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O presente e-book é um produto da dissertacdo do Programa de Mestrado
Profissional em Transplantes da UECE que tem como tema central o
Sistema HLA e o Transplante Renal. A ideia de fazé-lo surgiu da existéncia
de duvidas sobre o assunto entre os residentes, médicos e da equipe
multiprofissional dos servicos de transplantes de Fortaleza. Diante dessa
premissa, o e-book objetiva fornecer informac¢des que auxiliem a
compreensdo de forma clara e sucinta do complexo Sistema HLA e de todo
0 processo que envolve a selecdao imunolégica da dupla receptor/doador no
pré-transplante, como também o monitoramento imunolégico do receptor
no poés- transplante. As ilustra¢des incluidas ao longo dos capitulos utilizam
uma linguagem objetiva e acessivel.

Outrossim, acreditamos que este e-book vem suprir lacunas na
compreensdao do Sistema HLA e do seu envolvimento e importancia na
selecdo imunoloégica da dupla receptor/doador. Além disso, vem auxiliar na
constru¢cdao do conhecimento sobre o assunto de residentes em nefrologia
e de toda a equipe multiprofissional que abrilhanta os servicos de
transplantes do nosso estado, como também de profissionais e alunos da
area da saude. Esperamos com o e-book propiciar uma experiéncia positiva
para todos.

Boa leitural!

Larissa Cavalcante de Freitas
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MHC e a evolucao das espécies

Ao longo dos séculos ocorreram inUmeras mudancas nas caracteristicas hereditarias
das populacdes de uma geracao para outra. Como consequéncia, as popula¢des
mudaram e se diversificaram geneticamente com 0s anos. Porém, essas mudancas
foram necessarias para que o homem pudesse sobreviver em um ambiente hostil
repleto de patogenos, tais como 0s virus, bactérias, fungos, protozoarios e helmintos.

No livro intitulado 10% humano, Alanna Collen afirma: "vocé
é apenas 10% humano”. A autora reforca que o nosso corpo
nao é formado s6 de carne e 0sso, cérebro e pele, mas que ha
também bactérias, virus, fungos.... Relata ainda que somente
no intestino abrigamos cerca de 100 trilhdes de
microrganismos e nos instiga afirmando: vocé é mais "eles"
do que "vocé".

Diante dessas afirmacdes da autora Alanna Collen, é facil compreender porque o
nosso sistema imunoldgico também teve que evoluir durante a evolugdo das espécies.
Afinal, ele precisa estar atento, pronto para nos proteger desse ambiente hostil,
contendo inumeros patégenos, como também daqueles trilhdes que habitam o nosso
intestino e as demais partes do nosso corpo. Isso, sem contar que muitos dos
patdgenos, além de apresentarem uma extraordinaria capacidade de adaptacdo ao
nosso meio, desenvolveram mecanismos de escape que 0s protegem das nossas
células de defesa e dos nossos anticorpos.

Claro, que a solucdo encontrada durante a evolucdo das espécies para a preservacdo
do homem nado podia ser assim tdao simples. Isso é fato! Diante de tamanha ameaca,
que poderia ceifar por completo a criacao humana, Deus ndo pensou duas vezes, criou,
no genoma humano, uma regido complexa formada por uma variedade de genes
polimorficos que codificam milhares de moléculas que sdo expressas na membrana das
nossas células. Essas moléculas tém o potencial de se ligar a uma variedade imensa de
peptideos antigénicos para apresenta-los aos linfocitos T. Sabe-se que essa regidao
gendmica é responsavel pelo grande polimorfismo genético do homem, que permite a
nossa propria sobrevivéncia a infec¢Bes por trilhdes de patdgenos distintos, como
também contribui com o nosso sistema imunoldgico quando encontra-se diante de
indmeros agentes patogénicos.

Por outro lado, Deus, ocupado com a criacdo do mundo, ndo pensou que um dia,
ap6s milhares de anos, o homem viesse a realizar um procedimento cirdrgico que
salvasse vidas, como os transplantes de orgaos. como consequéncia, no contexto dos
transplantes, o polimorfismo genético dificulta o encontro de dois individuos (receptor e
doador), fora da familia, compativeis frente as moléculas codificadas por esses genes
polimarficos.



A regidao gendmica, que o0 homem ganhou com a evoluc¢do das espécies, € conhecida
na imunologia como Sistema HLA (do inglés - Human Leucocyte Antigen), que é O
Complexo Principal de Histocompatibilidade (do inglés MHC - Major Histocompatibility
Complex) dos seres humanos. Essa regido é controlada por genes localizados no brago
curto do cromossoma 6, que codificam as moléculas HLA de classe | (Joci A, B e C) e HLA
de classe Il (loci DR, DQ e DP). Em geral, nas respostas imunes (Figuras A e B), as
moléculas do MHC de classe | apresentam peptideos antigénicos para os linfécitos T
citotoxicos (T CD8+) e as moléculas do MHC de classe Il os apresentam para 0s
linfocitos T helper (T CD4+).

Figura A. Molécula do MHC de classe I. Figura B. Molécula do MHC de classe Il.
Peptideo Peptideo
MHC de DARES  MHC e
classe | | TCR — pi' ':iflasse ] Tcr
Q\ =
"/:F.r I-'.I_'." _j\\.". -
Célula meoc.to T Célula Linfécito T
Dendritica CD8 virgem Dendritica CD4 virgem
Fonte. Propria. Fonte. Propria.

Outrossim, no contexto dos transplantes, as moléculas do MHC de classe | e |l
sdo 0s principais antigenos de histocompatibilidade envolvidos nas rejeicdo do
enxerto. Como essas moléeculas sdo extremamente imunogénicas, elas induzem,
em situacBes de incompatibilidades HLA da dupla receptor/doador, respostas
imunes adquiridas, celular e/ou humoral, que podem acarretar a rejeicdo de um
transplante alogénico.

Curiosidades

Vocé sabia que um paciente que vai realizar uma transplante de medula dssea tem
dificuldade de encontrar um doador de medula HLA compativel fora da sua familia? Pois
é! A chance de um paciente encontrar um doador HLA compativel frente aos antigenos do
Sistema HLA, fora da sua familia, é de 1 em 100.000. Essa dificuldade é decorrente do
polimorfismo do MHC, que é fundamental para a sobrevivéncia do homem, mas dificulta o
encontro de doadores HLA compativeis. Fica a dical

Convite

Ao longo do presente e-book vocé aprenderd um pouco mais sobre o Sistema HLA, seus
genes e moléculas, como também sobre como herdamos as moléculas HLA. Assim, vocé
compreenderd porque mesmo entre irmdos, a chance de um paciente de medula dssea
encontrar uma doador HLA idéntico é de apenas 25%. Boa leitural

Silvia Fernandes Ribeiro da Silva




1. Introducao

A doenca renal crbnica (DRC) caracteriza-se por declinio lento,
progressivo e irreversivel da fun¢do dos rins, que perdem a capacidade de
filtrar o sangue e executar as suas funcdes basicas, tais como: a) regulacao
do volume do liquido extracelular e da pressao arterial; b) manutencao do
equilibrio iénico de sd6dio, potassio, calcio e fosforo; c) regulacao do pH
plasmatico; d) remocdo de residuos do metabolismo, como a creatinina,
uréia, acido Urico e outras toxinas urémicas, além de farmacos; e)
producdo de hormdnios, como a eritropoetina que regula a producdo de
hemacias e o 1,25 dihidroxicolecalciferol ou calcitriol, que é a forma ativa
da vitamina D e que regula o balanco de cdlcio no organismo (ARAUJO,
2015; GUYTON; HALL, 2017).

A DRC é considerada um problema de saude publica mundial, com
prevaléncia crescente, elevada morbimortalidade e importante impacto
socioecondmico (GOMES, 2018). Segundo a Sociedade Internacional de
Nefrologia, a DRC é epidémica, uma vez que atinge um a cada dez adultos e
a incidéncia vem aumentando. Estima-se que a taxa média de doenca renal
terminal em todo o mundo é de 144 por milhdao de populag¢do (pmp) e a
prevaléncia média de terapia renal substitutiva mundialmente seja de 759
pmp (BELLO, 2017). Em paises desenvolvidos, a prevaléncia da doenca é
estimada entre 10% e 13% na populacdao adulta (MARINHO, 2017). No
Brasil, a estimativa é incerta, mas acredita-se que aproximadamente 3 a 6
milhdes de brasileiros tenham a doenca renal ou pelo menos algum grau
de comprometimento da funcdo renal (CASTRO et al., 2020).

