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Resumo

Introdugao: O ensaio de prova cruzada por
citotoxicidade dependente do complemento
antiglobulina humana (AHG-CDCXM - do
inglés anti-human globulin-enhanced com-
plement-dependent cytotoxicity crossmatch)
tem sido usado para avaliar a presenca de
anticorpos especificos contra o doador
(DSA - do inglés donor-specific antibodies)
no soro do receptor antes do transplante re-
nal. O ensaio de prova cruzada por citome-
tria de fluxo (CFXM) foi introduzido pela
primeira vez como um teste adicional. O ob-
jetivo deste estudo foi validar clinicamente
0 uso unico do ensaio CFXM. Métodos:
Este estudo comparou os resultados de uma
coorte de pacientes de transplante renal que
foram submetidos apenas ao CFXM (grupo
CFXM) contra uma coorte de pacientes de
transplante renal submetidos ao AHG-CD-
CXM (grupo controle). Resultados: Foram
incluidos noventa e sete pacientes no grupo
CFXM e 98 controles. Todas as provas cru-
zadas no grupo controle foram negativas.
Um paciente no grupo CFXM teve uma
prova cruzada positiva para células B. Um
ano apods o transplante, nio houve diferen-
¢as significativas na sobrevida do paciente
(p = 0,591) e na sobrevida do enxerto (p =
0,692) entre os grupos. Também nio foi en-
contrada diferenca significativa na incidén-
cia de episddios de rejeicio aguda celular
(p = 0,289) segundo critério de Banff > 1A.
No entanto, rejeicdes agudas mediadas por
anticorpos ocorreram em 3 controles (p =
0,028). Conclusao: Os resultados mostr-
aram que a interrup¢io do ensaio AHG-
CDCXM nio modifica os desfechos clinicos
em um acompanhamento de 1 ano.

Descritores: Citometria de Fluxo; Testes
Imunoldgicos de Citotoxicidade; Rejei¢do
de Enxerto; Transplantation.

ABSTRACT

Introduction: The anti-human globulin-
-enhanced complement-dependent cyto-
toxicity crossmatch (AHG-CDCXM)
assay has been used to assess the presen-
ce of donor-specific antibodies (DSA) in
recipient’s serum before kidney trans-
plantation. The flow cytometric cros-
smatch (FCXM) assay was first intro-
duced as an additional test. The aim of
this study was to clinically validate the
single use of the FCXM assay. Methods:
This study compared the outcomes of
a cohort of kidney transplant patients
that underwent FCXM only (FCXM
group) versus a cohort of kidney trans-
plant patients that underwent AHG-
-CDCXM (control group). Results: Ni-
nety-seven patients in the FCXM group
and 98 controls were included. All cros-
smatches in the control group were ne-
gative. One patient in the FCXM group
had a positive B cell crossmatch. One
year after transplantation, there were
no significant differences in patient sur-
vival (p = 0.591) and graft survival (p
= 0.692) between the groups. Also, no
significant difference was found in the
incidence of Banff > 1A acute cellular
rejection episodes (p = 0.289). Howe-
ver, acute antibody-mediated rejections
occurred in 3 controls (p = 0.028). Con-
clusion: The results showed that discon-
tinuing the AHG-CDCXM assay does
not modify the clinical outcomes in a
1-year follow-up.

Keywords: Flow Cytometry; Cytotoxic-
ity Tests, Immunologic; Graft Rejection;
Transplante.
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Prova cruzada por fluxo e citotoxicidade

INTRODUCAO

A avalia¢io de risco imunoldgico pré-transplante é
um elemento chave na selecdo clinica de receptores
potenciais para um transplante renal de doador
falecido. Ferramentas sensiveis e precisas para
deteccio precoce de anticorpos HLA no soro do
receptor, tais como ensaios de fase solida (EFS),
permitem a previsao de resultados de prova cruzada e
ajudam a orientar o uso de agentes imunossupressores
na presenca de anticorpos especificos contra o doador
(DSA)!. No entanto, a prova cruzada de células B e
T permanece essencial para a tomada de decisoes de
transplante na maioria dos centros?.

