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RELEVANCIA CLINICA DE BAIXOS TiTULOS DE ALOANTICORPOS PREFORMADOS
DETECTADOS EM PROVA CRUZADA SOMENTE POR CITOMETRIA DE FLUXO
NO PRE-TRANSPLANTE RENAL

Clinical relevance of low levels of preformed alloantibodies detected by flow-crossmatch in
deceased kidney transplant

Michelon T', Schroeder R?, Fagundes I, Canabarro R®, Sporleder H°, Rodrigues H?, Silveira J?, Montagner J?, Garcia \V*,
Keitel E°, Neumann J¢, Graudenz M.

RESUMO

Obijetivo: Avaliar a importancia da prova cruzada pré-transplante positiva por citometria de fluxo e identificar subgrupos com potencial
beneficio para o primeiro ano pés-transplante renal. Pacientes e Métodos: Foram estudados 157 transplantes renais realizados ap6s prova
cruzada negativa por citotoxicidade contra linfocitos T e B. O soro pré-transplante foi retestado por citometria. Os desfechos clinicos
foram: ndo-funcédo primaria (n=14; 8,9%), funcéo retardada (n=107; 68,1%), rejeicdo aguda (n=68; 43,3%) e perda do enxerto (n=25;
15,9%), 6bito (n=16; 10,2%) e sobrevida do enxerto. A funcdo do enxerto foi avaliada pela creatinina. Foram estudados subgrupos: pré-
sensibilizados (n=24); diabetes (n=29), rim+pancreas (n=22), doador limitrofe (n=55), hipersensibilizados (n=8) e re-transplantes (n=8).
Foram empregados testes do Qui Quadrado ou exato de Fisher, t Student e Kaplan Meier. Para analises bivariadas considerou-se P<0,05 e
para interagfes (Cochran-Mantel-Haentzel) P<0,10. Resultados: Houve 30% (n=47) de citotoxicidade negativa contra linfécitos T e 36%
(n=56) contra B que eram positivas na citometria. As caracteristicas gerais e eventos clinicos pos-transplante foram semelhantes entre os
pacientes citometria negativa e positiva. Pacientes pré-sensibilizados com citometria positiva tiveram creatinina superior (2,0+0,7 x 1,3+0,3
mg/dl; P=0,020) e menor sobrevida do enxerto (80% x 43%; P=0,074) em um ano comparados aos pré-sensibilizados com citometria
negativa. A interacdo pré-sensibilizag8o e citometria positiva foi significativa para perda do enxerto (OR=9,1; P=0,098) e 6bito (OR=12,1;
P=0,088). Os demais grupos nao tiveram beneficio na investigacdo por citometria. Concluséo: Pré-sensibilizados com prova cruzada
positiva por citometria tém creatinina mais elevada e maior risco para perda do enxerto e ébito no primeiro ano pés-transplante renal.
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Desde 1964, a prova cruzada por citotoxicidade dependente de
complemento (CDC) tem sido a técnica padrdo para a avaliagdo da
presenca de anticorpos anti-HLA especificos contra o doador antes
de um transplante. Aloanticorpos pré-formados assim detectados
podem causar rejeicdo hiperaguda e perda imediata do enxerto.
Anticorpos anti-HLA detectados apds a exposicdo ao enxerto
também tém potencial deletério e tém sido associados a rejeicao
aguda precoce, rejeicdo cronica e menor sobrevida do enxerto renal,
cardiaco, hepatico e corneano.

E razoavel, portanto, se considerarmos que alguns eventos
desfavoraveis ainda hoje observados no pés-transplante precoce,
tais como ndo-funcdo primaria do enxerto (ENF) e funcéo retardada
do enxerto (FRE), possam resultar de algum grau de envolvimento
humoral néo diagnosticado através das técnicas tradicionalmente
empregadas na avaliacdo imunoldgica pré e pés-transplante.

O emprego de técnicas mais sensiveis poderia permitir a deteccdo de
anticorpos especificos contra o doador e potencialmente prejudiciais
ao enxerto em titulos muito baixos, de outra forma néo identificados.
A técnica mais sensivel para a deteccdo de aloanticorpos é a
citometria de fluxo (CF), a qual vem sendo empregada na préatica
dos transplantes desde 1983. Esta tem sido a técnica-padrdo para
o0 diagndstico de atividade humoral através da deteccdo de baixos
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titulos de aloanticorpos circulantes. Prova cruzada através desta
técnica é capaz de detectar anticorpos anti-HLA em pacientes que
tiveram resultado negativo em prova cruzada por CDC. Pode ser
50 vezes mais sensivel do que a CDC e até 15 vezes mais sensivel
do que a CDC com anti-globulina humana (AGH).