No Censo Brasileiro de Dialise, a analise comparativa de pacientes com
doenca renal crdnica dialitica dos ultimos 10 anos, evidenciou taxa anual
de mortalidade de 19,5% e aumento significativo do numero absoluto
estimado de Obitos, passando de 13.235 em 2008 para 17.944 e 25.986 em
2013 e 2018, respectivamente (NEVES et al., 2019).

A DRC ndo tem cura, mas seu tratamento perpassa por duas etapas.
Inicialmente dispde-se do método conservador, com a mudanca do estilo
de vida e terapia medicamentosa e, quando ndo suficientes, os pacientes
sdo submetidos a Terapia Renal Substitutiva-TRS (hemodialise, dialise
peritoneal e transplante renal), que garante a manutencdo e a qualidade
de vida do paciente renal (LIMA et al., 2014).

A hemodialise é a TRS mais utilizada, removendo residuos do
metabolismo do organismo e corrigindo alteracbes do ambiente interno
por meio da circulacdao sanguinea em equipamentos projetados para essa
finalidade (RUDNICKI, 2014). Esse tratamento repercute diretamente no
ambito biopsicossocial do paciente, como também de suas familias e da
sociedade, uma vez que gera estresse para o paciente, em decorréncia do
tratamento, das mudancas no estilo de vida, da diminuicdo da sua energia
fisica e das alteragBes que ocorrem em sua aparéncia pessoal (JESUS et al.,
2019; BOAS; NAKASU, 2021).



Atualmente, o transplante renal (TxR) é considerado o tratamento de
escolha para pacientes com DRC, apresentando algumas vantagens
significativas em relacdo a hemodialise, como a reduc¢do do risco de
mortalidade e a melhora na qualidade de vida, oferecendo inclusive a
chance de reabilitagdo profissional (SILVA et al., 2020). Segundo o Registro
Brasileiro de Transplante (RBT), a sobrevida do paciente submetido ao TxR
com rim de doador falecido é de 92% no primeiro ano e de 71% e 55% apés
5 e 10 anos, respectivamente (RBT, 2021). O TxR pode ser realizado com
rim de doador vivo parente, doador vivo ndo relacionado ou doador
falecido com diagndstico de morte encefalica, segundo Decreto N° 9175 de
18 de outubro de 2017 (ARAUJO, 2021).

A utilizacdo de potentes drogas imunossupressoras, a melhora das
técnicas cirdrgicas e da experiéncia da equipe meédica que realiza o
transplante, o nivel de alosensibilizacdo dos receptores e o numero de
identidades da dupla receptor/doador frente aos principais antigenos de
histocompatibilidade do Sistema HLA (Human Leukocyte Antigen) explicam a
melhora dos resultados dos transplantes renais nos ultimos anos (SILVA,
2015; GOMES et al., 2016).

No TxR podem ocorrer trés tipos de rejeicdo do enxerto: hiperaguda,
aguda e crdnica. A rejeicdo hiperaguda é o tipo menos frequente, porém é
0 mais grave. Caracteriza-se por disfuncdo subita e irreversivel do enxerto,
devido a presenca de aloanticorpos citotéxicos pré-formados presentes no
soro do receptor, em decorréncia de gestac¢des, transfusdes e transplantes
prévios, que reconhecem os antigenos HLA do doador (Figuras 1 e 2) (TI1ZO;
MACEDO, 2015).

Figura 1. Condi¢des que podem promover a formag¢do de
anticorpos anti-HLA na populacdao em geral.
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Fonte: Elaborada pelos autores.
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Figura 2. Aspecto macroscépico de um enxerto renal que
evoluiu com rejeicao hiperaguda.

Fonte: Foto cedida pela equipe de transplante do Hospital
Universitario Walter Cantidio.

A rejeicdo aguda € o tipo mais comum, ocorrendo frequentemente nos
primeiros seis meses apo6s o TxR e pode levar a perda do enxerto no
primeiro ano pos-transplante. Este tipo de rejei¢do pode ser mediado por
linfécitos T e/ou por anticorpos. Entretanto, as drogas imunossupressoras
atualmente utilizadas sdao muito eficazes na prevencdo deste tipo de
rejeicao (CECKA,1998; DESHPANDE, 2017), que atualmente tem uma taxa de
5-10% no primeiro ano p6s-TXR (HUANG et al., 2017; NGA et al., 2018).

A rejeicdo cronica pode também ser mediada por linfécitos T e/ou por
anticorpos (ANGEL; VAI LLANT; MOHSENI, 2022), ocorrendo ao longo da
evolucdo do transplante. E considerada o principal fator limitante da
sobrevida do enxerto na fase tardia do transplante, uma vez que 50% dos
pacientes apresentam esse tipo de rejeicdao decorridos cinco anos do
transplante (NAIK, 2022).




2. Transplantes

E a transferéncia de um 6rgdo sélido (coracdo, pulmdo, rim, pancreas,
figado, entre outros) ou de um tecido (medula d&ssea, cérneas, pele,
valvulas, entre outros) de um doador vivo parente ou falecido a um
individuo com doenca irreversivel, denominado receptor (GARCIA, 2017).

Segundo a Associacdo Brasileira de Transplante de Orgdos (ABTO) em
2020, o Brasil foi o quarto pais em numero absoluto de transplantes renais
realizados entre 35 paises, ficando atras somente dos Estados Unidos,

China e india (RBT, 2021) (Figura 3).

Figura 3. Numero de transplantes renais no ano de 2020,
segundo pais de origem.

Brasil é o quarto em ndmero absoluto de transplantes renais (entre 35 paises) - ano 2020
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Fonte: Registro Brasileiro de Transplantes (2021).

No Brasil, nos ultimos 10 anos foram realizados 60.421 transplantes
renais, sendo 4750 no ano de 2021, 12% com rim de doador vivo e 88% com
doador falecido. Um total de 191 transplantes renais foram realizados no
Ceara em 2021, sendo 98% com rim de doador falecido; resultado este que
colocou o Ceara em nono lugar entre os 21 estados brasileiros que

realizaram transplantes neste ano (RBT, 2021).



2.1 Tipos de transplantes

Quando se fala sobre imunologia dos transplantes, a linguagem utilizada
muitas vezes confunde o leitor. Assim, para facilitar a compreensdo dos
termos utilizados neste e-book, a seguir serdo abordados os tipos de
transplante, em fun¢cdo da compatibilidade HLA e da espécie.

a) Transplante singénico ou isotransplante: o receptor e o doador sao
geneticamente idénticos, ou seja, apresentam o0 mesmo acido
desoxirribonucleico (DNA). Esse tipo de transplante ocorre entre gémeos
univitelinos (Figura 4), que por serem HLA idénticos, ndo ocorre rejeicao.

Figura 4. Transplante singénico entre gémeos idénticos.
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Fonte: Foto cedida pelo autor.

b) Transplante alogénico ou alotransplante: o receptor e o doador sao
da mesma espécie, porém, sao geneticamente diferentes. Nesse tipo de
transplante, utiliza-se os termos: aloenxerto, aloantigeno e aloanticorpo,
podendo ocorrer rejeicdo celular (mediada por linfécitos T), humoral
(mediada por anticorpos) ou mista (celular e humoral).

c) Transplante autélogo ou autotransplante: o enxerto, dito autélogo, é
transplantado de um individuo para o mesmo individuo. Nao ha rejeicao
imunolégica e é muito utilizado para a realizacdo de enxertos de pele,
ponte de safena/mamaria e transplante de conjuntiva em pacientes com
pterigio (Figura 5).




Figura 5. Transplante autélogo de conjuntiva.
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Fonte: Trincdo et al., 2011.

d) Transplante xenogénico ou xenotransplante: o receptor e doador sao
de espécies diferentes (Figura 6). A rejeicdo hiperaguda representa uma
barreira a este tipo de transplante, devido a presenca de anticorpos no
receptor contra os antigenos do doador. Os antigenos sdao chamados de
xenoantigenos e os anticorpos de xenoanticorpos.

Figura 6. Transplante xenogénico ou xenotransplante.

Fonte: Kotz, 2022.