O ensaio de prova cruzada por citotoxicidade
dependente de complemento (CDCXM) foi proposto
por Terasaki em 1969%* e tem sido comumente usado
para avaliar os anticorpos doador-receptor’. Desde
entdo, foram feitas modificacbes para aumentar
sua sensibilidade, como a adi¢io de globulina anti-
humana (AHG), ja que alguns pacientes ndo tinham
anticorpos detectaveis no CDCXM, mas sofriam de
rejeicdo aguda mediada por anticorpos e perda do
enxerto®. Foi observado um aumento substancial
na sensibilidade da prova cruzada com o uso da
citometria de fluxo (CFXM)”*. O ensaio CFXM nio
apenas forneceu maior sensibilidade, mas também
exigiu menos tempo para ser realizado, levando a
uma redu¢io no tempo de isquemia fria (TIF), que é
inerente ao transplante de doador falecido e um dos
principais preditores da funcdo inicial do enxerto'.
Em 2011, um novo protocolo CFXM foi proposto por
Liwski et al''. O chamado protocolo Halifax reduziu
ainda mais o tempo total de ensaio, contribuindo
assim para uma diminuicdo significativa do TIF.

Neste contexto, nosso laboratério adotou o
protocolo Halifax CFXM como o ensaio unico
de prova cruzada de pré-transplante em setembro
de 2013. O presente estudo avaliou os desfechos
clinicos e laboratoriais em pacientes de transplante
renal submetidos a uma avaliacio de risco
imunolégico pré-transplante com um tnico CFXM
em comparac¢do com pacientes do periodo em que
o CDCXM foi utilizado. O objetivo foi validar
clinicamente o uso tunico do ensaio CFXM no
processo de tomada de decisdo para o transplante,
e também avaliar se a falta de informacdes sobre
anticorpos fixadores de complemento, a prova
cruzada por CDC, poderia ter qualquer impacto
negativo em nossos transplantes.
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PacienTes E METODOS

PACIENTES

Este estudo foi realizado no Hospital Santa Casa
de Misericordia em Porto Alegre, no estado do Rio
Grande do Sul. Seguimos uma coorte de 100 pacientes
com transplante renal, que foram selecionados
consecutivamente e avaliados com um tnico CFXM
antes do transplante (grupo CFXM). Da mesma
forma, estudamos uma coorte retrospectiva de 100
pacientes com transplante renal que foram avaliados
com os ensaios de CDCXM (grupo controle). Cinco
pacientes que receberam transplante combinado
figado-rim foram excluidos.

Pacientes adultos e pediatricos que receberam um
transplante renal de doadores falecidos do Estado do
Rio Grande do Sul, Brasil, foram incluidos no estudo.
O periodo de acompanhamento pos-transplante
foi de 1 ano.

AVALIACAO DE RISCO IMUNOLOGICO

O resultado dos testes de reatividade de anticorpos
contra painel (PRA - do inglés panel-reactive antibody)
realizados nos soros dos pacientes nos ultimos quatro
meses antes do transplante foi coletado. Foram
realizados ensaios de esferas de antigeno tnico (SAB
- do inglés single-antigen bead) (LABScreen Single
Antigen Beads, OneLambda, CA, EUA) em todos os
receptores. O protocolo SAB incluiu tratamento térmico
dos soros para minimizar reagdes falso-negativas.
Foram usados escores PRA para anticorpos HLA classes
I e I, bem como especificidade e média da intensidade
de fluorescéncia (MIF) de anticorpos HLA classes I
e II, quando estes estavam presentes. Os testes foram
conduzidos de acordo com as instrucdes do fabricante, e
o sistema Luminex 100 e o software Fusion HLA foram
usados para analisar os resultados. Os anticorpos foram
considerados positivos se a MIF fosse superior a 1.000 e
consideramos DSA para HLA-A, -B e DRB1 para todos
os pacientes. Em pacientes tipados para HLA-C e HLA-
DQBI, esses anticorpos também foram considerados.
A tipagem HLA de doadores (HLA-A, -B, -C,
-DRB1, -DQB1) e receptores (HLA-A, -B, -DRB1 em
todos e HLA-C e DQB1 em alguns) foi realizada por
um conjunto primers de sequéncia especifica (SSP,
OneLambda, CA, EUA) de acordo com as instrugdes
do fabricante. O nimero de incompatibilidades HLA
entre doador-receptor foi analisado com base na
tipagem HLA para HLA-A, HLA-B e HLA-DRBI.



