 5
years.®® However, recent data shows that 10 years after a successful
PA transplant, the diabetic neuropathy seems to improve.*®

CONCLUSION

The present report describes our data on PA transplantation presenting
fine results as initial experience. We expect that such transplant modality
becomes an effective treatment in our country for very selected type 1
diabetic patients with secondary complications of the disease.

RESUMO

Objetivo. O transplante simultaneo de pancreas-rim é um tratamento aceito para diabéticos do tipo 1 com insuficiéncia renal cronica. As
drogas imunossupressoras atuais aliadas a biopsia do enxerto melhoraram o resultado do transplante pancreatico solitario, a um ponto
similar ao transplante simultaneo de rim-pancreas. Métodos. De 120 transplantes pancreéticos realizados no Hospital Angelina Caron desde
2001, 12 foram transplantes solitarios. Resultados. As sobrevidas apds um ano de paciente e enxerto foram respectivamente 83% e de 75%.
Dois pacientes morreram de sepsis no primeiro e segundo més pos-cirurgia, ambos com enxertos funcionantes. Um enxerto foi perdido
por trombose venosa ainda na primeira semana pds-transplante. A sobrevida dos pacientes foi de 100% até a alta hospitalar. Conclusao.
O presente estudo descreve nossos resultados no transplante isolado de pancreas com resultados satisfatorios para uma experiéncia ainda

limitada nessa modalidade de transplante pancreatico.

Descritores: Transplante de Pancreas; Transplante; Pancreas.
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CUIDADOS DE ENFERMAGEM NA ADMINISTRACAO DE MEDICAMENTOS
IMUNOSSUPRESSORES NO TRANSPLANTE DE FIGADO: REVISAO
DA LITERATURA

Nursing care on immunosuppressive drugs administration on liver transplantation:
literature review

Karina Dal Sasso-Mendes, Renata Cristina de Campos Pereira Silveira, Patricia Abrahdo Curvo, Cristina Maria Galvdo

RESUMO

Objetivo: Buscar as evidéncias disponiveis na literatura sobre a administracdo de medicamentos imunossupressores, com enfoque no
cuidado de enfermagem no transplante de figado. Método: A revisdo integrativa da literatura foi 0 método de pesquisa utilizado. Para a
realizacdo da busca eletronica, foi utilizada a Internet para acessar as bases de dados MEDLINE e CINAHL. Os descritores utilizados
foram: agentes imunossupressores, cuidados de enfermagem e transplante de figado. Os critérios de inclusdo dos artigos selecionados
foram: artigos que retratam a administracdo de medicamentos imunossupressores no transplante de figado publicados no periodo de
1988 a 2008 e artigos no idioma inglés, portugués e espanhol. Foi selecionada uma amostra final de oito artigos Resultados: Além da
administracdo dos medicamentos, a enfermagem ¢ responsavel pela monitorizagao dos resultados, prevengdo de complicagdes e ensino aos
pacientes sobre o uso de imunossupressores. A ciclosporina e o tacrolimus sao indicados como tratamento profilatico da rejei¢do de 6rgaos
transplantados e no tratamento da rejeicdo cronica. Conclusao: A administragdo de medicamentos no transplante de figado envolve ndo
somente a administragdo dos faArmacos em si, mas também um processo de educagdo em satde, que permite aos pacientes e familiares a
implementacdo correta da terapia medicamentosa no domicilio com o menor risco possivel.

Descritores: Cuidados de Enfermagem; Transplante de Figado, Imunossupressores.

INTRODUCAO

A administracéo de medicamentos é uma das importantes fungdes
que os enfermeiros envolvidos em programas de transplante de
figado realizam no periodo perioperatério. Envolve ndo somente
a administracdo dos farmacos em si, mas também um processo de
educacdo em salde, que permite aos pacientes e seus familiares a
implementacéo correta da terapia medicamentosa no domicilio com
0 menor risco possivel, principalmente em relagdo a administracdo
de imunossupressores.

Um dos fatores que permitiu um aumento da expectativa de vida
apos o transplante de figado foi o surgimento de medicamentos
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imunossupressores no combate a rejei¢do do 6rgdo transplantado,
tais como a ciclosporina e o tacrolimos, amplamente utilizados no
mundo. Desse modo, é de suma importancia que os enfermeiros
que realizam cuidados de enfermagem em programas de
transplantes de figado tenham o conhecimento sobre a indicagéo,
mecanismos de acdo, vantagens e desvantagens, vias de
administracao, efeitos colaterais e cuidados necessarios, quanto
ao uso dessa terapéutica.?

Desse modo, o objetivo do presente estudo foi buscar as evidéncias
disponiveis na literatura sobre a administragdo de medicamentos
imunossupressores, com enfoque no cuidado de enfermagem no
transplante de figado.
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integrativa da literatura

METODO

Para a elaboracdo da revisdo integrativa foram percorridas as
seguintes etapas: identificagdo do tema, amostragem ou busca na
literatura, extracdo dos dados dos estudos incluidos, avaliagdo dos
estudos, interpretacdo dos resultados e a sintese do conhecimento
ou apresentacdo da revisdo integrativa.* 5

A pergunta norteadora da revisao consistiu em: quais os cuidados
de enfermagem na administrag@o de farmacos imunossupressores
no transplante de figado?

Para a selecdo dos artigos incluidos na revisdo foi utilizada a
internet, para acessar as bases de dados on-line: Medical Literature
Analysis and Retrieval Sistem (MEDLINE) e Cumulative Index
to Nursing and Allied Health Literature (CINAHL), por meio das
palavras-chave: cuidados de enfermagem, transplante de figado
e imunossupressores. Para reduzir os vieses durante a busca dos
artigos foram utilizadas as palavras-chave contempladas no Medical
Subject Headings (MeSH) e na List of Topical Subheadings do
CINAHL Information Systems.

Os critérios de inclusdo determinados foram: artigos que retratam
o cuidado de enfermagem na administragdo de imunossupressores
no transplante de figado, publicados no periodo de 1988 a 2008
nos idiomas portugués, inglés e espanhol. Realizamos a leitura do
titulo e do resumo dos 19 artigos identificados frente a pergunta
norteadora e os critérios de inclusdo adotados e selecionamos
uma amostra final de oito artigos que foram analisados na integra.
A extragdo dos dados dos artigos foi feita com o auxilio de um
instrumento de coleta de dados elaborado pelos autores.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em 1972, a ciclosporina foi extraida do fungo Tolypocladium
inflatum Gams, mas so foi liberada para uso clinico a partir de 1983.
E indicada como profilaxia para rejei¢do de 6rgios transplantados
(principalmente figado, rins e coragdo) e para o tratamento da
rejeicdo. Em 1994, o tacrolimos (também chamado Prograf ou
FK 5506) recebeu aprovagdo do Food and Drug Administration
(FDA) para ser utilizado comercialmente para o tratamento
da rejeicdo no transplante de figado. Foi extraido do fungo
Streptomyces isukubaensis, existente unicamente no Japdo. Ambos
o0s medicamentos sdo combinados com corticosterdides.> 57

O mecanismo de acdo da ciclosporina e o do tacrolimos sédo
semelhantes e envolvem a inibicdo da ativagdo das células T, que
é reversivel com a descontinuidade do uso do imunossupressor.
Quando ciclosporina ou tacrolimos esta presente, ela atravessa
a membrana plasmatica das células T e se liga aos receptores
citoplasmaticos. O complexo resultante receptor-ligante ¢ um potente
inibidor de calcineurina. Essa inibigdo da calcineurina previne a
ativacdo das células T e a transcrigdo dos genes responsaveis pela
mobilizacdo do sistema imune para rejeicdo de 6rgdos.>”

A ciclosporina pode ser administrada pelas vias endovenosa (EV) e
oral. Quando administrada EV, deve ser diluida com solugdo salina
ou de dextrose antes de sua administracdo. A solucdo oral pode
ser misturada com leite ou suco de frutas, imediatamente antes de
ser administrada. Os principais efeitos colaterais sdo hirsutismo,
tremores, prejuizo da funcdo renal, prejuizo da fungdo hepatica,
hipertensdo, hipercalemia, distdrbios gastrintestinais, retengédo
de liquidos e hiperplasia gengival. Sua absorcdo no intestino
é dependente da presenca de bile; desse modo, pacientes que

realizaram reconstrucdo biliar apresentam com frequéncia uma
diminuicdo da absorg¢do da ciclosporina oral.”