2.2 Tipos de doador

a) Doador vivo

Considerando que o doador é o individuo que fornece o 6rgdo a ser
transplantado no receptor, o TxR pode ser realizado com rim proveniente
de doadores vivos ou falecidos. Porém, a doacdo de Orgdos intervivos
somente € autorizada pela lei brasileira se o doador for maior de idade e
juridicamente capaz. Além disso, os 6rgdos ou tecidos devem ser doados
gratuitamente para o cdnjuge ou parentes até o quarto grau de
consanguinidade (Figura 7) ou em qualquer outra pessoa nao aparentada,
desde que tenha autorizacao judicial (Lei n° 10.211, de 23 de marco de
2001, Art. 9). Vale ressaltar, que o transplante intervivos s6 é possivel de
orgaos duplos, de partes de d&rgdos, tecidos ou partes do corpo cuja
retirada nao ofereca comprometimento a saude fisica e mental do doador e
ndo provoque mutilacdo ou deformidade inaceitavel, e corresponda a uma
necessidade terapéutica comprovadamente indispensavel a pessoa que ira
receber (BRASIL, 2017).


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/leis/LEIS_2001/L10211.htm#art1
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Figura 7. Graus de parentesco para fins de transplante de 6rgados.
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Fonte: Elaborada pelos autores.

b) Doador falecido

Os doadores falecidos sdo individuos que tém o diagndstico de morte
encefalica segundo os critérios clinicos e tecnolégicos estabelecidos pelo
Conselho Federal de Medicina que é definida pela condi¢do irreversivel de
toda a atividade cerebral, resultante de edema e maci¢a destruicdao dos
tecidos encefalicos, embora a funcdo cardiopulmonar possa ser mantida
através de suporte de vida e mecanismos de ventilacdo. Esse tipo de
doador pode ter seus 6rgaos doados para receptores compativeis e salvar
varias vidas, desde que haja a autoriza¢do do cdnjuge ou parente, maior de
idade, obedecida a linha sucessoéria, reta ou colateral, até o segundo grau
inclusive, firmada em documento subscrito por duas testemunhas
presentes a verificacdo da morte. Pessoas nado identificadas ou com causa
de morte ndo esclarecida ndo podem ser doadoras (CFM, 2017).

A maioria dos transplantes renais no mundo sdo realizados com rim de
doadores falecidos (Figura 8). No Ceara, em 2021 foram realizados 20,8
transplantes renais/pmp, sendo a maioria (20,5 pmp) com rim de doador
falecido (RBT, 2021).




Figura 8. Transplantes renais realizados no mundo em funcao
do tipo de doador (vivo em azul e falecido em vermelho).
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Fonte: ABTO (2020).

Outro tipo de doador falecido é o doador apds a morte circulatoria
(Donor after Circulatory Death (DCD) (THUONG et al., 2016), modalidade nao
realizada ainda no Brasil, mas vem sendo cada vez mais utilizada no mundo
devido a escassez de doadores em morte encefdalica. Paises como Reino
Unido, Holanda, Bélgica, Estados Unidos, Australia, Espanha e Crodcia
possuem programas bem desenvolvidos (SANTOS et al., 2022).

Em um estudo realizado na China que comparou os resultados de
transplante renal em grupos de doadores apdés morte encefalica (DME),
doadores ap6s morte circulatéria (DMC) e doadores apds morte encefalica
seguida de morte circulatoria (DMEC) observaram uma menor incidéncia de
funcdo retardada do enxerto (DGF) no grupo DMEC quando comparado
com o grupo DME, possivelmente devido ao menor tempo de isquemia
quente (CHEN et al., 2017). Entretanto, em registros de transplante renal no
Reino Unido, observou-se maior incidéncia de DGF no grupo de DMC,
porém o tempo de sobrevida em 5 e 10 anos foi equivalente entre os
doadores DME e DMC (SUMMERS et al., 2015).




2.3 Processo de doacao e transplante

O Sistema Nacional de Transplantes (SNT) do Ministério da Saude é
responsavel pela regulamentacao, controle e monitoramento do processo
de doacdo e transplantes realizados no pais. As atribuicdes do SNT
incluem: ac¢des de gestdao politica, promog¢do da doag¢do, logistica,
credenciamento das equipes e hospitais para a realizagdo de transplantes,
definicdo do financiamento e elabora¢do de portarias que regulamentam
todo o processo, desde a captacdao de dérgdos até o acompanhamento dos
pacientes transplantados (MINISTERIO DA SAUDE, 2009). A Figura 9 mostra
os servicos contemplados pelo SNT e a Figura 10 reporta os aspectos
éticos legais em termos de transplantes.

Figura 9. Sistema Nacional de Transplantes.
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Figura 10. Aspectos éticos e legais em transplante.
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A Central Estadual de Transplantes (CETx) é responsavel por coordenar
todas as atividades relacionadas ao processo de transplantes, que
contempla o gerenciamento do cadastro de receptores inscritos em lista de
espera, recebimento das notificacbes de mortes encefalicas, promocdo da
organizac¢do logistica e distribuicdo dos 6rgaos e/ou tecidos removidos na
sua area de atuacdo, dentre outras atividades, o acompanhamento dos
pacientes ap6s o transplante. A aloca¢do de 6&rgdos, tecidos, células e
partes do corpo humano respeitara critérios estabelecidos em normas
ministeriais e especificas para cada &rgdo, os principais critérios para
locagdo é a situa¢do de gravidade, compatibilidade imunoldgica e ordem de
inscricdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

O candidato ao transplante deve ser inscrito em uma lista de espera, no
qual é obedecida de acordo com o grupo sanguineo e a melhor
compatibilidade HLA entre o doador e o receptor (MONTE et al., 2004). Essa
lista € Unica por cada estado e é monitorada pelo SNT, como também por
6rgaos de controle federais. A inscricdo de um paciente na lista de espera
somente pode ser feita por um médico, com autorizacdo concedida pelo
SNT e de um candidato a receptor de 6rgdaos que tenha indicacdao para o
transplante. Os transplantes serdo realizados apenas em pacientes
portadores de DRC irreversivel, com progndstico incuravel ou letal (GARCIA
etal., 2017).

A inscricdo do candidato ao TxR no SNT contém informacdes referente a
dados de identificacdao, dados antropométricos, unidade de dialise e inicio
de dialise (para TxR ndao preemptivo), grupo sanguineo ABO, diagndstico da
doenca renal primaria, numero de transfusdes, numero de gestacdes, data
da coleta do soro para painel de anticorpos anti-HLA (PRA), resultado do
PRA, sorologias, tipificacdo HLA e critérios de aceitacdo do doador
(sorologias positivas, idade, creatinina e outras caracteristicas).

O processo de doacdo e transplante é complexo, envolve varios
profissionais e servicos de transplantes e tem a sociedade como
protagonista, visto que € a fornecedora dos 6rgdos e beneficiada pelos
transplantes realizados. As etapas desse processo estdao apresentadas na
Figura 11.

Figura 11. Etapas do processo doag¢do de orgdos para transplante.
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Fonte: Elaborada pelos autores.




Apés a elegibilidade do potencial doador, a CETx informa aos servicos
envolvidos no processo doag¢do-transplante, que abrangem a logistica do
transporte dos orgaos, os centros transplantadores e os laboratérios de
patologia, analises clinicas e de histocompatibilidade.

Se o 6rgdao ndo for utilizado no estado, por falta de receptor compativel
ou por ndo aceitacdo das equipes de transplante, a aloca¢do passa a ser na
regido, e, apos, em carater nacional. Assim, os rins ndo utilizados em um
estado sdao enviados para outros estados, com o gerenciamento da CETx,
através de vbdos comerciais sem 6nus, por meio de uma parceria do
Ministério da Saude com as empresas aéreas.




3. 0 MHC e o seu papel nas respostas imunes

O complexo principal de histocompatibilidade (MHC, do inglés major
histocompatibility complex) do homem é formado por um conjunto de genes
extremamente polimorficos, localizados no brago curto do cromossomo 6
(6p21) em locais determinados chamados de /ocus. (HOWELL, W. M.;
CARTER, V.; CLARK, B; 2010). Como mostrado na Figura 12, nesse
cromossomo encontram-se a regido HLA e seus genes de classe |,
localizados nos loci A, B e C, e de classe Il, nos /loci DR, DQ e DP. Esses
genes sao responsaveis por codificar as moléculas que compdem o Sistema
HLA, que sdo glicoproteinas transmembranas expressas constitutivamente
na membrana das células do individuo. Os genes de classe | codificam as
moléculas HLA-A, HLA-B e HLA-C, que sdo expressas em todas as células
nucleadas do organismo e os de classe Il, codificam as moléculas HLA-DR,
HLA-DQ e HLA-DP, que sdo expressas nas celulas apresentadoras de
antigenos, tais como, células dendriticas, macrofagos e linfocitos B (KLEIN;
SATO, 2000).