Os ganglios linfiticos ou o baco do doador
foram usados como fontes de células para realizar os
ensaios CFXM e CDCXM com os dois ultimos soros
dos receptores, armazenados a -80°C. As células
foram separadas por centrifugagio com gradiente
de densidade Ficoll-Hypaque. O ensaio CFXM foi
conduzido de acordo com o protocolo Halifax. Foi
realizado o tratamento de linfécitos com pronase'?, e
as células T e B foram avaliadas usando o complexo
proteina peridinina-clorofila (PERCP - do inglés
peridinin-chlorophyll-protein  complex) anticorpo
anti-CD3 (clone SK7, BD Biosciences) e ficoeritrina
(PE) anti-CD19 (clone HIB19, BD Biosciences).
Adicionou-se isotiocianato de fluoresceina (FITC)
F(ab’)2 Anti-IgH Humano, fragmento Fc especifico
(Jackson ImmunoResearch Laboratories, EUA).
As amostras foram coletadas e analisadas com o
citometro de fluxo BD FACSCalibur (BD Biosciences),
e as pontuacdes de corte foram definidas em 40 para
as células T e 100 para as células B. As amostras para
CDCXM foram tratadas com ditiotreitol, o ensaio de
globulina anti-humana (AHG-CDCXM) foi realizado
para células T e CDCXM nio modificado foi realizado
para células B. Os protocolos foram conduzidos de
acordo com o protocolo da Sociedade Americana de
Histocompatibilidade e Imunogenética (ASHI - do
inglés American Society for Histocompatibility and
Immunogenetics)'® usando um marcador fluorescente
para quantificacio de células mortas e esferas
magnéticas para separacao de células T e B.

V ARIAVEIS CLINICAS E PREDITIVAS

Foram coletados dados demograficos de doadores
e receptores. Os doadores foram classificados
como doadores com critérios expandidos (DCE)
de acordo com a definicio da United Network for
Organ Sharing (UNOS). Dados sobre TIF, doengas
subjacentes e transplantes anteriores foram coletados
dos prontudrios médicos eletronicos dos receptores.
No periodo do estudo, nio houve mudangas
nos protocolos de imunossupressio do centro de
transplante. Todos os pacientes transplantados
com DSA negativo foram tratados com o anticorpo
monoclonal anti-CD25 (receptor de interleucina-2).
Pacientes com escore de PRA maior que 50%,
pacientes com DSA positivo, e pacientes cujos
doadores tinham TIF maior que 24 horas foram
tratados com globulina antitimécitos (GAT). A
terapia de manutengdo consistiu em tacrolimus,
micofenolato e prednisona.
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DESFECHOS cLiNICOS

A relagio proteina/creatinina (RPC) e a taxa
de filtragio glomerular estimada (TFGe) foram
avaliadas aos 3, 6, e 12 meses apOs o transplante.
A TFGe foi calculada pela equagio do Estudo
sobre a Modificacio de Dieta em Doenca Renal
(MDRD - do inglés Modification of Diet in Renal
Disease)'*!* em pacientes adultos, e pela equacdo
de Schwartz em pacientes menores de 18 anos'.
Em pacientes que foram submetidos ao teste de
SAB pos-transplante, foi determinada a presenga
de DSA de novo. A funcdo retardada do enxerto
(FRE) foi definida como a necessidade de didlise até
o sétimo dia ap6s o transplante, e o tempo da FRE
foi medido. As rejeicdes foram categorizadas com
base na interpretacdo do patologista de transplante
de acordo com a classificacio de Banff 2007"7. A
rejeicio aguda mediada por anticorpos (RAMA)
foi avaliada de acordo com a classificagio de Banff
2013'. A perda do enxerto foi definida como a
necessidade de retomar a didlise, e as causas da perda
do enxerto foram coletadas dos registros médicos.
As mortes e suas causas foram coletadas de registros
médicos e revistas por um médico da equipe de
transplante renal.