O tacrolimos também estd disponivel para administragdo oral e EV.
O efeito colateral mais comum associado ao seu uso é o tremor de
extremidades; outros efeitos colaterais freqlientemente observados
sdo: necrose arterial, prejuizos dos rins e figado, e indugéo ao estado
diabético. Tal medicamento ndo estd associado com hiperplasia
gengival e hirsutismo. Quando ingerido com alimentos, apresenta
diminuicdo de sua absorcédo no intestino.® ™8

A administracdo EV da ciclosporina e do tacrolimos deve ser
supervisionada pelo enfermeiro. Esses medicamentos podem ser
diluidos em solugdo salina estéril ou solugao de dextrose 5%. Nos
primeiros 30 minutos da infuséo e em intervalos subsequentes, o
enfermeiro deve avaliar sinais e sintomas de anafilaxia. A solugdo
oral da ciclosporina ndo pode ser refrigerada e deve ser utilizada
dentro de dois meses, apds aberto o frasco. Alguns pacientes nao
suportam o sabor da ciclosporina (base de 6leo de oliva), podendo
assim ser diluida em bebidas, tais como leite, leite com chocolate
e suco de frutas citricas. Entretanto, deve ser evitada sua diluicéo
com suco de abacaxi e de mamao, ja que ambos contém enzimas
proteoliticas que podem interferir na absor¢éo dos farmacos. O uso
com suco de toranja (uma fruta comum nos EUA) pode aumentar
as concentracdes de ciclosporina no sangue. Outra recomendagao é
sua administracdo em copos de vidro, para prevenir a aderéncia do
medicamento na superficie (0 que ¢ comum em caso de uso de copos
de material plastico). Nesse caso, deve-se colocar primeiro o diluente
(suco), depois a ciclosporina, e misturar imediatamente.? 37

Outra solugdo oral disponivel sdo as capsulas gelatinosas de
ciclosporina. Sua vantagem ¢ a facil administragdo, uma vez que
ndo € necessario manipular a dosagem do medicamento. Apresenta
maior palatabilidade, evita perda de tempo em dilui¢Ges e é mais
facil de ser aceita pelos pacientes. As capsulas s6 devem ser
retiradas da embalagem individual imediatamente antes do uso,
a fim de manter a estabilidade do principio ativo. Elas devem ser
administradas em intervalos regulares de tempo, uma vez que
alimentos interferem na absorcdo da droga no estémago. Sua
absorcéo pelos pacientes transplantados de figado € menor, devido
a diminuigdo da producdo de bile no p6s-operatério. Diferente da
ciclosporina, a ingestdo oral de capsulas de tacrolimos ndo necessita
desses cuidados para sua correta administracdo.?’

O enfermeiro deve ser cauteloso na administraco de ciclosporina
e de tacrolimos, principalmente quando precisar administrar
também outras drogas nefrotdxicas (como anfotericina B,
aminoglicosideos ou cisplatina), a fim de prevenir complicagdes
renais. Quando for necessaria a substitui¢ao de imunossupressores
(por exemplo, tacrolimos pela ciclosporina), deve ser dado um
intervalo de 24 horas para administrar o novo fairmaco para
prevenir o agravamento da nefrotoxicidade.?”

Além desses aspectos, o enfermeiro deve estar atento ao uso de
medicamentos que possam aumentar os niveis séricos da ciclosporina
e do tacrolimos. Tais medicamentos incluem o verapamil,
nicardipina, miconazole, quetoconazol, fluconazol, cimetidina,
eritromicina, metilpredinizona, diltiazem e metoclopramide. Esses
medicamentos competem com 0s imunossupressores, por se ligarem
a sitios do intestino que levam a diminuigdo do metabolismo, e,
conseqlientemente, ao aumento da absorc¢éo dos imunossupressores.
Em contrapartida, os medicamentos que podem diminuir os niveis
sangliineos da ciclosporina e do tacrolimos incluem o fenobarbital,
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a fenitoina, a rifampicina e a carbamazepina. Isso ocorre porque
tais drogas afetam o sistema do citocromo P-450.

O enfermeiro atua na monitorizagdo dos niveis séricos dos agentes
imunossupressores, uma vez que € a equipe de enfermagem que
realiza a administracdo dos medicamentos e a coleta de sangue
para analise laboratorial. Tal informagao ¢ essencial para prevenir
a rejeigdo e a toxicidade pelas drogas, ja que permite o ajuste da
dose pela equipe médica. No caso da ciclosporina, a coleta de
sangue pode ser realizada duas horas apés a administracdo da
dose, sendo a melhor maneira de se avaliar os niveis da droga
no sangue.?’ Vale ressaltar que os protocolos de administracdo
de medicamentos imunossupressores variam entre os diferentes
centros transplantadores.

No que se refere aos efeitos colaterais decorrentes do uso desses
medicamentos, o enfermeiro deve observar sinais e sintomas
indicativos de complicag¢des em casos especificos, como abaixo:

 insuficiéncia renal: observar alteragcdes dos niveis de uréia e
creatinina no sangue; avaliar as caracteristicas da diurese, como
coloracdo, presenca de hematdria e disdria; observar sinais e
sintomas de hipercalemia, que incluem fraqueza muscular,
depressdo do miocardio, mudancas do eletrocardiograma,
clicas abdominais e diarréia;

 rejeicdo do enxerto: observar temperatura (febre > 38,3° C sem
fonte de infeccdo); quando o dreno de Kher estiver presente,
observar diminuicdo do débito de bile e alteragdes de suas
caracteristicas: perda de apetite; desconforto abdominal;
fadiga; fezes esbranquigadas; urina escurecida (cor de cha);
presenca de artralgias e mialgias; presenca ou aumento de
ascite; elevag@o das enzimas hepaticas (bilirrubinas, alanina
aminotransferase ou ALT, aspartato aminotransferase ou AST
e fosfatase alcalina); preparar o paciente para a realizagdo de
uma bidpsia hepatica, preparar o paciente para re-transplante
de urgéncia, caso ocorra rejeicao grave;

« hiperplasia gengival: observar presenca de alteragdes na mucosa
oral; orientar o paciente a realizar uma boa higiene oral com
uso de fio dental e escovagdo com cerdas macias; encaminhar
0 paciente para avaliacdo no dentista para remocdo de placa
bacteriana; orientar quanto ao uso de antibidtico profilatico,
antes de qualquer tratamento dentario, conforme prescri¢ao
médica (devido ao estado de imunodepressdo).”