Apesar dos genes de classe Ill estarem localizados entre os genes de
classe | e Il, os seus produtos (proteinas C4, C2 e fator B do complemento,
o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), as linfotoxinas alfa e beta e
proteinas do choque térmico) sao importantes nos processos inflamatérios.
Porém, ndo sao encontrados na superficie das células, mas sim no soro ou
em outros fluidos do corpo e ndao participam de rejeicdao dos transplantes
(MAHDI, 2013).

Figura 12. Genes do MHC no brago curto do cromossoma 6.
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Fonte: Elaborada pelos autores.

As moléculas HLA de classe | sdo compostas por duas cadeias
polipeptidicas: uma cadeia alfa (a) longa ligada a uma cadeia curta,
chamada de B2-microglobulina (Figura 13). A cadeia alfa apresenta trés
dominios (a1, a2 e a3), que encontram-se, principalmente, na regido
extramembrana, mas essa cadeia alfa apresenta também uma por¢do
intramembrana e intracitoplasmatica. O dominio a3 estd ligado a PB2-
microglobulina, que é codificada pelo cromossoma 15 (OLIVEIRA;
KANASHIRO, 2010).



Figura 13. Molécula HLA de classe I.
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Fonte: Elaborada pelos autores.

As moléculas HLA de classe Il (Figura 14) apresentam também duas
cadeias polipeptidicas, a cadeia alfa com dois dominios (a1 e a2) e a cadeia
beta (B), também, com dois dominios (1 e B2). Assim, como na molécula
de classe I, a molécula de classe Il também apresenta uma regido extra-
membrana, intra-membrana e intra-citoplasmatica (OLIVEIRA; RIBEIRO,
2013).

Figura 14. Molécula HLA de classe II.
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Fonte: Elaborada pelos autores.




A Figura 15 mostra os dominios de maior polimorfismo das moléculas
de classe | (HLA- A, B e C) e de classe Il (HLA DR, DQ, DP), com destaque
em rosa.

Figura 15. Polimorfismo das moléculas de classe I e II.
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Em geral, as moléculas HLA sdo glicoproteinas de superficie celular que
estdo envolvidas no processo de apresentacdao e reconhecimento de
peptideos antigénicos pelos linfécitos T (GOLDBERG; RIZZO, 2015). Para
tanto, as moléculas HLA de classe | tém como funcdo apresentar peptideos
antigénicos aos linfocitos T citotoxicos ou T CD8+ (ABBAS; LICHTMAN; SHIV
PILLAI 2018). O comprimento do peptideo apresentado aos linfécitos T
CD8+ é de aproximadamente 8-10 aminoacidos e encontra-se entre os
dominios a1l e a2 das moléculas HLA de classe I. Por outro lado, a funcdo
das moléculas de classe Il é apresentar peptideos antigénicos aos linfécitos
T auxiliares ou T CD4+. O comprimento do peptideo apresentado aos
linfécitos T CD4+ é de 18-22 aminoacidos e encontra-se entre os dominios
al e B1 das moléculas HLA de classe Il (OLIVEIRA; KANASHIRO, 2010).

A Figura 16 mostra a principal célula apresentadora de antigeno, a célula
dendritica, apresentando um peptideo via molécula do MHC de classe Il ao
linfécito T CD4+, que reconhece esse peptideo apresentado via TCR
(receptor de células T).

Figura 16. Célula dendritica apresentando um peptideo ao linfocito T CD4+.
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Fonte: Elaborada pelos autores.
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4. Heranca genética do Sistema HLA

A transmissdo dos genes do Sistema HLA seguem os principios da
heranca mendeliana, no qual os genes dos loci HLA-A, B, C, DR e DQ sao
transmitidos em blocos ou haplétipos de cada cromossomo parental aos
descendentes, ou seja, todas as moléculas HLA herdadas sao expressas
codominantemente (FERNANDES, 2003; GUIMARAES et al., 2021).

u n

Como demonstrado na Figura 17, se os haplétipos paternos forem “a" e
“b” e os maternos “c” e “d”, desse cruzamento pode-se ter quatro tipos de
filhos (a/c, a/d, b/c e b/d). Assim, se considerarmos um quinto filho nessa
familia que esta se preparando para realizar um transplante renal com um
doador parente e herdou os cromossomas a/c, pode-se observar que esse
quinto filho tem 25% de chance de ter irmdaos que compartilham com ele os
mesmos haplotipos paternos (a) e maternos (c), sendo chamados de HLA
idénticos. Além disso, apresenta 50% de chance de compartilhar apenas um
haplétipo paterno (a ou b) ou materno (c ou d), com seus irmaos,
chamados de haploidénticos, e 25% de chance de apresentar hapldétipos
paternos e maternos distintos, conhecidos como HLA diferentes. Por outro
lado, se esse filho com DRC ndo tiver irmdos, os pais podem ser seus
doadores, pois sao haploidénticos a ele.

Figura 17. Transmissao genética do Sistema HLA.
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Sabe-se que quanto maior a compatibilidade HLA entre receptor e
doador, maior a sobrevida do o6rgdo transplantado (OLIVEIRA, 2014).
Porém, quando se avalia os antigenos HLA de classe | e Il separadamente,
os antigenos HLA DR sdo considerados os mais imunogénicos ou indutores
de resposta imune em transplantes HLA incompativel, seguido dos
antigenos do locus HLA B e do locus HLA A. Entretanto, quando o 6rgdo é
oriundo de um doador ndao parente, a selecao do receptor é realizada em
funcdo do numero de identidades HLA que ele apresenta com o potencial
doador, uma vez que a dupla receptor/doador nao € da mesma familia e
nao compartilham haplétipos HLA paternos.



5. Polimorfismo HLA

Vale ressaltar que uma das principais caracteristicas do Sistema HLA é o
seu alto grau de polimorfismo genético (Figuras 18 e 19). A grande
variabilidade das moléculas HLA encontra-se nos dominios al e a2 das
moléculas de classe | e nos dominios al e B1 das moléculas de classe Il. Os
demais dominios sao ndo polimorficos (OLIVEIRA, 2014; ALELIGN et al.,
2018).

O conhecimento dessa propriedade auxilia na compreensdo da
dificuldade de se encontrar um doador HLA compativel fora da familia.
Assim, nesse contexto, a probabilidade de encontrarmos um doador HLA
idéntico entre doadores falecidos nao parentes na popula¢do € de 1 em 1
milhdo (RBT, 2021). O banco de dados IPD-IMGT/HLA que é um banco de
dados que fornece dados especializados para sequéncias do MHC humano
e inclui as sequéncias oficiais nomeadas pelo Comité de Nomenclatura da
OMS para Fatores do Sistema HLA,

Figura 18. Numero de alelos HLA classe | e Il, nomeados
por ano, de 1987 até o final de setembro de 2022.
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Fonte: Nucleic Acids Research (2020) 48 (D1) D948-D955 Legenda IPD (Immuno
Polymorphism Database); IMGT (international ImMunoGeneTics project.
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Figura 19. Numero de alelos HLA oficialmente
reconhecidos do banco de dados IPD-IMGT/HLA.

Alelos HLA Classe | 25.019

Alelos HLA Classe I 10.201

Total de Alelos HLA 35.220
Outros alelo ndo -HLA 796

Fonte: Elaborada pelos autores e adaptado de Nucleic Acids
Research (2020) 48 (D1): D948-D955.


http://hla.alleles.org/nomenclature/committee.html
http://hla.alleles.org/nomenclature/committee.html
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6. Selecao imunolodgica pré-transplante

O principal alvo de uma resposta imunolégica celular e/ou humoral do
receptor contra o aloenxerto, oriundo de um doador da mesma espécie,
mas geneticamente diferente, sdo os antigenos do Sistema HLA (TOMASIAK;
KARCH; SCHREINER, 2022). Porém, a regido do aloantigeno HLA, que é
reconhecida pelos receptores de antigenos dos linfocitos T (TCR) e
linfécitos B (BCR), assim como pela regido Fab dos anticorpos, chama-se
epitopo (GREENBAUM et al., 2011). Assim, caso ocorra o reconhecimento
desses aloantigenos HLA do doador, o sistema imunoldgico do receptor
pode gerar uma resposta imune, com consequente rejeicdo e risco de
perda do rim transplantado.

Assim, para minimizar a perda do aloenxerto por rejeicdo celular e/ou
humoral, deve-se realizar uma avaliacdao imunoldgica minuciosa durante o
preparo do paciente para o transplante renal. A seguir serdo abordados os
principais exames de histocompatibilidade realizados no pré-transplante: a
tipificacdo HLA, a prova cruzada (PC) e a reatividade contra painel de
linfocitos (PRA, do inglés, Panel-reactive Antibody).