ANALISE ESTATISTICA

Utilizou-se os programas StatCalc e SPSS, versdo 20,
para as andlises estatisticas. As varidveis categOricas
foram expressas como frequéncias absolutas
(nimero de pacientes) e frequéncias relativas
(porcentagem). Os dados paramétricos foram
comparados usando o teste t de Student, enquanto
os dados ndo paramétricos foram comparados
usando o teste U de Mann-Whitney. As variaveis
categéricas foram comparadas usando o teste Qui-
quadrado. A andlise de sobrevida de Kaplan-Meier
foi utilizada para pacientes e enxertos. As andlises
multivariadas nao foram feitas. Para fins estatisticos,
foi estabelecido um nivel de significAncia abaixo de
0,05. A lista de verificacdo da iniciativa denominada
Strengthening the Reporting of Observational
Studies in Epidemiology (STROBE) foi utilizada
para orientar o estudo.

ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital Santa Casa de Porto Alegre,
estado do Rio Grande do Sul, sul do Brasil, sob o
protocolo de nimero 41095914.1.0000.5335.
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ResuLTADOS

CARACTERISTICAS DO DOADOR E DO RECEPTOR NO
MOMENTO DO TRANSPLANTE

Avaliamos 100 pacientes no grupo CFXM, porém 3
foram excluidos (transplantes renais realizados entre
Outubro de 2013 e Outubro de 2014) e 100 pacientes
no grupo controle (transplantes renais realizados
entre Outubro de 2012 e Setembro de 2013). Cinco
pacientes foram excluidos devido a transplantes
combinados figado-rim. Os dados demograificos e
clinicos pré-transplante dos grupos sio mostrados na
Tabela 1.

Todos os doadores falecidos tiveram morte
cerebral. Havia 116 doadores homens no total,
incluindo 46 no grupo CFXM (47,4%) e 70 no
grupo controle (71,4%) (p < 0,001). A idade média
do doador foi de 41+18,8 anos no grupo CFXM e
40+21,4 anos no grupo controle (p = 0,124). Trinta e
oito doadores no grupo CFXM (40%) e 39 controles
(39,8%) foram classificados como DCE, sem diferenga
significativa entre os grupos (p = 0,977). O TIF nio
diferiu entre os grupos (grupo CFXM: 20,4+5,5
horas; grupo controle: 20,3+4,9 horas; p = 0,342).
As tipagens HLA-A, -B, e -DRB1 estavam disponiveis
para todos os doadores, enquanto as HLA-C e -DQB1

TABELA 1 CARACTERISTICAS BASAIS DOS TRANSPLANTES RENAIS NOS GRUPOS ESTUDADOS
Variaveis Nt'xmer? total Grupo CFXM Grupo controle
de pacientes (n=97) (n=98)
Doadores 195
Homens — n (%) 46 (47.4) 70 (71,4) <0,001
Mulheres - n (%) 51 (52,6) 28 (28,6)
Idade - anos; média (DP) 195 41 (18,8) 40 (21,4) 0,124
Incompatibilidade HLA- A, HLA-B, HLA-DR- média (DP) 195 4(1,2) 4(1,2) 0,642
Receptores
Homens — n (%) 195 60 (61,9) 52 (53,1) 0,273
Mulheres — n (%) 37 (38,1) 46 (46,9)
Idade no transplante - anos; média (DP) 195 44 (18,3) 45 (19,7) 0,653
Doenca renal priméria — n (%) 195 0,09
Desconhecido 46 (47.4) 35 (35,7)
Hipertensao 10 (10,3) 26 (26,5)
Diabetes 15 (15,5) 15 (15,3)
Doenga renal policistica 91(9,3) 5(5,1)
Outros 17 (175) 17 (17.3)
Ndmero de transplantes renais — n (%) 195 0,833
Primeiro 80 (82,5) 79 (80,7)
Segundo ou terceiro 17 (175) 19 (19,3)
DSA Classe | = n (%) 195 0,803
Ausente 83 (85,6) 83 (84,7)
1 9(9,3) 12 (12,2)
2 4(4,1) 3(3.1)
3 1(1,0) -
DSA Classe Il = n (%) 195 0,277
Ausente 84 (86,6) 92 (93,9)
1 9(9,3) 5(5,1)
2 3(3,1) 1(1,0)
3 1(1,0) -
Soma - MIF DSA - mediana (I1Q)
Classe | (grupo CFXM n=14; grupo controle n=15) 29 2.342 (1.203- 2.669 (1.794- 0,270
3.408) 3.845)
Classe Il (grupo CFXM n=13; grupo controle n=06) 19 3.359 (1.462- 1.838 (1.212- 0,467
8.436) 6.553)
DCE - n (%) 77 38 (40%) 39(39,8) 0,977
TIF — tempo em horas; média (DP) 185 20,4 (5,5) 20,3 (4,9) 0,342
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foram tipadas em 60,5% (n=118) € 63,5% (n = 124)
dos doadores, respectivamente. Nenhum doador foi
genotipado para HLA-DPB1.