Devido a complexidade relacionada aos cuidados necessarios
aos pacientes submetidos a transplante de figado, os estudiosos
reforcam a necessidade de prioridades de ensino quanto ao uso
de imunossupressores. O enfermeiro deve informar os pacientes
sobre os seguintes aspectos: a o descontinuidade do uso de

imunossupressores sem consultar seu médico, a importancia de ir
as consultas médicas, observagao de sinais e sintomas de rejeigao,
monitoramento diario da pressao arterial, monitoramento dos sinais
e sintomas de hipercalemia (fraqueza muscular, dor abdominal,
diarréia, nauseas, taquicardia), monitorar sinais e sintomas de
hipomagnesemia (fraqueza muscular, constipacao, ileo paralitico
e arritmias cardiacas), evitar a administracdo de vacinas de virus
vivo, ndo engravidar e ndo amamentar durante o uso de agentes
imunossupressores, evitar exposicdo a agentes carcinogénicos
conhecidos (sol, cigarro, fumaca, dentre outros), devido ao aumento
do risco de desenvolver cancer, manter uma rotina de exames
ginecolégicos e gastroenterolégicos freqiientes.? 5 7°

O uso de medicamentos imunossupressores é vital para o sucesso
do transplante de figado. Estima-se que mais de 80% dos pacientes
desenvolvem algum tipo de rejeicdo ao longo do periodo pés-
transplante, seja aguda ou crdnica. A forma mais comum de
ocorréncia é a aguda, que se manifesta de sete a dez dias apds a
cirurgia. A forma cronica pode se desenvolver de meses a anos
apos o transplante. A chave para o tratamento da rejei¢do é o
reconhecimento precoce dos sinais e sintomas e iniciar o tratamento
medicamentoso o mais cedo possivel.

A combinag@o da bidpsia hepatica e dos resultados de exames
laboratoriais é a forma mais efetiva para seu diagnostico. A
necessidade de um re-transplante devido a um quadro de rejeigdo
que ndo responda ao tratamento ocorre em 5% dos casos.’® Uma
situacéo passivel de ocorrer relacionada ao uso de medicamentos
imunossupressores é a ndo-adesdo dos pacientes ao tratamento. Em
1997 foi publicada uma revisdo da literatura que buscou artigos
discutindo a adesdo de pacientes transplantados aos medicamentos.
No que se refere ao transplante de figado, os autores encontraram
que a ndo-adesdo ndo é freqliente nesses pacientes. Entretanto,
ressaltam os fatores de risco para ela, tais como: historico de
abuso de substancias, idade menor que 30 anos, problemas sociais
e econdmicos, além de depressdo e referem que todos esses fatores
estavam relacionados a perda do enxerto por ndo-adesdo. Em
pacientes transplantados com histérico de alcoolismo, a recidiva
do vicio no pos-operatorio também esta relacionada com a ndo
adesdo ao tratamento.**

CONCLUSOES

Aadministracdo de medicamentos no transplante de figado envolve
ndo somente a administragdo dos farmacos em si, mas, também
um processo de educacdo em salde, que permite aos pacientes e
familiares a implementacéo correta da terapia medicamentosa no
domicilio com o menor risco possivel.

ABSTRACT

Purpose: Searching for evidences available in the literature concerning the immunosuppressive drugs administration, focusing particularly
the nursing care in liver transplantation. Methods: The integrant literature review was the research method used for this study. The
internet was employed in order to conduct the electronic search on the MEDLINE and CINAHL databases. The keywords employed were:
immunosuppressive agents, nursing care and liver transplantation. Inclusion criteria for selection of articles included studies dealing with
immunosuppressive drugs administration on liver transplantation published between 1988 and 2008, in the English, Spanish and Portuguese
languages. A sample of eight scientific papers was selected. Results: In addition to drugs administration, the nurse is responsible for the
results monitoring, prevention of complications, and patient education regarding the immunosuppressive intake. Cyclosporine and tacrolimus
are indicated as prophylactic treatment against rejection of transplanted organs and for chronic rejection treatment. Conclusion: Drugs
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administration in liver transplantation is more than the sole drugs administration, but also a health education process, that allows to patients
and their families the adequate implementation of a harmless in-home pharmacological therapy.

Keywords: Nursing Care; Liver Transplantation; Immunosuppressive Agents.
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EXPERIENCIA INICIAL EM TRANSPLANTE DE INTESTINO DELGADO EM HOSPITAL
ESCOLA DE SAO JOSE DO RIO PRETO.

Report on the initial experience in small bowel transplantation at Sdo José do Rio Preto Medical
School Hospital

Renato Ferreira da Silva', Andréia Cristina de Paula’, Paulo César Arroyo Junior', Adriano Miziara Gonzales?, Julio Sérgio
Marchine®, William José Duca', Marcia Fumié Rocha’, Helen de Felicio', Mario Abbud-Filho* e Rita de Cdssia da Silva’

RESUMO

Faléncia intestinal ¢ a incapacidade do individuo de manter seu suporte nutricional e hidroeletrolitico por via digestiva. E decorrente de
grandes enterectomias ou de doencgas onde o intestino € incapaz de absorver adequadamente fluidos e nutrientes. Pacientes com faléncia
intestinal associada a sindrome do intestino curto, outras doengas funcionais com ma absor¢@o e complica¢des da nutri¢do parenteral total
(sepse de repeticao e trombose de um ou mais acessos venosos profundos) sdo candidatos a transplante de intestino delgado, que pode ser

isolado, associado ao de figado ou multivisceral.

Em nossa instituicdo, foram realizados trés transplantes de intestino delgado isolado, que serédo relatados neste artigo para descrever nossa

experiéncia inicial nessa modalidade de transplante.

Descritores: Intestino Delgado; Sindrome do Intestino Curto; Transplante de Orgaos.
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INTRODUCAO

A incapacidade do individuo em manter seu suporte nutricional e
hidroeletrolitico por via digestiva é denominada faléncia intestinal
E fator determinante na sindrome do intestino curto (SIC), que
ocorre quando, congenitamente ou apds cirurgias, 0 paciente tem
menos de 200 cm de intestino delgado.?® A SIC é caracterizada por
perda ponderal, desnutrigdo, esteatorréia e diarréia acida. Pode estar
associada a colelitiase, nefrolitiase e hipersecre¢ao acida gastrica.
Entre as causas de SIC destacam-se: extensas enterectomias devido
a trombose ou embolia da artéria mesentérica, doenca de Crohn,
volvo intestinal, trauma, enterocolite necrotizante, gastrosquise,
tumores intestinais (desmoide, gastrinoma e polipose familiar),
absorg¢do intestinal insuficiente e neuropatias viscerais.

Pacientes com SIC e faléncia intestinal sdo candidatos a nutricdo
parenteral total — NPT.2 Nos EUA existem 30.000 pessoas
dependentes de NPT, e estima-se que de 2 a 3/1.000.000 de
habitante/ ano, apresentarao faléncia intestinal X

O transplante de intestino delgado (TID) é o tratamento de
escolha para pacientes com SIC que desenvolvem complicagdes
decorrentes da NPT crénica como: infecgdes dos cateteres venosos
centrais e sepsis de repeticdo, bem como trombose de um ou mais
acessos venosos profundos.t*-® Tais morbidades, associadas a
baixa qualidade de vida, internacGes frequentes ou permanentes,
disturbios psiquiatricos e custo elevado do tratamento respondem
por mortalidade de 5 a 25% ao ano.”

Existem trés categorias de transplante de intestino delgado: isolado,
associado ao figado e multivisceral. A selecdo do doador é baseada
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na compatibilidade ABO, peso e sorologia para citomegalovirus
(CMV). Opta-se preferencialmente por doador CMV negativo, para
evitar riscos de CMV grave e persistente no receptor.!