6.1 Tipificagdo HLA

Durante o preparo do paciente para o transplante com doador vivo e/ou
falecido faz-se necessaria a realizacao da tipificagdo HLA dos principais
alelos HLA de classe | (loci A e B) e de classe Il (loci DR e DQ) da dupla
receptor/ doador. A tipificagdo HLA da dupla receptor/doador tem como
objetivo determinar o grau de compatibilidade HLA nos diferentes /oci.

No caso do doador falecido, para que o paciente se inscreva na lista de
espera da Central de Tx é fundamental a realizacao da tipificacdao HLA, uma
vez que a aloca¢do do rim do doador falecido é feita principalmente em
funcdo do numero de incompatibilidades (mismatches) HLA entre a dupla
receptor/doador. Assim, segundo o SNT, a classificacdo do potencial
receptor é feita pelo numero de mismatches nos loci do Sistema HLA. Para
tanto, é atribuida a seguinte pontuacao, conforme Figura 20.

Figura 20. Numero de incompatibilidades do Sistema HLA.
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Fonte: Elaborada pelos autores
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Assim, considerando como exemplo somente o /ocus DR, caso o receptor
apresente zero mismatch com o doador falecido, ou seja, caso apresente
duas identidades HLA DR (DR1 e DR7, por exemplo), o receptor receberd 10
pontos. E, como ja demonstrado a cada /ocus, é atribuida uma pontuac¢do
determinada. A selecdo final, caso ndo haja empates ou ndo existam
pacientes inscritos na lista como prioridade, é realizada em func¢do do
numero de compatibilidades HLA entre o receptor e o doador falecido pela
tipificacao HLA.

Porém, vale reforcar que a tipificacdao HLA do receptor e do doador vivo é
realizada durante o pré-transplante e a tipificacdo do doador falecido é
realizada apo6s a efetivacdo da doacdo de orgdos e autorizacao da familia
do doador.

Atualmente, a tipificacdo HLA dos Joci A, B, DR e DQ da dupla
receptor/doador é realizada através do kit LABType®, que utiliza o método
de DNA por SSO (do inglés, sequence-specific oligonucleotide) reverso na
plataforma Luminex. A técnica de PCR-SSO é capaz de fornecer a
genotipagem HLA, de forma rapida e eficiente a partir de sequéncias de
DNA ja conhecidas (TESTI; ANDREANI, 2015; DALVA; BEKSAC, 2013)

6.2 Descri¢cao do procedimento de tipificacdao HLA (Figura 21)

* Inicialmente realiza-se a amplificacdo do gene HLA alvo (gene A, B, DR e
DQ), utilizando primers marcados com biotina;

e Em um segundo momento, o produto amplificado da PCR (do inglés,
polymerase chain reaction) € desnaturado, devido a alteracao do pH do
meio e a fita simples de DNA é neutralizada com um tampao;

e A fita simples de DNA obtida é hibridizada com uma suspensdo de
microesferas (beads), que contém diferentes sondas que sao produzidas
para serem complementares com alelos e/ou grupos de alelos do gene
HLA alvo. A fita simples de DNA e a suspensdo de beads sdo incubados
e, apo6s, a incubacdo sdo realizadas etapas de lavagem para remocdo de
amplicons que nao foram hibridizados;

e Em uma nova etapa é adicionado o conjugado de Estreptavidina-
Ficoeritrina. A estreptavidina liga-se a biotina do produto da PCR, a
ficoeritrina € uma molécula fluorescente que na técnica SSO serve para
marcar as sondas de oligonucleotideos que foram hibridizadas com o
material amplificado;

e A analise é realizada através de um analisador de fluxo Labscan 3D™
(Luminex FLEXMAP 3D®). O equipamento possui dois feixes de lasers,
um capaz de identificar as diferentes microesferas e outro laser que
mede a intensidade de fluorescéncia em cada microesfera;

e O software de analise € o HLA Fusion™, que fundamenta-se no padrao
de reacdo em comparacao com os padrdes das sequéncias dos genes
HLA publicados.




Figura 21
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7. Nomenclatura HLA

Os alelos do Sistema HLA podem ser identificados sorologicamente (para
determinar o fendtipo) ou por analise molecular de DNA. Cada
especificidade antigénica HLA definida sorologicamente pode ser
codificada por varios alelos HLA diferentes. Por outro lado, muitos alelos
de HLA ndo tém nenhum antigeno definido sorologicamente. Assim, nem
sempre é possivel atribuir um equivalente sorolégico para cada alelo HLA
(UKBTS/HPA, 2013).

Na nomenclatura dos alelos do Sistema HLA (Figura 22) utilizada
atualmente, os genes HLA sdao nomeados da seguinte forma: Prefixo (HLA),
seguido por um separador hifen (-), seguido pelo nome do gene, separador
asterisco (*), seguido por até 4 campos, separados por dois pontos (:) cada
campo. Destes 4 campos, os dois primeiros campos sdo sempre
obrigatorios. O primeiro campo é relativo ao grupo alélico; o segundo
campo as diferentes proteinas daquele grupo alélico; o terceiro campo
representa alelos que apresentam mutac¢des sinbnimas em relagdo a um
alelo de referéncia ja conhecido; o quarto campo significa alelos cuja
diferenca se encontra fora das regides codificadoras em relacdao a um alelo
ja caracterizado. Por ultimo, pode haver a presenca de um sufixo relativo a
informac¢des de diferenca de expressdao do alelo, que pode ser N (ndo é
expresso), L (baixa expressao), Q (expressao questionavel) ou S (soluvel)
(TORRES; MORAES, 2011).

Para fins de libera¢do de resultados de tipificacdo HLA, como alternativa
ao lancamento de um conjunto em lista de alelos (podendo conter dezenas
ou centenas de gendtipos), é muito comum sintetizar com codificacdo
especifica o resultado, para facilitar a leitura e interpretacdo do resultado.
Os modelos de codificacdo podem variar, existindo aqueles de facil
interpretacdo para codificacdo e decodificagdo, enquanto outros
necessitam de algoritmos computacionais tanto para codificacdo como
decodificag¢do.

Figura 22. Nomenclaturas dos alelos do SistemaHLA.
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Fonte: Elaborada pelos autores



Em 1986, com objetivo de cadastrar doadores voluntarios para facilitar a
busca por doadores HLA compativeis foi criado nos Estados Unidos o
Programa Nacional de Doadores de Medula (NMDP), que é um sistema de
cédigos de letras inseridas ap6s os dois primeiros digitos referentes aos
grupos alélicos (GRAGERT et al., 2014). O cbédigo NMDP representa uma
série de letras que determinam conjuntos especificos de variantes para um
determinado grupo alélico, formando assim grupos de possibilidades
minimas para um resultado, sendo considerado dessa forma um resultado
de média resolucdo.

Cada cédigo corresponde a um conjunto particular de alelos, por
exemplo: a tipificacdo de um paciente foi HLA-B*49:AB e a de seu doador,
HLA-B*49:CE. O cédigo AB inclui os alelos B*49:01 e B*49:02, enquanto o
codigo CE inclui os alelos B*49:03 e B*49:05. Ao analisar essas tipifica¢des
de média resolucao, observa-se que o paciente pode ter o alelo B*49:01 ou
o B*49:02 e o doador, o alelo B*49:03 ou B*49:05, significando que o
paciente e este doador apresentam uma incompatibilidade no /oci B,
porque nao ha sobreposicdao de alelos nesses dois grupos. Esses cédigos
NMDP iniciaram com duas letras e, a medida que diferentes combinacdes
alélicas foram surgindo, tornou-se necessario usar codigos de trés letras,
sendo que atualmente j& estdo sendo utilizados os de cinco letras.
Apresentamos um outro exemplo, no qual o paciente e seu doador sao
heterozigotos para o locus C e o resultado da tipificacdo HLA mostrou
serem ambos C*06: CUMJ, C*16: BH. O cdédigo CUMJ inclui os alelos
C*06:02/06:10/06:12/06:13/06:14/06:15/06:16N e o cédigo BH refere-se aos
alelos C*16:02/16:09 (HAMERSCHLAK et al., 2012). A Figura 23 mostra um
exemplo de um resultados da tipificacdo HLA de um doador falecido.

Figura 23. Exemplo de um resultado HLA de um doador falecido.