Nio houve diferengas significativas entre os
escores médios de PRA para anticorpos anti-HLA
classe I (grupo CFXM: 21,0%=31,0; grupo controle:
17,2%=+29,3; p = 0,427) e anticorpos anti-HLA
classe IT (grupo CFXM: 13,9%=22,6; grupo controle:
15,1%=+24,4; p = 0,315). DSA, tanto classe I quanto
I, estavam ausentes em 86% dos pacientes antes
do transplante. Os escores de PRA pré-transplante
sdo mostrados na Tabela 1. O nimero médio de
incompatibilidades para os loci HLA-A, -B, e -DRB1
foi de 4 1 (p = 0,542) em ambos os grupos.

DESFECHOS CLiNICOS E IMUNOLOGICOS

Cento e quinze receptores (59%) apresentaram
FRE, sem diferenca significativa entre os grupos
(Tabela 2). A TFG estimada e a excre¢io de
proteina urindria (proteina total/creatinina em
uma amostra de urina) foram avaliadas aos 3, 6
e 12 meses apOs o transplante. As RPCs urindrias
estavam disponiveis em 128 pacientes aos 3 e
6 meses poOs-transplante e em 127 pacientes, 12
meses pos-transplante. A andlise da TFGe foi feita
separadamente para pacientes com menos de 18
anos e pacientes com 18 anos ou mais. Nao foram
observadas diferencas na TFGe ao longo do tempo
no grupo de receptores com menos de 18 anos de
idade. Em receptores adultos, foi observada uma
TFGe significativamente mais alta no grupo CFXM,
12 meses ap0s o transplante (Tabela 2).

Prova cruzada por fluxo e citotoxicidade

Todas as provas cruzadas de células T e B foram
negativas no grupo controle. No grupo CFXM, um
paciente apresentou uma CFXM de célula B positiva
com uma alterag¢do de 193 canais. O achado positivo
foi atribuido a um DSA anti-HLA-DQ6. O receptor foi
submetido a um transplante renal anterior, teve rejeicao
aguda celular Banff tipo IB, e manteve um enxerto
funcional no final do periodo de acompanhamento.

Dezesseis pacientes do grupo CFXM foram
submetidos a um teste SAB clinicamente indicado
em um tempo médio pds-transplante de 82,0+22,9
dias, enquanto 18 controles foram submetidos ao
mesmo teste em um tempo médio pos-transplante
de 87,0+19,5 dias (p = 0,852). No grupo CFXM, 4
pacientes tinham DSA classe I e 3 tinham DSA classe
II, enquanto no grupo controle, 7 pacientes tinham
DSA classe I e 4 tinham DSA classe II (Tabela 3).