De acordo com o Registro Internacional de Transplantes
Intestinais, foram realizados mais de 1000 transplantes no
mundo com boa funcdo do enxerto, restabelecimento da
nutricdo enteral e melhor qualidade de vida do receptor, além
de evidenciar que a morbimortalidade atual é semelhante a da
NPT permanente.}!?

Os primeiros relatos de realizacdo do transplante de intestino
em carater experimental datam de 1959, quando Lillehei e col.
publicaram o sucesso da retirada, preservagdo e reinsercao
do intestino em cées. Em 1968, no Boston Floating Hospital,
Deterling e Fisher realizaram os dois primeiros transplantes de
intestino delgado isolado do mundo, mas com ébito dos receptores.
Okumurae col. realizaram em 1968 os dois primeiros transplantes
de intestino delgado no Brasil, mas os receptores evoluiram a
6bito. No ano de 2000, na Santa Casa de S&o Paulo, lasi e Soler
realizaram o primeiro transplante pediatrico do pais em uma
crianca de dois anos, e obtiveram sobrevida de 100 dias.** Em
nossa instituicdo, foram realizados trés transplantes intestinais,
sendo o primeiro em 2004.

No presente artigo, serd descrita nossa experiéncia inicial com
transplante de intestino delgado isolado, através dos relatos dos
trés casos.

RELATOS DE CASOS

CASO 1

Paciente MLP, sexo feminino, 34 anos, foi submetida em 2001 a
parto por cesariana devido a o6bito fetal, quando foi constatada
extensa necrose intestinal acometendo desde a terceira por¢édo
duodenal até o colon transverso. O diagnéstico de Sindrome do
Anticorpo Antifosfolipide foi estabelecido, baseado na triade:
positividade do anticorpo anticardiolipina, ébito fetal e trombose
mesentérica. A paciente permaneceu em NPT permanente, e
apresentou complicagdes graves como: infecgdes de corrente
sanguinea, dois episo6dios de endocardite e trombose de dois
acessos venosos profundos. A avaliacdo pré-operatoria foi
normal, exceto pelo achado de esteatose hepatica macrogoticular
grau IV, evidenciada na bidpsia hepatica e avaliagdo nutricional
evidenciando desnutri¢do caldrica grave e protéica moderada, com
indice de massa corporal (IMC) de 15,7 Kg/m2. Foi submetida a
transplante de intestino delgado isolado em 26 de maio de 2004,
evoluindo no pés-operatério sem intercorréncias. A terapéutica
imunossupressora endovenosa foi realizada com basiliximab,
inibidor de calcineurina (tacrolimus) e corticéide. No quinto dia
pos-operatorio foi realizada colonoscopia com magnificacdo, que
mostrou motilidade intestinal normal e alargamento das vilosidades
intestinais em areas circunscritas, com eritema moderado.
Foram realizadas bidpsias nos locais com eritema, e 0 exame
anatomopatolégico evidenciou rejeicao leve.

Foram ajustadas as doses dos imunossupressores, e 0 nivel
sérico de tacrolimus estava ideal (29 ng/dL). Ap6s o exame,
a paciente evoluiu com taquicardia progressiva, seguida de
parada cardiorrespiratdria. A necropsia indicou infarto agudo do
miocardio como causa da morte.

CASO 2

Paciente JAV, sexo masculino, 66 anos, com diagnostico de
hipertensdo arterial sistémica, fibrilacdo atrial cronica, doenga
pulmonar obstrutiva crénica e depressdo. Havia sido submetido
em 2005 a resseccdo intestinal extensa de intestino delgado,
devido a isquemia mesentérica ocasionada por oclusdo embdlica
da artéria mesentérica superior. Restaram apenas 10 cm de jejuno,
em jejunostomia terminal, 5 cm de ileo terminal em ileostomia e
todo célon. Evoluiu com SIC, desnutri¢do protéica — caldrica grave,
com IMC de 18,1 Kg/m?. Era dependente de NPT permanente e
desenvolveu complicagdes dos cateteres venosos centrais, como:
sepsis de repeti¢do e trombose de dois acessos venosos profundos.
A avaliagdo pré-operatdria foi normal, exceto por disfungéo contratil
de ventriculo esquerdo, hipertensdo pulmonar discreta e fracdo de
ejecdo de 52% no ecocardiograma; colestase moderada, associada
a reacdo portal biliar discreta, siderose acentuada de grau 1V,
esteatohepatite discreta e esteatose microvesicular grau | na biépsia
hepatica. Foi submetido a transplante de intestino delgado isolado em
11 de dezembro de 2005, evoluindo com sindrome compartimental
abdominal e necessidade de descompressdo com peritoniostomia
no pés-operatorio imediato. Mantida terapéutica imunossupressora
endovenosa com basiliximab, tacrolimus e corticoide. Apresentou
evolugdo favoravel no pds-operatorio, tendo sido realizados curativos
abdominais e aproximac&o cirlrgica gradual da parede abdominal
a cada dois dias. No quinto pds-operatério, a colonoscopia com
magnificagdo evidenciou motilidade intestinal normal e areas de
hiperemia discreta nas vilosidades, que passaram por bidpsia. O
exame anatomopatolégico mostrou rejeicdo moderada e a dosagem
dos imunossupressores foi ajustada, sendo o nivel sérico de tacrolimus
elevado (acima de 30 ng/dL). No décimo terceiro pds-operatorio
evoluiu com choque séptico, sendo suspenso o tacrolimus, retirado o
cateter venoso central e realizadas hemoculturas e culturas da ponta
do cateter, nas quais cresceram col6nias de Staphylococcus aureus.
Foi introduzida a antibioticoterapia adequada, porém, o paciente
evoluiu com disfungéo de multiplos 6rgéos e ébito no décimo oitavo
dia pos-operatorio.

CASO 3

O paciente PLA, sexo masculino, 49 anos apresentou isquemia
mesentérica em 2004, devido a trombose da artéria mesentérica
superior, sendo submetido a resseccdo intestinal extensa. Tinha 30
cm de jejuno em todo o c6lon, com transito alimentar reconstruido.
Durante investigacdo, ndo foi possivel diagnosticar a causa da
trombose da artéria mesentérica superior. Era dependente de NPT
para suplementar a nutri¢do enteral. Apresentava diarréia acida e
esteatorréia, controladas com loperamida. Tinha IMC de 22,7 Kg/
m? e desnutricdo protéico-calérica leve. Desenvolveu infecgdes de
corrente sanguinea, dois episodios de sepse relacionados ao cateter
venoso central e trombose de tronco braquicefalico e dois acessos
venosos profundos. Apds periodo sem infecgdes, foi submetido a
colocacdo de portocath e esquema de NPT hospitalar apenas quatro
vezes por semana. A avaliacdo pré-operatodria foi satisfatdria, exceto
pela bidpsia hepatica mostrar esteatohepatite discreta com septos
porta-porta e fibrose perisinusoidal centro-lobular, estadio estrutural
F2 e esteatose macrovesicular discreta grau I. O transplante de
intestino delgado foi realizado em 21 de fevereiro de 2006. O paciente
evoluiu com isquemia e perda do enxerto no pés-operatorio imediato,
devido a trombose de artéria mesentérica superior do doador. Houve
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sobrevida do receptor, que permaneceu com seu transito alimentar
reconstruido e evoluiu com readaptacio intestinal, sendo necessaria
NPT hospitalar durante trés vezes por semana.