IDENTIFICACAO DE DOADOR FALECIDO DE ORGAOS - 05.01.04.008-0

Data Coleta: 2371172022 Data & hora de 25/11/2022 07:13 Data 251172022
liberacao: Impressao:
Material Sangue Total
Metodo PCR-550 - LABType (One Lambda = Luminex®)
RESULTADOD:
Locus Tipificagdo Equivalente Sorologico
02:DISYU 2
HLA-A* G8:EDPWT 68
15:04 62
HLA-B* 48:02 48
09:ECCDY 9
HLA-DRB1* 14:CCYMIS 14
D3:EAYGE 7
HLA-pOBL* 03:EAYGC 9

Fonte: Laboratoério de histocompatibilidade - CEPHRECE, Fortaleza (2022).




8. Reatividade de anticorpos contra painel de
linfocitos ou PRA

O PRA é realizado com intuito de avaliar o status imunoldgico do
receptor, candidato a transplante renal, uma vez que detecta a presenca de
anticorpos pré-formados no soro desse paciente dirigidos contra antigenos
do Sistema HLA (LAN et al., 2021). Caso esses anticorpos sejam dirigidos
contra os antigenos HLA do potencial doador vivo ou falecido, diz-se que o
paciente apresenta um DSA (do inglés, donor-specific antibodies) (NALAKA et
al., 2017).

Esse exame é realizado periodicamente, de trés em trés meses ou quando
se fizer necessario, testando o soro do paciente contra um grande painel
de moléculas HLA, no qual o resultado fornece o grau de sensibilizacao HLA
do receptor em rela¢do aos possiveis alelos HLA dos potenciais doadores.

O conhecimento da porcentagem da reatividade contra painel de
linfécitos (% PRA) do candidato a transplante pode revelar se esse paciente
apresenta alto, moderado ou baixo risco de rejeicao pos-transplante. Sabe-
se que o risco de rejeicdo se torna ainda maior se o paciente apresentar
um DSA pré-transplante, que pode acarretar uma rejei¢do hiperaguda ou
aguda acelerada (ZHANG, 2017). Portanto, o PRA evidencia o grau de
sensibilizacdo HLA do receptor em rela¢do a uma populacdo de possiveis
doadores e o seu resultado é expresso em porcentagem, sendo
apresentado como PRA anti-classe I, PRA anti-classe Il, e PRA total
calculado (cPRA) (LAN et al., 2021; LIM; CHAPMAN; WONG, 2015).

Os anticorpos anti-HLA sdo produzidos em respostas a eventos de
aloimunizacdo, citados anteriormente, como: a) transfusdes de sangue, que
sao realizadas somente em func¢do da compatibilidade ABO e Rh; b)
gestacdes, uma vez que o bebé é haploidéntico ao seu pai, estimulando na
mde a produc¢do de anticorpos contra os alelos HLA paternos; e ¢)
transplantes prévios, que foram rejeitados em decorréncia de uma
resposta imune humoral. Porém, sabe-se que o resultado do PRA pode
também ser alterado em respostas a infec¢bes virais e a vacinag¢do
(LAWRENCE et al., 2013; ALVES et al., 2007).

Dentre os testes disponiveis para estudo do PRA, estdo aqueles que
utilizam microesferas marcadas com aelos HLA classe | e Il (LabScreen
Mixed®), ou ainda microesferas marcadas individualmente com o alelo HLA
de interesse (Single Antigen®), o que possibilita uma descricdo exata da
especificidade dos anticorpos anti-HLA e a quantidade desses anticorpos
encontrada no soro do receptor, revelado pelo valor de MFI (do inglés,
mean fluorescence intensity). Um valor elevado de MFI esta frequentemente
associado a altos titulos de anticorpos, porém alguns anticorpos com
valores de MFI elevados podem diluir rapidamente e nado significar altos
titulos de anticorpos (TAMBUR et al., 2015). A sobrevida do enxerto é
superior quando os receptores apresentam anticorpos DSA com MFI abaixo
de 500 (BRADLEY et al., 2011).



Vale ressaltar que a analise dos resultados do PRA pelo método Single
Antigen®-Luminex permite, por parte da equipe transplantadora, uma
melhor compreensdo sobre os potenciais riscos imunolégicos que o
receptor ira apresentar mediante um determinado doador, uma vez que a
presenca de DSA esta associada a desfechos desfavoraveis no pos-
transplante (MALHEIRO et al., 2016).

Em geral, quando o paciente se inscreve na lista de espera é orientado a
realizar coleta de soro para PRA e renova-lo a cada trés meses para se
manter ativo na lista. Caso contrario, torna-se inativo, sendo excluido
automaticamente do ranking de receptores. Os soros coletados sao
armazenados no freezer de -14 a -20°C do laboratério de
histocompatibilidade e sdao utilizados para realizacdo do PRA, a cada trés
meses, e também para a realizacdo das provas cruzadas no pré-
transplante.

A Figura 24 mostra o resultado do PRA do paciente XYZ inscrito na lista
de espera da CETx, candidato a um transplante de rim de doador falecido.
Observem que esse paciente apresenta um PRA calculado (cPRA) de
94,43%, PRA de classe | de 79,43% e PRA de classe Il de 65,66%. Esse
paciente é considerado hipersensibilizado, ou seja, € um paciente de dificil
transplante, uma vez que a sua chance de encontrar um doador é de
apenas 5,57%.

Figura 24. Avaliacdo da reatividade de anticorpos contra painel
de linfocitos do paciente XYZ.

Data Coleta; 17/03/2022 Data de liberagac:; 09/04/2022 Data Impressao: 09/04/2022
Material: Soro

Método: Citometria de Fluxo - Plataforma One Lamdba - Luminex

Painel anti-Classe |: Reagente 79,43%

Painel anti-Classe Ii: Reagente 65,66%

MIC: Nao Reagente

PRA caicutador 94,43%

Fonte: Laboratério de histocompatibilidade - CEPHRECE, Fortaleza (2022).

Porém, como serd abordado posteriormente, esses resultados do PRA
levam em consideracdo apenas o conceito de compatibilidade alélica. Por
exemplo, a deteccdo de anticorpos em funcdo da especificidade HLA é
demonstrada na Figura 25, que mostra que o paciente XYZ tem um
anticorpo especifico contra a molécula HLA A1, alelo A*A01:01 com MFI de
16.933. Se a tipificagdo HLA do potencial doador revelar que ele tem esse
alelo, configura a presenca de um DSA. Como o MFI desse alelo esta acima
de 3.000, indica que esse paciente é de alto risco para o transplante,
mesmo que o resultado da prova cruzada por sorologia seja negativa. Ou
seja, esse paciente, baseado nessa interpretacdo alélica, terda o seu
transplante contraindicado com esse doador e, em consequéncia, do seu
cPRA pode passar longos anos a espera de um doador HLA compativel.



Figura 25. Deteccdo de anticorpos HLA de classe | e Il do paciente XYZ.
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Fonte: Laboratério de histocompatibilidade - CEPHRECE, Fortaleza (2022).




9. Prova cruzada por citotoxicidade
dependente de complemento

O principal objetivo da realizacdo da prova cruzada (PC) no pré-
transplante é revelar a presenca de anticorpos no soro do receptor
dirigidos contra os antigenos HLA expressos na membrana das células do
potencial doador, ou seja, objetiva detectar a presenca do DSA. Sabe-se
que uma PC positiva indica a presenca de DSA e, dependendo do MFI do
anticorpo, esse DSA pode acarretar rejeicdo hiperaguda do rim do doador.
Em geral, o transplante, nessa circunstancia, é contraindicado. Por outro
lado, uma PC negativa indica, a principio, que o receptor nao ¢
sensibilizado contra os antigenos HLA do doador (SIQUEIRA, 2022).

As células utilizadas para a realizagdo da PC sdo os linfécitos T e B, devido
a facilidade em obté-los e pelo fato de apresentarem as moléculas HLA de
classe I, expressas em linfécitos T e B, e de classe Il, expressas nos
linfécitos B. Para a realizacdao da PC com doador falecido é recomendavel a
obtencdo de linfocitos, provenientes do baco ou linfonodos, pois resultam
em uma maior quantidade de células e menor interferéncia pelos
medicamentos que sdo utilizados para a manutencao do doador (ABBAS et
al., 2011).

Uma das técnicas utilizadas para separac¢do de linfocitos é o método que
utiliza esferas magnéticas revestidas com anticorpos monoclonais
especificos para capturar linfécitos T e B. Entre os anticorpos utilizados
para recobrir as esferas magnéticas estdo o anti-CD2 especifico para
obtencdo de linfécitos T e anti-CD19 especifico para os linfécitos B. O
sangue total ou o conteudo celular quando incubados com essas esferas,
ligam-se aos linfocitos e sdao aderidas na parede de um tubo quando estdo
em contato com um ima magnético (Figura 26).