ANALISE DE SOBREVIDA

Um ano ap6s o transplante, nio houve diferengas
significativas na sobrevida do paciente (grupo CFXM:
92,8%;grupo controle: 90,8%;p=0,591) enasobrevida
do enxerto (grupo CFXM: 84,5%; grupo controle:
82,7%; p = 0,692) (Figuras 1 e 2). Dezesseis pacientes
foram a 6bito no periodo de acompanhamento, 7
no grupo CFXM e 9 no grupo controle (p = 0,811),
a maioria deles (n = 11) devido a infeccdes. Houve
15 (15,5%) perdas de enxerto no grupo CFXM e 17
(17,3%) no grupo controle, sem diferenca significativa
entre os grupos (p = 0,872). Duas falhas ocorreram
devido a rejeicdo mediada por anticorpos no grupo
controle, enquanto ndo houve perda de enxerto devido
a causas imunologicas no grupo CFXM.

TABELA 2 DESFECHOS DA FUNGAO DO ENXERTO
Variaveis Numero de pacientes avaliados Grupo CFXM Grupo controle p
FRE - n (%) 195 59 (60,8) 56 (57.7) 0,770
FRE, dias - média (DP) 5,5 (4,0) 4,58 (3,5) 0,280
RPC, mediana (11Q)
3 meses 128 0,30 (0,2-0,5) 0,37 (0,2-0,5) 0,120
6 meses 128 0,28 (0,2-0,5) 0,36 (0,2-0,7) 0,240
12 meses 127 0,23 (0,2-0,5) 0,33 (0,2-0,6) 0,150
TFGe < 18 anos (mL/min/1,73m?), mediana (11Q)
3 meses 21 65 (63-72) 70 (65-75) 0,223
6 meses 21 65 (57-68) 65 (60-75) 0,605
12 meses 20 81 (54-103) 65 (565-71) 0,412
TFGe > 18 anos (mL/min/1,73m?), mediana (l1Q)
3 meses 157 38,0 (29,5-49,0) 375 (170-561,0) 0,267
6 meses 146 43,5 (29,0-54,3) 40,0 (15,0-50,8) 0,090
12 meses 128 46,0 (33,0-57,0) 39,0 (22,5-49,0) 0,009

FRE: funcéo retardada do enxerto; TFGe: taxa de filtracdo glomerular estimada; CFXM: prova cruzada por citometria de fluxo; RPC: relagao proteina/creatinina.
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TaBELA 3 PReSENGA DE DSA APOS O TRANSPLANTE

DSA Grupo CFXM (n = 16) Grupo controle (n = 18) p
Classe | - n (%) 0,558
Ausente 12 (75) 10 (55,6)
1 2(12,5) 3(16,7)
2 1(6,3) 1(5,6)
3 1(6,3) 4(22,2)
Classe Il - n (%) 0,942
Ausente 13 (81,3) 14.(778)
1 2 (12,5) 3(16,7)
2 1(6,3) 1(5,6)
DSA de novo - n (%) 5(5,2) 8(8,2) 0,400

DSA: anticorpos especificos contra o doador; CFXM: prova cruzada por citometria de fluxo.

0,87

0,67

0,44

Probabilidade de sobrevida do paciente

Valor p = 0,591
0,0

----- Grupo CFXM 1 ano de sobrevida: 92.8%
—— Grupo controle 1 ano de sobrevida: 90.8%

Figura 1. Probabilidade de sobrevida do paciente.
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1,04

0,87

0,67

0,4~

0,27

Probabilidade de sobrevida do enxerto renal

Valor p = 0,692
0,07

—— Grupo controle 1 ano de sobrevida: 82, 7%

Grupo CFXM 1 ano de sobrevida: 84.5%

Figura 2. Probabilidade de sobrevida do enxerto.

DADOS DA BIOPSIA DO ENXERTO

Sessenta e trés (48 %) pacientes no grupo CFXM e 68
(52%) controles foram submetidos a uma bidpsia de
enxerto renal. Como mostrado na Tabela 4, nenhuma
diferenga significativa foi encontrada na incidéncia de
rejei¢do aguda celular igual ou maior que 1A [16] (p
= 0,289). No entanto, RAMA ocorreu em 3 pacientes
no grupo controle e nenhuma no grupo CFXM (p
= 0,04). Nos 3 pacientes com RAMA, nenhum teve
DSA pré-transplante, todos receberam enxertos
de doadores considerados DCE, tiveram FRE e
formaram DSAs de novo, dois perderam o enxerto,
e nenhum veio a 6bito. Depdsitos de C4d ao longo
dos capilares peritubulares estavam ausentes em 47
(85,5%) e 30 (49,2%) pacientes no grupo CFXM e
no grupo controle, respectivamente. Qualquer nivel
de intensidade de C4d foi detectado em 8 (14,5%)
e 31 (50,8%) pacientes no grupo CFXM e no grupo
controle, respectivamente (p < 0,001).