DISCUSSAO

Recentemente, a United Nation Organ Sharing (UNOS) mostrou
que no ano de 2004 foram realizados 145 transplantes de intestino
delgado, com 77,4% de funcdo do enxerto ap6s 0 primeiro ano, e,
apos cinco anos de transplante, a sobrevivéncia é inferior a 50%.5°

Em 10% dos pacientes a funcdo do enxerto é parcial, e em 12%
0 enxerto é removido! As causas mais comuns de remogdo do
enxerto sdo rejeicdo (57%), trombose, isquemia ou sangramento
(23%), faléncia de multiplos 6rgéos (4%), linfoma (2%), sepse (1%),
e outras (4%). O intestino € extremamente susceptivel & isquemia—
reperfusdo, fatores que determinam o sucesso e a sobrevida do
enxerto. A agregacdo plaquetaria aumenta apds reperfusdo do
enxerto, resultando em alto risco de trombose vascular,*® como
ocorreu no CASO 3, sendo necessaria remocao do enxerto.

Outra complicagdo descrita € a sindrome compartimental
abdominal e necessidade de peritoniostomia pos-transplante, como
relatado no CASO 2. Esse fato ocorre em pacientes com retragéo
da aponeurose abdominal. Na literatura, ha op¢des cirtirgicas como
peritoniostomia, uso de telas sintéticas ou aproximacao apenas da
pele. Entretanto, tais alternativas aumentam o risco de infec¢do ou
fistulas, quando ocorre a adesdo entre as algas intestinais e as telas
sintéticas.’” Talvez a melhor opgao nesse caso fosse a redugdo do
enxerto que permitisse o fechamento do abdome.

Para diagnostico macroscopico precoce de areas intestinais
sugestivas de rejeicdo, propiciando um reajuste das drogas
imunossupressoras e evitando complicagdes, a colonoscopia com
magnificagdo é o exame de escolha. Associada a biopsia desses
locais, a literatura mostra alto indice de correlacdo entre macroscopia
e resultados anatomopatoldgicos mostrando rejei¢do.®® Os achados
descritos nos CASOS 1 e 2 comprovam tal afirmagao.

As principais causas de dbito sdo: sepse (49%), faléncia de
multiplos 6rgédos (26%), rejeicdo (10%), linfoma e complicacdes
técnicas (8%) e outras (4%). Nas fases iniciais pos-transplante
hé necessidade de manter altos niveis de imunossupressores
para evitar a rejeicdo; porém, pode ocorrer disfungdo renal,
hipertensdo arterial e suscetibilidade a infecgOes até fatais.! A
causa de 6bito no CASO 2 comprova os resultados da literatura.
Ja 0 CASO 1 chama a ateng¢do para a reativacdo da Sindrome do
Anticorpo Antifosfolipide como uma potencial limitagdo parao
sucesso do transplante intestinal. N&do encontramos outro caso de
TID na literatura em lingua inglesa de paciente com a Sindrome
do Anticorpo Antifosfolipede.

Os trés casos relatados apresentaram complicagdes que confirmam
as descritas na literatura. Também reafirmam que, atualmente,
o0 transplante de intestino delgado é uma alternativa real para
o0 tratamento de faléncia intestinal permanente. Pesquisas para
melhorar a terapéutica imunossupressora, prevencao das infecgdes,
aprimoramento da técnica cirdrgica, a selecdo adequada dos
doadores e receptores sdo fatores essenciais e vitais para 0 sucesso
e aumento da sobrevida desse transplante.

ABSTRACT

Intestinal failure is the patient’s inability to keep his or her hidroelectrolitic and nutritional support by the digestive way, arisen out of
massive enterectomy or diseases in which the bowel is unable of appropriately absorb fluids and nutrients. Patients with intestinal failure
associated to short bowel syndrome and other functional diseases that present malabsorption and total parenteral nutrition and related
complications (recurrent sepsis and thrombosis of one or more deep venous accesses) are candidates for small bowel transplant, which can
be an isolated small bowel transplant, a combined liver/small bowel transplant or a multivisceral one.

In our institution, three isolated small bowel transplants were carried out, and they will be reported in this article seeking to describe our

initial experience in such transplant.

Keywords: Intestine, Small; Short Bowel Syndrome; Organ Transplantation
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NEUROARTROPATIA DE CHARCOT APOS O TRANSPLANTE SIMULTANEO DE
PANCREAS-RIM (TSPR)

Charcot neuroarthropathy after simultaneous pancreas-kidney transplantation (SPKT)

Erika Bevilaqua Rangel', Samirah Abreu Gomes', Jodo Roberto de Sa? Cldudio Santiago Melaragno', Aluizio Carvalho’,
Adriano Miziara Gonzalez®, Marcelo Moura Linhares?®, Alcides Salzedas®, José Osmar Medina-Pestana’

A neuroartropatia de Charcot foi inicialmente descrita na Tabes Dorsalis, mas ocorre com mais frequéncia em pacientes diabéticos. Sua
patogénese inclui (a) neuropatia sensorial; perda da sensibilidade levando a micro-fraturas de repeti¢do, (b) neuropatia motora; atrofia e
fraqueza muscular que alteram os pontos de pressado nas articulagdes levando a traumas e tlceras e finalmente (c) neuropatia autondmica;
que resultam no aumento do fluxo sanguineo local com shunts artério-venosos e na reabsorgao 6ssea, o que leva, por sua vez, a luxagdes,
sub-luxagdes e micro-fraturas? O evento desencadeante costuma ser traumatico, embora nem sempre reportado pelos pacientes, com
acometimento geralmente unilateral. Na fase aguda, o pé encontra-se quente e edemaciado, doloroso ou ndo, podendo apresentar eritema.
Na fase cronica, ha deformidade do pé associada ao desabamento do arco plantar, calosidades e ulceras. No nosso centro, observamos
incidéncia de 4,6% de neuroartropatia de Charcot de novo no TSPR (mediana: 10 meses), sendo o principal fator de risco a dose cumulativa
do corticéide ajustada para o peso nos seis primeiros meses do transplante.® Relatamos um caso numa paciente de 42 anos com quadro
clinico-radiolégico ap6s seis meses do TSPR (Figuras 1 e 2). O diagndstico da neuroartropatia de Charcot é clinico e deve incluir Raio-X
(procurar pelas alteragdes dos “5 D’s”: distensdo articular, deslocamento, debris, desorganizagdo e aumento da densidade), cintilografia
6ssea com tecnécio e/ou ressonancia nuclear magnética. O tratamento pode ser clinico (imobilizagdo e medicagdes que inibem a reabsorgédo
0ssea) ou cirurgico de acordo com a gravidade do quadro.t2#

Descritores: Neuroartropatia de Charcot, transplante de pancreas.
Keywords: Charcot neuroarthropathy, pancreas transplantation.

Figura 1. (Raio-X do pé direito). Edema de partes moles, deslocamento
do hdlux, fragmentacdo 6ssea, colapso e esclerose subcondral das
articulagdées intertarsais.
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Figura 2. (ressonéncia nuclear magnética do pé direito): fratura metatdrsica-falangeal associada a fratura
e deslocamento do tornozelo
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NORMAS DE PUBLICACAO

O JBT - Jornal Brasileiro de Transplantes, ISSN 1678-3387, 6rgdo oficial
da ABTO - Associagio Brasileira de Transplante de Org&os, destina-se &
publicagdo de artigos da area de transplante e especialidades afins, escritos
em portugués, inglés ou espanhol.