Figura 26. Técnica de separacdo de linfécitos com
esferas imunomagnéticas.
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Fonte: Elaborada pelos autores.



Existe também uma técnica que é baseada na selecdo negativa de
linfécitos, método utilizado atualmente no laboratério do CEPHRECE
(Figura 27). Esta técnica utiliza um coquetel de anticorpos marcados com
biotina dirigidos contra as células nao desejadas. Em uma segunda etapa,
esferas magnéticas conjugadas com estreptoavidina sdao incubadas com a
amostra e capturam as células ndo desejadas marcadas com anticorpos
biotinilados. Ao aproximar um magneto ao tubo com a amostra, as células
nao desejadas ficam presas a parede do tubo e as células em suspensao
podem ser coletadas para serem utilizadas na prova cruzada.

Figura 27. Separacdo de linfécitos por selecdao negativa
imunomagnética realizado no laboratério HLA do CEPHRECE.

Fonte: Arquivo pessoal.




A PC por linfocitotoxicidade dependente de complemento (PC-CDC)
consiste na incubacdo de linfocitos T e B do doador, isolados do sangue,
baco ou linfonodos, com o soro do receptor, que podera conter ou nao
anticorpos contra os antigenos HLA de classe | e/ou classe Il expressos
nestas células (MAHOWALD, 2021). Apds essa incubacdo inicial, é
adicionado soro de coelho como fonte de proteinas do sistema
complemento (Figura 28). Desta forma, se houver na primeira fase, a
ligacdo do anticorpo ao antigeno HLA, a proteina C1q do complemento se
liga a regido Fc do anticorpo e tem inicio a ativacdo da cascata do sistema
complemento (Figura 29). O processo finaliza com a formacdo de poros na
membrana celular, devido a formacao do complexo de ataque a membrana
C5b6789 (MAC) (MCCAUGHAN; XU; TINCKHAM; 2019). Para aumentar a
sensibilidade da PC-CDC e possibilitar o encontro de anticorpos de baixo
titulo, adiciona-se a técnica, antes da adicdo do complemento, a
antiglobulina humana (AGH), permitindo a identificacdo de anticorpos que
nao seriam detectados na PC-CDC padrao (JARAMILLO; RAMON; STOLL,
2018).

Apoés essa fase, é adicionado um corante vital, onde é possivel visualizar
células vivas e células mortas em microscépio invertido (GIL, 2013). Sabe-se
que a técnica por CDC tem menor sensibilidade, quando comparada com a
PC por citometria de fluxo (BHASKARAN; HEIDT; MUTHUKUMAR, 2022).

Figura 28. Passo a passo da prova cruzada por CDC.
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Figura 29. Ligacdao da proteina C1q do complemento ao anticorpo.

Fonte: Elaborada pelos autores




De uma forma geral, as PCs por CDC ou citometria de fluxo, detectam
anticorpos dos isotipos I1gM e IgG fixadores de complemento, podendo ser
anti-HLA ou ndao HLA (LAWRENCE et al., 2013). A maioria dos anticorpos
anti-HLA sdo do tipo 1gG, enquanto os anticorpos ndao HLA e autoanticorpos
sao do tipo IgM. Assim, como a PC é capaz de detectar a presenca desses
dois isotipos, faz-se necessario diferencia-los, uma vez que a IgG é um
anticorpo deletério ao transplante, e a presenca da IgM, na maioria das
vezes, ndo contraindica o transplante. Para diferenciacdao dos isotipos, o
soro do receptor é tratado com o reagente dithiothreitol (DTT), que quebra
as pontes de dissulfeto das IgMs, inativando-as e permitindo assim a
diferenciacdo dos isotipos (SOUZA, 2008; JARAMILLO; RAMON; STOLL,
2018).

A leitura da PC-CDC-AGH é realizada no microscépio invertido de
fluorescéncia, caso se utilize anticorpos marcados com fluorocromos. A
reacao da PC, se positiva, é caracterizada em valores de porcentagem de
mortalidade celular (SIQUEIRA, 2022). Como a anédlise do resultado da PC-
CDC-AGH depende da viabilidade de células, as reacdes da PC sao
comparadas aos resultados dos controles positivos e negativos do teste.
Sendo assim, o controle negativo deve apresentar escore 1 ou escore 2,
sendo aceitavel até 20% de mortalidade celular. E importante salientar que
caso o controle negativo apresente escore 2, sinalizando que ha uma
mortalidade inespecifica, a interpretacdo das demais reacfes deverdo ser
consideradas baseadas nesta mortalidade inicial. O controle positivo
determina a pureza da separac¢do da populac¢do de linfécitos e garante a
funcionalidade do reagente complemento utilizado no teste. Ele é
determinado pelos escores 6 e 8, no qual a mortalidade celular é superior a
51%. Como mostram as Figuras 30 e 31, ap6s avaliar os padrdes dos
controles do teste, pode-se iniciar a interpretacdo dos resultados da PC
(HOPKINS, 2000; RAMOS, 2018).

Figura 30. Escores para avaliacdo de mortalidade celular na
prova cruzada por citotoxicidade dependente de complemento
visto no microscopio de imunofluorescéncia.

Escore 1 - sté 10% de Escore 2 - de 11 0 20% de Escore 4 - de 21 2 50% de
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Fonte: Guia pratico para analises de biologia molecular, sorologia e
gestdo de qualidade para laboratérios de histocompatibilidade e
imunogenética. Projeto de tutoria em doacdo e transplantes.
Laboratdrio de imunogenética do hospital Cajuru/PUC, 2017. p.132.




Figura 31. Escore da prova cruzada por citotoxicidade dependente
de complemento utilizado na libera¢do do resultado.
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Numa avaliacdo pré-transplante, utiliza-se uma amostra de soro atual do
receptor, sendo que esta ndo pode ter sido coletada ha mais de 90 dias,
podendo utilizar também amostras de soros histéricos de pacientes
sensibilizados. Os resultados com soros histéricos permitem avaliar se o
receptor ja produziu anteriormente DSA. Caso, o receptor tenha um
resultado positivo em soro histérico e negativo no atual, esta situacdo
pode representar que o receptor ndao esta produzindo anticorpos em altos
titulos neste momento, mas os titulos de anticorpos podem aumentar
rapidamente se o receptor for exposto ao mesmo antigeno novamente,
trazendo danos ao enxerto. Nesses casos, a conduta para o transplante é
bem diferenciada e € muito importante que essa informacdo esteja bem
alinhada com a equipe transplantadora. Uma PC-CDC-AGH positiva (Figura
32) evidencia a presenca de anticorpos anti-HLA e, caso o transplante seja
realizado, o paciente pode desenvolver uma forte rea¢do imunoldgica
contra o doador, com consequente rejei¢cdo do 6rgao transplantado. Assim,
nos casos de PC positiva, o transplante é em geral contra-indicado (JANE et
al., 2017).

Figura 32. Prova cruzada positiva, realizada por citotoxicidade
dependente de complemento, com adicdo de antiglobulina humana.
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Fonte: Elaborada pelos autores.




A PC, quando o transplante é com doador vivo, é realizada em dois
momentos. No primeiro momento, a PC é realizada quando o paciente esta
se preparando para o transplante, denominada de PC inicial. Porém, no
segundo momento, a PC é feita antes da realizacdo do transplante
propriamente dito, denominada de PC pré-transplante. Por outro lado,
quando o doador é falecido, a PC é realizada uma Unica vez ap6s o término
do processo de doacao do orgao.

Atualmente, no laboratério de HLA do CEPHRECE, sdao realizadas as
técnicas de PC-CDC-AGH e a PC epitdpica virtual, que utiliza o algoritmo
denominado EpViX.




10. Prova cruzada virtual ou epitopica

O principal objetivo da realizagdo da PC no pré-transplante é revelar a
presenca de anticorpos no soro do receptor dirigidos contra os antigenos
HLA expressos na membrana da célula do potencial doador, ou seja,
objetiva detectar a presenca do DSA. Sabe-se que uma PC positiva indica a
presenca de DSA e, dependendo do MFI do anticorpo, esse DSA pode
acarretar rejeicao hiperaguda do rim do doador. René Duquesnoy foi o
pioneiro a desenvolver um algoritmo denominado HLA Matchmaker, que
possibilitou a realizacdo de PCs virtuais baseadas em epitopos
experimentalmente verificados por anticorpos, definidos por aminoacidos
polimorficos em configuragdes conhecidas como eplets (DUQUESNOY,
2006). Esse algoritmo possibilita a determinacdo da aceitabilidade da
incompatibilidade baseada em eplets, para pacientes sensibilizados com
antigenos HLA em lista de espera para transplante. Porém, a analise da
reatividade baseada em epitopos por esse algoritmo é complexa e dificil de
ser utilizada na rotina clinica, devido a grande demanda de tempo e
recursos humanos qualificados para realizar essa tarefa (DUQUESNOY,
2011; DE SOUSA et al., 2017; TAMBUR et al., 2018).