Tempo [meses)

DiscussAo

No presente estudo, avaliamos a CFXM como o unico
ensaio de prova cruzada em pacientes submetidos a
um transplante renal de doador falecido. Nao foram
encontradas diferencas significativas nos principais
desfechos clinicos do grupo submetido apenas a
CFXM em comparagio com o grupo submetido a
AHG-CDCXM (controles).
Niohouvediferencasestatisticamentesignificativas
na incidéncia da FRE e da RPC urindria um ano apds
o transplante. A TFGe foi mais alta no grupo CFXM
do que no grupo controle. Entre aqueles receptores
que foram submetidos ao teste SAB clinicamente
indicado, a maioria dos pacientes de ambos os grupos
nio desenvolveu DSA um ano apés o transplante. E
importante ressaltar que a sobrevida de pacientes e
enxertos ndo foi significativamente diferente entre os
grupos. A incidéncia de rejei¢io aguda celular nio
foi diferente entre os grupos. Entretanto, trés casos
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TABELA 4 ACHADOS HISTOPATOLOGICOS NA BIOPSIA DO ENXERTO

Resultados do teste de patologia — n (%) Grupo CFXM (n=63) Grupo controle (n = 68) p

Sem rejeicao 16 (25,4) 20 (29,4) 0,750
Rejeicao limitrofe 10 (15,9) 13 (19,1) 0,638
Rejeicao aguda celular > 1A 27 (42,9) 21 (30,8) 0,293
Rejeicdo aguda mediada por anticorpos - 3(4,5) 0,028
Fibrose intersticial e atrofia tubular 1(1,6) 5(74) 0,246
Outros achados 9 (14,3) 6 (8,8) 0,667

CFXM: prova cruzada por citometria de fluxo.

de RAMA foram observados no grupo controle em
comparacdo com nenhum caso no grupo CFXM.

Os grupos estudados foram homogéneos em
termos de preditores de risco (idade do doador, doenca
subjacente, TIF, nimero de incompatibilidades de
HLA, escore PRA pré-transplante e triagem DSA),
o que contribuiu para reduzir os vieses nas andlises.
A fim de reduzir a variabilidade na qualidade dos
6rgados, nao foram incluidos os transplantes de 6rgaos
provenientes de outros estados brasileiros. Em ambos
os grupos, a presenca de DSA foi avaliada por meio
do ensaio SAB antes do transplante.

Em um estudo de 2008 com 354 pacientes
de transplante renal, Ho et al.19 avaliaram a
sensibilidade e a especificidade dos ensaios CDCXM,
CFXM e EFS, utilizando a perda do enxerto como o
desfecho principal. Estes trés testes foram realizados
em todos os pacientes para avaliar a presenga de DSA.
Nao houve diferenga significativa na sobrevida do
enxerto entre estes métodos em um acompanhamento
de 3 anos tanto para pacientes de primeiro transplante
quanto para pacientes de retransplante. Os autores
relataram a importincia dos ensaios CDCXM e
CFXM de acordo com a sensibilidade de cada método.
Seus resultados siao consistentes com nossos achados,
embora os dois estudos tenham sido concebidos de
forma diferente, ja que o ensaio CFXM foi utilizado
como o método unico de prova cruzada em nosso
estudo. Em consondncia com nossos achados, um
antigo estudo retrospectivo dos EUA examinou a
sobrevida e os desfechos clinicos em 624 pacientes
de transplante renal, a maioria de doadores falecidos,
testado apenas com o ensaio CFXM e dividido em
trés grupos (CFXM T- B, CFEXM T- B+, e CFXM T+
B*), e relatou uma sobrevida de 90% do enxerto de
um ano no grupo CFXM T- B-20-22,