Os manuscritos submetidos a Revista, que atenderem as “Instrucdes aos Autores”
e estiverem de acordo com a politica Editorial da Revista, apds aprovacdo
pelo Conselho Editorial, serdo encaminhados para analise e avaliagdo de dois
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comentarios serdo devolvidos aos autores para as modifica¢cdes no texto ou
justificativas de sua conservagdo. Somente ap6s aprovagao final dos editores
e revisores, o0s trabalhos serdo encaminhados para publicagdo. Serdo aceitos
Artigos Originais, Artigos de Reviséo, Apresentacdo de Casos Clinicos, Cartas
ao Editor, Ciéncias Basicas Aplicadas aos Transplantes, Opinido Técnica, Pros
e Contras, Imagem em Transplante e Literatura Médica e Transplantes.

ARTIGOS ORIGINAIS

Sdo trabalhos destinados a divulgagdo de resultados da pesquisa cientifica.
Devem ser originais e inéditos. Sua estrutura devera conter os seguintes itens:
Resumo (portugués e inglés), Introducdo, Métodos, Resultados, Discusséo,
Conclusdo e Referéncias. Devem ter, no maximo, 45 referéncias.

ARTIGOS DE REVISAO

Constituem da avaliagdo critica e sistematica da literatura sobre um assunto
especifico, podendo ser: Revisdo Académica, Revisdo de Casos, Revisdes
Sistematicas, etc. O texto deve esclarecer os procedimentos adotados na revisao,
a delimitacéo e os limites do tema, apresentar conclusdes e ou recomendacdes
e ter, no maximo, 60 referéncias.

APRESENTACAO DE CASOS CLINICOS

Relata casos de uma determinada doenca, descrevendo seus aspectos, histéria,
condutas, etc... incluindo breve revisdo da literatura, com 20 referéncias, no
maximo.

CARTAS AO EDITOR

Tem por objetivo discutir trabalhos publicados na revista ou relatar
pesquisas originais em andamento. Devem ter, no maximo, trés laudas e
cinco referéncias.

CIENCIAS BASICAS APLICADAS AOS
TRANSPLANTES
Artigos de revisdo sobre temas de ciéncia basica, cujo conhecimento tem

repercussdo clinica relevante para Transplantes. Devem ter, no maximo, dez
laudas e 15 referéncias e seréo feitas apenas a convite do JBT.

OPINIAO TECNICA

Destina-se a publicar uma resposta a uma pergunta de cunho pratico através de
opinido de um especialista (Quem? Quando? Como? Onde? Por qué?). Devem
ter, no maximo, seis laudas e apresentarem até quinze referéncias.

PROS E CONTRAS

Frente a uma questéo, dois autores serdo escolhidos pela editoria do JBT, para
discutirem os aspectos positivos e 0s negativos de um assunto controvertido. Sdo
dois autores, um escrevendo a favor e 0 outro contra uma determinada proposigao.
Cada autor deve escrever no maximo trés laudas e cinco referéncias.

IMAGEM EM TRANSPLANTE

Uma imagem relacionada a Transplante, patognoménica, tipica, de US, RX, CT,
RNM, foto de cirurgia, microscopia, sinal clinico, etc., seguida de um texto
curto, explicativo, com, no maximo, 15 linhas e cinco referéncias.
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LITERATURA MEDICA E TRANSPLANTES

Um artigo original de qualquer area médica, incluindo transplantes, que
seja importante para o conhecimento do médico transplantador, podera ser
revisado, e o resumo do trabalho original sera publicado, seguido de um
pequeno resumo comentado ressaltando sua importancia. O resumo deve ter
até duas laudas e apresentar a referéncia completa do trabalho. Autores serdo
convidados para esse tipo de publica¢do, mas poderéo ser considerados para
publicagdo no JBT trabalhos enviados sem convites quando considerados
relevantes pelos editores.

PONTO DE VISTA

Temas sobre transplantes de orgdos ou tecidos, elaborados por autores da area,
convidados pela editoria da revista. Deverao conter 1.200 palavras, no maximo.

As normas que se seguem, devem ser obedecidas para todos os tipos de trabalhos
e foram baseadas no formato proposto pelo International Committee of Medical
Journal Editors e publicado no artigo: Uniform requirements for manuscripts
submitted to biomedical journals. Ann Intern Med 1997;126;36-47, e atualizado
em outubro de 2001. Disponivel no endereco eletrdnico: http:/www.icmje.org

NORMAS PARA ELABORACAO DO MANUSCRITO

Requisitos técnicos

a) O trabalho devera ser digitado em espaco duplo, fonte Arial tamanho 12,
margem de 2,5 cm de cada lado, com paginas numeradas em algarismos arabicos,
na seqiiéncia: pagina de titulo, resumos e descritores, texto, agradecimentos,
referéncias, tabelas e legendas. Se impresso, devera ser enviada uma via, em papel
tamanho ISO A4 (212x297mm), mais uma cépia digital (CD-ROM).

b) Permisséo a ABTO para reproducédo do material.

c) Declaracéo que o manuscrito néo foi submetido a outro periédico,

d) Aprovagio de um Comité de Etica da Instituigio onde foi realizado o trabalho,
quando referente a trabalhos de pesquisa envolvendo seres humanos.

¢) Termo de responsabilidade do autor pelo contetido do trabalho e de conflitos
de interesses que possam interferir nos resultados.

Observacdes:

1) Com excecéo do item “a”, os documentos acima deverdo conter a assinatura do
primeiro autor, que se responsabiliza pela concordancia dos outros co-autores.
2) Ha em nosso site, modelo de carta para acompanhar os trabalhos, onde ja
constam as informacdes referentes aos itens b, c, d, e.

Apds as corregdes sugeridas pelos revisores, a forma definitiva do trabalho
devera ser encaminhada, preferencialmente, por e-mail ou, uma via impressa,
acompanhada de CD-ROM. Os originais ndo serdo devolvidos. Somente o
JBT-Jornal Brasileiro de Transplantes podera autorizar a reprodugao em outro
periédico, dos artigos nele contidos.

PREPARO DO MANUSCRITO

A pagina inicial deve conter:

a) Titulo do artigo, em portugués (ou espanhol) e inglés, sem abreviaturas; que
devera ser conciso, porém informativo;

b) Nome de cada autor - sem abreviatura, afiliagdo institucional e regido
geografica (cidade, estado, pais);

¢) Nome, enderego completo, telefone e e-mail do autor responsavel;
d) Fontes de auxilio a pesquisa, se houver.

RESUMO E ABSTRACT

Para os artigos originais, os resumos devem ser apresentados no formato
estruturado, com até 350 palavras destacando: os objetivos, métodos, resultados
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e conclusdes. Para as demais segdes, o resumo pode ser informativo, porém
devendo constar o objetivo, os métodos usados para levantamento das fontes
de dados, os critérios de selegdo dos trabalhos incluidos, os aspectos mais
importantes discutidos, as concluses e suas aplicagdes.

Abaixo do resumo e abstract, especificar no minimo trés e no maximo dez
descritores (keywords), que definam o assunto do trabalho. Os descritores deverdo
ser baseados no DeCS (Descritores em Ciéncias da Salde) publicado pela Bireme
que é uma traducdo do MeSH (Medical Subject Headings) da National Library
of Medicine e disponivel no endereco eletronico: http://decs.bvs.br.

Os resumos em portugués (ou espanhol) e inglés deverdo estar em paginas
separadas. Abreviaturas devem ser evitadas.

TEXTO

Iniciando em nova pagina, o texto devera obedecer a estrutura exigida para
cadatipo de trabalho (vide acima). Com excecéo de referéncias relativas a dados
ndo publicados ou comunicagdes pessoais, qualquer informagéo em formato
de “notas de rodapé” devera ser evitada.

AGRADECIMENTOS

Ap0s o texto, em nova pagina, indicar os agradecimentos as pessoas ou
instituicdes que prestaram colaboracéo intelectual, auxilio técnico e ou de
fomento, e que ndo figuraram como autor.