No Brasil, nenhum centro de transplante tem rotineiramente tomado
suas decisdes clinicas baseado nos resultados de provas cruzadas
por CF (PCCF). Ap6s mais de dez anos de experiénciacoma CDC
€m nosso centro, um grupo de pacientes submetidos a transplante
renal com doador falecido com provas cruzadas negativas contra
linfécitos T e B por CDC foram acompanhados, a fim de se estudar
a relevancia clinica de baixos titulos de aloanticorpos especificos
contra o doador, detectados somente por PCCF imediatamente
antes do transplante, e identificar eventuais subgrupos especificos
de pacientes que se beneficiariam de avaliacdo rotineira por PCCF
no pré-transplante.

PACIENTES E METODOS

Pacientes

Entre os 182 pacientes submetidos a transplante renal com doador
falecido na Santa Casa de Porto Alegre entre novembro de 2001
e outubro de 2003, 157 foram elegiveis para o presente estudo.
Pacientes menores de 18 anos de idade (n=13), auséncia de células
congeladas do doador (n=8) ou de soro pré-transplante do receptor
(n=1), pacientes submetidos a transplante com prova cruzada positiva
contra linfocitos T com antiglobulina humana (AGH) e ditiotreitol
(DTT; T-CDC+AHG+DTT) (n=1) ou contra linfocitos B com DTT
(B-CDC+DTT, n=2) no soro atual foram excluidos da analise.

A avaliacdo imunoldgica pré-transplante incluiu a tipagem
HLA, o teste de reatividade contra painel de células (PRA)
e a prova cruzada pré-transplante por CDC. O teste de PRA
inicialmente era realizado através de técnica de imunoensaio
enzimético (ELISA, screening LAT-M; One Lamda) e, quando
este era positivo, realizava-se também o PRA quantitativo por
CF. Todos os pacientes foram submetidos ao transplante apés
o0 resultado negativo de ambas as provas cruzadas por CDC:
T-CDC+AGH+DTT e B-CDC+DTT, simultaneamente. A
avaliacdo do risco imunolégico no momento do transplante
também considerou a histéria de gestacdes, transfusdes
sanguineas e transplantes prévios. A escolha do esquema
de drogas imunossupressoras considerou a presencga das
caracteristicas descritas acima mais o tipo de transplante (rim
isolado ou transplante combinado) e tipo de doador falecido
(tradicional ou limitrofe para a fungdo do enxerto).

O soro estocado e previamente utilizado para a prova cruzada
pré-transplante por CDC foi submetido a analise por CF
retrospectivamente, apds aprovacao do estudo pelo Comité de Etica
em Pesquisa da instituicdo. As medidas de creatinina sérica foram
realizadas conforme o protocolo institucional e as biopsias foram
classificadas conforme os critérios de Banff 97.

Prova Cruzada por Citometria de Fluxo

Para a realizacdo das provas cruzadas contra linfocitos T e B por CF
aplicou-se o protocolo anteriormente publicado, em um equipamento
FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA), utilizando o software
CellQuest (Becton Dickinson, San Jose, CA) para a analise. A prova
cruzada quantitativa foi realizada utilizando-se técnica com trés cores,
incluindo um conjugado anti-IgG humana marcado com ficoeritrina

(PE; Sigma, Saint Louis, MO) para identificar anticorpos IgG anti-
doador e anticorpos monoclonais marcados com isotiocianato de
fluoresceina (FITC) dirigidos contra linfocitos T (anti-CD3; Becton-
Dickinson, San Jose, CA) e B (anti-CD20; Becton-Dickinson, San Jose,
CA). Todas as reagdes foram comparadas a um controle positivoeaum
controle negativo. A média da intensidade de fluorescéncia >40 canais
acimadamédia da intensidade de fluorescéncia do controle negativo foi
considerada prova T positiva (mean channel shift >40). Testes contra
linfocitos B foram classificados conforme o resultado da prova contra
linfdcitos T: a) mean channel shift >60 quando a prova T era negativa,
e B) mean channel shift >100 quando a prova T era positiva.