Ao contririo do ensaio AHG-CDCXM, o ensaio
CFXM estratifica o risco e pode ndo necessariamente
contraindicar o transplante quando o resultado
for positivo. Graff et al. (2009) estudaram
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retrospectivamente as implicacdes dos desfechos de
resultados positivos da CFXM, utilizando dados de
uma coorte nacional de receptores de transplante
inscritos nos dados de registro da Rede de Regulacio
e Transplante de Orgaos. Eles observaram um efeito
prejudicial continuo de um resultado positivo da
CFXM ap6s o primeiro ano de transplante?. Tivemos
um receptor transplantado apés CFXM B+ no grupo
controle e o mesmo ficou livre de didlise trés anos
depois do transplante.

Nosso laboratério costumava realizar ambos
os ensaios AHG-CDCXM e CFXM pelo protocolo
padrdao ASHI. O protocolo Halifax nos encorajou a
adotar os ensaios CFXM como a unica avaliagdo de
prova cruzada. Esta estratégia permitiu uma reducdo
no tempo necessario para a realizacio do teste. Da

124, concluiram em

mesma forma, de Moraes et a
seu estudo que o uso exclusivo da CFXM como
um teste celular para avaliagio pré-transplante de
anticorpos anti-doador é vidvel dada a seguranga em
termos de predi¢do de resultados negativos de CDC
e pela avaliagio do risco de um DSA pré-formado.
Entretanto, contrario a nossa expectativa, o TIF nao
diminuiu. Isto pode ser explicado pelo fato de que
o processo de doagdo de Orgdos envolve multiplas
equipes e fatores que sio independentes do ensaio de
prova cruzada.

Este estudo teve algumas limitacdes. Primeiro, foi
um estudo de um tnico centro, nio randomizado, com
um grupo controle retrospectivo. Acreditamos que esta
limitagdo ndo teve impacto nos resultados, pois a pratica
médica geral, incluindo os regimes imunossupressores,
foi essencialmente a mesma durante todo o periodo
de estudo. Em segundo lugar, os resultados de DSA
pos-transplante ndo estavam disponiveis para todos os
receptores, e os loci HLA-C e DQB1 nio foram tipados
para todos os receptores. No entanto, o nimero de
receptores com testes SAB pds-transplante foi semelhante
entre os grupos sugerindo uma necessidade clinica
semelhante para tais testes na pratica clinica. Por fim,



nio realizamos uma anilise formal de custo-beneficio,
comparando as duas técnicas.

CoONCLUSOES

A sensibilidade dos métodos usados para detectar
anticorpos HLA classes I e II tem aumentado
constantemente como resultado dos avangos em
testes tais como os ensaios CFXM e EFS. O objetivo
principal do presente estudo foi demonstrar que a
interrup¢do do uso do ensaio AHG-CDCXM nio
modifica o desfecho clinico dos transplantes renais.
Uma avaliagio combinada usando o teste SAB e
o ensaio CFXM deve ser realizada para avaliar os
riscos e ajudar no processo de tomada de decisdo'.
Apesar de a sensibilidade mais elevada da CFXM ser
bem reconhecida, este método é raramente utilizado
sozinho fora da América do Norte. Portanto,
acreditamos que validar sua aplica¢aoclinicarelatando
nossa experiéncia poderia ser uma contribuigido para
o campo. Também importante, o ensaio CFXM estd
longe de ser padronizado. Apenas recentemente um
protocolo padrido proposto, o protocolo Halifax, foi
publicado?. Finalmente, é importante que os centros
validem seus préprios resultados da CFXM com
respeito a riscos clinicos aceitaveis'.

Estamos confiantes de que os resultados aqui
descritos apoiam fortemente a seguranca do uso
da CFXM Halifax como o unico teste de prova
cruzada pré-transplante. E importante ressaltar que
a falta de informagdes sobre anticorpos fixadores
de complementos, como nos ensaios CDCXM, nio
tem um impacto prejudicial sobre a qualidade do
transplante renal em nossa pratica.
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