REFERENCIAS

As referéncias devem ser numeradas consecutivamente, na mesma ordem em
que foram citadas no texto e identificadas com niimeros arabicos, sobrescritos,
apds a pontuagéo e sem parénteses.

A apresentagao devera estar baseada no formato denominado “Vancouver Style”,
conforme exemplos abaixo, e os titulos de periédicos deverdo ser abreviados de
acordo com o estilo apresentado pela List of Journal Indexed in Index Medicus,
da National Library of Medicine e disponibilizados no endereco:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/entrez/linkout/journals/jourlists.cgi?typeid=1&
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Para todas as referéncias, cite todos os autores até seis. Acima de seis, cite 0s
seis primeiros, seguidos da expressao et al.
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formato JPG ou TIF, com resolucéo de 300dpi, no minimo. llustracdes extraidas
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As figuras deverdo ser enviadas em branco e preto.

* Abreviaturas e Siglas: Devem ser precedidas do nome completo quando citadas
pela primeira vez. Nas legendas das tabelas e figuras, devem ser acompanhadas
de seu significado. Nao devem ser usadas no titulo.
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do Rapamune?® (sirolimo) deve ser ajustada para atingir concentragdes minimas de sirolimo no sangue total de 10-15 ng/mL. Para pacientes que recebem Rapamune® (sirolimo) com ciclosporina, a
terapia com Rapamune® (sirolimo) deve ser iniciada com uma dose de ataque de até 15 mg no dia 1 apés o transplante. Com inicio no dia 2, uma dose de manutengdo inicial de 5 mg/dia deve ser
administrada. Deve-se determinar o nivel minimo entre os dias 5 e 7 e, depois, a dose diaria do Rapamune® (sirolimo) deve ser ajustada para atingir concentragdes minimas de sirolimo no sangue total de
10-15 ng/mL. A dose inicial do tacrolimo deve ser de até 0,2 mg/kg/dia, administrada em doses divididas, e a dose deve ser ajustada para atingir concentragfes minimas no sangue total de 10-15 ng/mL até
a semana 2, 5-10 ng/mL da semana 2 a semana 26 e 3-5 ng/mL da semana 26 & semana 52. A prednisona deve ser administrada na dose de no minimo 5 mg/dia. A dose inicial da ciclosporina deve ser de
até 7 mg/kg/dia em doses divididas e a dose deve ser subsequentemente ajustada para atingir as concentragfes minimas no sangue total de 200-300 ng/mL até a semana 2, 150-200 ng/mL da semana
2 & semana 26 e 100-150 ng/mL da semana 26 a semana 52. A prednisona deve ser administrada em dose de no minimo 5 mg/dia. Pode-se utilizar terapia de indugdo com anticorpos. Na maioria dos
pacientes, os ajustes de dose podem ser baseados em proporcéo simples: nova dose de Rapamune® (sirolimo) = dose atual x (concentragdo pretendida/concentragéo atual). Deve-se considerar uma dose
de ataque além da nova dose de manutenc&o quando for necessério aumentar de modo consideravel as concentragdes minimas de sirolimo: dose de ataque de Rapamune® (sirolimo) = 3 x (nova dose de
manutencio — dose atual de manutengio). Recomenda-se que o sirolimo seja administrado 4 horas apos a administragdo da ciclosporina solugdo oral e/ou capsulas. Uso Pediatrico: Ainda ndo
se estabeleceu a seguranca e a eficacia do Rapamune® (sirolimo) em pacientes pediatricos abaixo de 13 anos. A seguranca e a eficcia do Rapamune® (sirolimo) solucéo oral e drageas foram estudadas
em criangas com 13 anos ou mais consideradas como de risco imunoldgico baixo a moderado. Uso em Idosos: N&o € necessario ajustar a dose em pacientes idosos. Pacientes com Insuficiéncia Hepatica:
Recomenda-se redugo da dose de manutengo do sirolimo em aproximadamente um tergo da dose. Nao é necessério modificar a dose de ataque do sirolimo. Pacientes com Insuficiéncia Renal: No é
necessario ajustar a dose em pacientes com insuficiéncia renal. Monitorizagdo da Concentragdo Sanguinea: Na maioria dos pacientes ndo é necessaria a monitorizagao de rotina dos niveis terapéuticos
do medicamento. Os niveis sanguineos do sirolimo devem ser monitorizados em pacientes pediétricos, em pacientes com insuficiéncia hepatica, durante a administracdo concomitante de inibidores e indutores
da CYP3A4 e da glicoproteina P, se a dose da ciclosporina foi reduzida consideravelmente ou descontinuada. Recomenda-se que pacientes que estdo passando de Rapamune® (sirolimo) solucéo oral para
dréageas, na base de mg por mg, tenham a concentragdo de sirolimo sanguineo em 1 ou 2 semanas ap6s a mudanga de formulagéo a fim de confirmar que a concentragéo esteja dentro da faixa recomendada.

Orientagdes para Diluigdo e Administragdo de Rapamune® (sirolimo) Solugdo Oral: O sirolimo deve ser diluido apenas em agua ou suco de laranja, somente em copos de plastico ou vidro.

Nzo usar suco de pomelo (grapefruit) ou qualquer outro liquido para diluir o sirolimo. VENDA SOB PRESCRICAO MEDICA, Registro MS - 1.2110.0117. Informagdes adicionais disponiveis aos profissionais
de salide mediante solicitacéo: Wyeth Inddstria Farmacéutica Ltda. — Rua Dr. Renato Paes de Barros, 1017 — 100 andar - Itaim - Bibi, S&o Paulo — CEP 04530-001. Para informagdes completas, consultar a
bula do produto. RPM1008CDS21. Ao persistirem os sintomas, o médico devera ser consultado.

Interacdo Medicamentosa: N&o se recomenda a administragdo concomitante do Rapamune®
(sirolimo) com inibidores potentes da CYP3A4 (cetoconazol, voriconazol, itraconazol, telitromicina
e claritromicina) ou indutores da CYP3A4 (rifampicina ou rifabutina).

Rapamune® (sirolimo) é contraindicado em pacientes com hipersensibilidade ao sirolimo, seus
derivados ou a qualquer componente de sua formulacéo.

Rapamune®(sirolimo) & um medicamento. Durante seu
uso, nao dirija veiculos ou opere maquinas, pois sua
agilidade e atencéo podem estar prejudicadas.



JIMENEZ ASSOCIADOS

Ifapamune’
SII’O|ImO drageas de 1 mg e 2 mg

Preserva a fungao renal.

Quando o uso é precoce e planejado,
a resposta é rapida e segura.'*

L

®> Inicio precoce e proativo de
Rapamune® (sirolimo)’
e Melhora rapida e continua na funcdo renal de
3 meses a 5 anos ap6s o transplante.

e TFG maior com SRL + ST (60,3 mL/min vs
47,1mL/min de SRL + CsA + ST), p < 0,001.

®> Sobrevida do enxerto em 4 anos?

® 91,5% com Rapamune® (sirolimo) + ST
apos a suspensao da CsA vs 84,2% com

Rapamune® (sirolimo) + CsA + ST.

®> Reducao na malignidade
pos-transplante?

e Menos malignidades de pele pés-transplante.

e Retarda o aparecimento da primeira ocorréncia
de cancer de pele.

e Minimiza a incidéncia de outras malignidades
nao-cutaneas.

" TFG na terapia. A TFG foi estimada pelo método Nankivell.