Para as analises comparativas, os pacientes foram divididos conforme
os resultados da prova cruzada pré-transplante em PCCF- e PCCF+.
Um paciente realizou PCCF apenas contra linfocitos T devido a
auséncia de linfocitos totais congelados para a analise retrospectiva.

Desfechos Clinicos

Os eventos clinicos analisados incluiram: ndo-funcéo priméaria
do enxerto (ENF), funcédo retardada do enxerto (FRE), rejeicdo
aguda celular (RAC), creatinina sérica, 6bito e perda do enxerto no
primeiro ano pés-transplante. A funcéo do enxerto foi avaliada pelos
niveis séricos de creatinina coletados semanalmente no primeiro
més, quinzenalmente no segundo e terceiro meses e também no
sexto e décimo segundo meses. Pacientes que apresentaram ENF
foram excluidos da analise da funcgéo renal. ENF foi definido como
0s casos em que o enxerto nunca assumiu funcéo suficiente para
0 abandono da dialise. FRE foi definida como a necessidade de
dialise na primeira semana pés-transplante. A sobrevida do enxerto
foi avaliada mensalmente durante o primeiro ano pés-transplante
e analisada de forma atuarial.

Analise Estatistica

Todas as analises foram realizadas utilizando-se o software
Statistical Package for Social Sciences (SPSS, versdo 11.0). Os
resultados foram descritos como porcentagem e média e desvio-
padrdo. A significancia estatistica foi avaliada através de teste
do Qui-quadrado ou exato de Fisher e t de Student. A sobrevida
atuarial do enxerto foi estimada pelo método de Kaplan Meier. As
andlises de interagdo foram realizadas através do procedimento de
Cockran-Mantel-Haentzel. Consideram-se significativos valores
de a=0,05 para as comparagdes bivariadas e de o=0,10 para as
analises de interacéo.

RESULTADOS

Estudo da Populacédo Geral

Prova Cruzada por Citometria de Fluxo Negativa x Positiva:

A presenca de anticorpos ndo diagnosticados por prova cruzada T-
CDC+AGH+DTT e/ou B-CDC+DTT foi observada em 75 pacientes.
Isto representou uma incidéncia de 47,8% de pacientes com anticorpos
em baixos titulos ndo detectados pela técnica tradicionalmente
empregada imediatamente antes do transplante: 12% (n=19) contra
linfocitos T, 18% (n=28) contra linfdcitos B e 18% (n=28) contra
linfocitos T e B simultaneamente. Desta forma, 30% (n=47) dos
pacientes foram submetidos a transplante renal com anticorpos dirigidos
contra linfocitos T e 36% (n=56) deles tinha anticorpo dirigido contra
os linfocitos B do doador que ndo puderam ser detectados pela técnica
CDC tradicionalmente empregada. (Figura 1)

Foram realizados 26 transplantes combinados (17%), sendo 22 de
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rim e pancreas, dois de rim e coracao e dois de rim e figado. O grupo
PCCF+ incluiu mais pacientes diabéticos (65,5 x 34,5%; P=0,04) e
transplantes combinados (22,7 x 11,0%; P=0,056) do que o grupo
PCCF-. Observou-se uma associagao entre diabete tipo | e PCCF+
contra linfécitos B, com risco relativo de 2,75 (1,1-7,0).

Os pacientes PCCF- e PCCF+ foram semelhantes quanto
as caracteristicas demograficas, tipo de transplante e de
imunossupressdo utilizada, risco imunoldgico pré-transplante e
evolucdo clinica apés a realizagdo do transplante. Estes resultados

Figura 1. Descricdo da Populacdo Avaliada Retrospectivamente Através
de Prova Cruzada por Citometria de Fluxo (PCCF)
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estdo descritos na Tabela 1. O protocolo inicial imunossupressor ndo
foi diferente entre os grupos, sendo a associa¢do mais comumente
empregada ciclosporina, mofetil micofenolato e prednisona (52,4%
nos pacientes CF- e 42,7% nos pacientes CF+).

A incidéncia de ENF entre pacientes com PCCF+ foi duas vezes
mais alta do que em pacientes com PCCF-, mas isso ndo foi
estatisticamente significativo (12,0% x 6,1% P=0,264). As causas
para ENF puderam ser identificadas em seis pacientes com PCCF+
(uma trombose vascular, uma rejeicdo aguda grave com sindrome
hemolitico-urémica e quatro mortes ainda sob tratamento dialitico)
e em quatro pacientes com PCCF- (uma trombose vascular, uma
rejeicdo aguda com necrose cortical e duas mortes no primeiro
més ainda sem funcdo do enxerto). Dentre 0s oito pacientes
hipersensibilizados (PRA >75%), cinco tiveram PCCF+ (62,5%)
e dois deles (40%) nunca puderam manter-se sem dialise. Dentre
0s 24 pacientes PRA+, nove (37,5%) apresentaram PCCF+ no
momento do transplante renal e quatro (44,4%) deles evoluiram
como ENF. Fatores de risco imunoldgicos e desfechos clinicos,
de acordo com a positividade da PCCF, contra linfocito T e/ou B,
podem ser observados na Tabela 2.
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Tabela 1. Caracteristicas demogréficas e clinicas e evoluggo do transplante
renal conforme o resultado da prova cruzada pré-transplante por citometria
de fluxo

PCCF+ PCCF-

(n=75) (n=82) p
Geénero Masculino (n; %) 44 (58,7) 46 (56,0) 0,750
Média de idade (anos, média+DP) 45,5+13,8 43,0+12,0 0,224

Gestacao Prévia® (n; %) 12/25 (48,0) 13/30 (43,3) 0,790
Transfusdo de sangue prévia**

(n; %) 42/73 (57,5) 44779 (57,5) 0,871
PRA+ (n=24) (n; %) 9(12,0) 15(18,3) 0,375
PRA>75% (n=8) (n; %) 5(6,7) 3(3,6) 0,480
Re-transplante (n; %) 4(5,3) 4(4)9) 1,000
>3 HLA-MM(n; %) 37 (49,3) 32(39,0) 0,259
Tempo de isquemia fria

(h; meas+SD) 20,1+6,4 20,6+5,1 0,541
Terapia de Inducdo (n; %) 43 (57,3) 47 (57,3) 1,000
Doador Falecido Limitrofe (n; %) 23(30,7) 32(39,0) 0,316
ENF (n; %) 9(12,0) 5(6,1) 0,264
FRE (n; %) 49 (65,3) 58(70,7) 0,497
RAC (n; %) 30 (40,0) 38(46,3) 0,519
Perda do enxerto no primeiro ano

(n; %) 13(17,3) 12 (14,6) 0,668
Obito no primeiro ano (n; %) 8(10,7) 8(9,8) 1,000

PCCF: prova cruzada por citometria de fluxo

DP: Desvio padrao

*Variavel estudada entre 55 pacientes femininas (12 casos sem
informacao)

** 5 casos sem informacao

PRA: teste de reatividade contra painel

PRA+: PRA positivo por técnica de imunoensaio enzimatico
(LAT-M screeening)

PRA>75%: PRA quantitativo através de citometria de fluxo (realizado
quando PRA+)

HLA-MM: incompatibilidades HLA

ENF: enxerto primariamente nunca funcionante

FRE: funcéo retardada do enxerto

RAC: rejeicdo aguda celular

A creatinina sérica foi semelhante entre os grupos PCCF-e PCCF+
nos diferentes tempos analisados durante o primeiro ano pos-
transplante. O nivel mais baixo de creatinina sérica atingida no
periodo de estudo também n&o diferiu entre os grupos. Da mesma
forma, PRA+ isolado (independente dos resultados da PCCF) ndo
afetou a fungdo do enxerto no primeiro ano. A sobrevida do enxerto
no primeiro ano foi semelhante entre os grupos estudados e isso
esta demonstrado na Figura 2. Quando os transplantes combinados
foram excluidos da analise, os mesmos resultados foram obtidos.

Analise de subgrupos de pacientes

* PRA Positivo (Screening LAT-M)

Pacientes com PRA+ na avaliacdo pré-transplante constituiram
15,3% (n=24) da populacéo estudada, e 37,5% (n=9) deles foram
submetidos a transplante renal com PCCF+, comparados a 49,6%
dos pacientes com PRA- (P=0,375). Os resultados das PCCF nestes