Y Referéncias Bibliograficas: 1.Legendre C, Brault Y, Morales JM, et al. Factors influencing glomerular
1 filtration rate in renal transplantation after cyclosporine withdrawal using sirolimus-based therapy:

) A multivariate analysis of results at five years. Clin Transplant. 2007;21:330-336. 2. Oberbauer R,

| Segoloni G, Campistol JM, et al. Early Cyclosporine Withdrawal From a Sirolimus-Based Regimen
Results in Better Renal Allograft Survival and Renal Function at 48 Months After Transplantation.
Transpl Int. 2005;18:22-28. 3. Campistol J, Eris J, Oberbauer R, et al. Sirolimus therapy after
early cyclosporine withdrawal reduces the risk for cancer in adult renal transplantation.
Journal Am Soc Nephrol. 2006;17:581-589.
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micofenolato de sédio

m)fortlc

Comprimidos -

revestidos gastro-resistentes

Previne. Preserva. Protege.”

* myfortic” mantém a eficacia pds-transplante no longo prazo*

* myfortic™ apresenta eficacia
e seguranca comparaveis ao MMF!

» A conversao para myfortic™ de pacientes
com complicacoes Gl associadas ao
MMF reduziu o impacto dos sintomas GI*°

Apresentacoes:
* Caixas com 120 comprimidos revestidos gastro-resistentes de 360 mg
» Caixas com 120 comprimidos revestidos gastro-resistentes de 180 mg
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Informagdes Importantes de Seguranca: myfortic™ 180 mg e 360 mg - comprimidos gast: Apresentacao: Mi de sodio. Comprimidos gastro-resistentes contendo 180 mg ou 360 mg de micofenolato de sodio. Indica Profilaxia de rejeicao
aguda de em pacientes tr renais em cc com ciclosporina para micro-emulsao e corticosteréides. Dosagerm: A dose recomendada é de 720 mg duas vezes ao dia (dose diéria de 1.440 mg). Os pacientes com insuficiéncia
renal cronica severa (taxa de filtracao glomerular < 25 ml.min™ x 1,73 m), devem ser acompanhados cuidadosamente. Experiéncia muito limitada em criancas. Contra-indicacoes: Hipersensibilidade ao mlcofenolato sod\co ac|d0 micofendlico ou micofenolato mofetil, ou a
qualquer um de seus excipientes. Precauces / Adverténcias: Risco aumentado de desenvolvimento de linfomas e outras malignidades, especialmente da pele. Excesso de 30 do sistema com a infeccao. Os pacientes com
doenca ativa séria do sistema digestivo devem ser tratados com precaucao. Os pacientes com deficiéncia hereditéria de hipoxantina — gaunina fosforil transferase (HGPRT) nao devem usar myfortic™. Os pacientes devem ser instruidos a relatar qualquer sinal de depressao
da medula 0ssea. Devem ser realizadas contagens de sangue total regularmente, para monitoramento de neutropenia. Risco aumentado de malformacao congénita se usado durante a gravidez. Deve ser usada contracepcao efetiva. A terapia de myfortic™ ndo deve ser iniciada
até que seja obtido um teste negativo para gravidez. myfortic™ nao deve ser usado durante a gravidez, a ndo ser quando claramente necessario. Nao deve ser usado pelas maes durante a lactacao, a ndo ser quando claramente justificado pela avaliacao de risco / beneficio.
Deve ser evitado o uso de vacinas vivas atenuadas. | s: Nao devem ser administradas vacinas vivas. Deve ser tomada precaucao com o uso concomitante de colestiramina e medicamentos que interferem com a circulacao enterohepatica. Deve ser adotada precaucao
€Om 0 Uso i de aciclovir, i idos contendo hidroxidos de magnésio e aluminio, como também contraceptivos orais. Nao deve ser usada azatioprina visto que a administracao concomitante com myfortic™ nao foi estudada. A concentrac@o sistémica
de myfortic™ pode mudar por ocasiao da mudanca de ciclosporina para tacrolimus e vice-versa. As reacoes adversas a droga associadas com a administracdo de myfortic™ em combinacdo com cwc\asponna para micromemulsao e corticosterdides incluem:
Muito comuns: infeccdes virais, bacterianas e fungicas, diarréia e leucopenia. Comuns: infeccdes do trato re orio superior, ia, anemia, tosse, distensao inal, dor cdo, dispepsia, flatuléncia, gastrite, fezes
soltas, nausea, vomito, fadiga, pirexia, testes anormais da funcdo hepética, creatinina sangiiinea aumentada. Incomuns: infeccao do ferimento, sepse, osteomielite, linfocela, linfopenia, neutropenia, linfoadenopatia, tremores, insonia, congestao pulmonar, sibilacao, sensibilidade
abdominal, pancreatite, eructacao, halitose, ileo, oseofagite, tlcera péptica, sub-leo, descoloracdo da lingua, hemorragia gastrintestinal, boca seca, ulceracao dos labios, obstrucdo do duto da parétida, doenca de veﬂuxo gastro - esofaglco h|perplas|a da gengiva, peritonite,
doenca de gripe, edema dos membros inferiores, dor, calafrios, sede, fraqueza, anorexia, hiperlipidemia, diabete mellitus, hipercolesterolemia, hipofosfatemia, alopecia, contusao, taquicardia, edema pulmonar, extrasistol visdo turva, artrite, dor
de costas, caibras musculares, papiloma cutaneo, carcinoma celular basal, sarcoma de Kaposi, disturbio linfoproliferativo, carcinoma ce célula escamosa, sonhos anormais, percepcao de desilusao, hematuria, necrose tubular renal, estvenamento da uretra, impoténcia. As
seguintes racoes adversas sao atribuidas aos compostos do éacido micofendlico como efeitos da classe: colite, esofagite, gastrite, pancreatite, perfuracdo intestinal, hemorragia gastrintestinal, tlceras gastricas, tlceras duodenais, ileo, infeccdes sérias, neutropenia,
pancitopenia. Embalag e precos: Especificos do pais. Nota: Antes de prescrever, favor ler as informacdes plenas de pvescncao Referéncias: 1. Salvadori M, Holzer H, de Mattos A, et al; on behalf of the ERL B301 Study Group. Enteric-coated mycophenolate sodium is
lent to mycc mofetil in de novo renal transplant patients. Am J Transplant. 2003;4:231-236. 2. Budde K, Curtis J, Knoll G, et al;

on behalf of the ERL B302 Study Group. Enteric-coated mycophenolate sodium can be safely administered in maintenance renal transplant patients: results of a

. N = : 1-year study. Am J Transplant. 2003;4:237-243. 3. Bula do produto: Myfortic™. 4. Salvadori M, Holzer H, Civati G; on behalf of the ERL B301 Study Group.

' 2!5%0?;3?538; Infermagdo ao Cliente Long-term administration of enteric-coated mycophenolate sodium (EC -MPS; myfortic) is safe in kidney transplant patients. Clin Nephrol. 2006;66(2):112-119.
N OVA RT I S sic.novartis@novartis.com 5. Bolin P, Tanriover B, Zibari GB, et al. Conversion from mycophenolate mofetil to enteric-coated mycophenolate sodium in renal transplant patients with
gastrointestinal symptoms receiving cyclosporine or tacrolimus: results of a prospective thi ith i trial. ion. In press. 6. Chan L,

Novartis Biociéncias S.A. Mulgaonkar S, Walker R, Arns W, Ambuhl P, Schiavelli R. Patient-reported gastrointestinal symptom burden and health-related quahty of life following conversion from

www.novartis.com.br mofetil to enteri sodium. ion. 2006;81(9):1290-1297. Material destinado exclusivamente a classe médica.