Para simplificar a analise de epitopos e a realizacdo da PC virtual, a
Universidade Federal do Piaui (UFPI) desenvolveu o algoritmo denominado
EpViX, que minimiza a complexidade da aceitagdo da incompatibilidade
baseada em eplets (DE SOUSA et al., 2017). Esse algoritmo foi gentilmente
cedido ao Laboratoério de HLA do CEPHRECE pela UFPI e tem sido utilizado
desde janeiro de 2019 na avaliacdo pré-transplante dos pacientes em lista
de espera do Ceara. O algoritmo EpViX é uma ferramenta inovadora e de
facil uso na busca de doadores com epitopos compativeis, no qual os
receptores nao possuam anticorpos pré-formados contra eles (SOUSA et
al., 2011). Ademais, esse algoritmo permite executar a PC virtual epitdpica
no momento do processo de doacdo de Orgdos, trazendo resultados
confidveis em curto espaco de tempo e com menor custo (MONTE et al.,
2015).

O EpViX disponibiliza uma interface grafica (Figura 33) e um banco de
dados, onde os exames dos receptores (tipificacdo HLA e os resultados dos
PRAs historicos e atual) e dos potenciais doadores (tipificacdo HLA) sao
inseridos e armazenados. Além disso, pode-se avaliar as PC ja realizadas
(SOUSA et al., 2011; SOUSA et al., 2017).

Em geral, a realizacdao da PC virtual epitépica possibilita a identificacdao de
receptores ideais que nao apresentam anticorpos contra os epitopos HLA
de classe | e de classe Il do potencial doador. Vale ressaltar, que o
anticorpo ndo interage com a molécula HLA, mas sim com epitopos da
molécula HLA. Assim, diferentes moléculas HLA podem ser reconhecidas
pelo mesmo anticorpo, se cada molécula tiver um ou mais epitopos em
comum que sejam reconhecidos por aquele anticorpo. O anticorpo-epitopo
especifico é util para identificar mismatches aceitaveis, aumentando a
transplantabilidade desses pacientes (SOUSA et al., 2011; DE SOUSA et al.,
2017).



Figura 33. Interface do programa EpViX.
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Fonte: https://www.epvix.com.br/

Todos os receptores em lista de espera do Ceara sdao cadastrados no
algoritmo EpViX e a tipificacdo HLA e os resultados dos PRAs sdo inseridos
logo que ps resultados estejam disponiveis. A medida que um novo PRA do
paciente € realizado no pré-transplante, a presenca de anticorpos é
analisada no EpViX, no qual identifica-se os epitopos HLA reconhecidos por
ele. Esses epitopos identificados poderao ser o alvo das moléculas HLA do
potencial doador reconhecido pela PC virtual epitdépica realizado no pré-
transplante (SOUSA et al., 2011; DE SOUSA et al., 2017).

A analise do EpViX no pré-transplante possibilita o encontro de doador de

baixo risco imunolégico ou com DSA aceitavel para receptores
hipersensibilizados, possibilitando a realizacdo de transplantes de
pacientes sensibilizados, que aguardam longos periodos em lista,
esperando um doador com alelos HLA aceitaveis e PC-CDC-AGH negativa
(MONTE et al., 2015).

Atualmente, na selecdo imunolégica dos receptores inscritos na lista de
espera do transplante renal, realizada no Laboratério HLA do CEPHRECE,
estd sendo utilizada a PC sorolégica pelo CDC-AGH em paralelo com a PC
virtual epitopica pelo algoritmo EpViX. Entretanto, se a PC virtual epitdpica
der positiva em pacientes que tenham o PRA com MIF acima de 3.000,
mesmo que o resultado da PC-CDC-AGH seja negativo, o transplante esta
sendo contraindicado pelos servicos de transplantes do Ceara, devido ao
risco de rejeicao humoral.

A Figura 34 mostra uma molécula HLA A*26:01. Como ja mencionado
anteriormente, a molécula HLA de classe | tém os dominios al, a2 e a3.
Entre os dominios al e a2 encontra-se uma fenda, onde se observa o
peptideo antigénico (estrutura em verde) que é apresentado aos linfécitos
T CD8+. O dominio a3 esta associado a B2-microglobulina (estrutura em
roxo). O epitopo ou eplet 62RR é a estrutura em amarelo formada pelos
aminoacidos 062-R e 065-R. Observe que esse eplet esta bem visivel, sendo
chamado de eplet exposto, encontrado na parte superior da molécula e
considerado de facil acesso ao aloanticorpo do receptor.




Figura 34. Molécula HLA de classe | A*26:01 vista de frente.

Eplet 62RR

amincacido D85-R
aminoacido 062-R

Fonte: Algoritmo EpViX.

A Figura 35 mostra a imagem da molécula HLA A*26:01, vista por cima.
Observem mais uma vez a posicao dos aminoacidos do eplet 62RR, que se
encontra bem exposto na parte superior da molécula e de facil acesso aos
aloanticorpos anti-62RR do receptor.

Figura 35. Molécula HLA de classe | A*26:01 vista por cima.

aminoacido 065-R

aminoacido 062-R

Fonte: Algoritmo EpViX.




Vale reforcar que o epitopo é a area de ligacdo entre um aloanticorpo e
um aloantigeno na molécula HLA do doador, sendo o termo eplet atribuido
a porcao funcional do epitopo que determinara a especificidade do
aloanticorpo (TAMBUR, 2018). Como demonstrado na Figura 36, a area
roxa corresponde aos dominios al e a2 e a azul aos dominios 1 e B2 da
molécula HLA de classe Il. A estrutura verde é o epitopo, que ¢é
apresentado aos linfécitos T CD4+ e a estrutura em amarelo é o eplet
funcional, que serd reconhecido pelo aloanticorpo do receptor.

Figura 36. Molécula HLA de classe Il DR*03:01 vista de frente.

Eplet- Regiéio funcional

Fonte: Algoritmo EpViX.

Em geral, a analise da reatividade epitdpica objetiva indicar os principais
eplets do doador responsaveis pela imunogenicidade das
incompatibilidades HLA entre um par doador e receptor. Vale ressaltar que
0s epitopos podem ser privados, quando estdao presentes em moléculas
HLA codificadas por um mesmo grupo alélico, ou publicos, quando
encontram-se presentes em moléculas HLA codificadas por grupos alélicos
HLA distintos.

Por exemplo, o eplet 62RR, demonstrado nas Figuras 34 e 35, foi
identificado na PC virtual de um paciente que se encontrava na lista de
espera. Este eplet foi detectado pelo algoritmo EpViX na molécula HLA
A*26:01 do doador falecido, com um MFI de 8.032. Como consequéncia, a
PC virtual desse paciente foi considerada positiva, indicando alto risco
imunoldgico, caso esse transplante tivesse sido realizado.

Observem que além da molécula A*26:01 do doador, esse eplet é também
compartilhado por varias moléculas HLA do locus A mostradas a seguir:




A*02:55,
A*25:03,
A*26:03,
A*26:13,
A*26:22,
A*26:32,
A*33:01,
A*33:12,
A*33:20,
A*34:06,
A*66:06,
A*68:05,
A*68:16,
A*68:25,
A*68:34,
A*68:42,
B*15:17,

A*02:143, A*03:24, A*11:10, A*24:24, A*24:67,

A*25:04,
A*26:04,
A*26:14,
A*26:23,
A*26:33,
A*33:03,
A*33:13,
A*33:22,
A*34:07,
A*66:07,
A*68:06,
A*68:17,
A*68:26,
A*68:35,
A*68:43,
B*15:67.

A*25:05,
A*26:05,
A*26:15,
A*26:24,
A*26:34,
A*33:04,
A*33:14,
A*33:23,
A*34:08,
A*66:08,
A*68:07,
A*68:19,
A*68:27,
A*68:36,
A*68:44,

A*25:06,
A*26:06,
A*26:16,
A*26:26,
A*26:35,
A*33:05,
A*33:15,
A*34:01,
A*66:01,
A*66:09,
A*68:08,
A*68:20,
A*68:28,
A*68:37,
A*68:45,

A*25:07,
A*26:08,
A*26:17,
A*26:27,
A*26:36,
A*33:06,
A*33:16,
A*34:02,
A*66:02,
A*68:01,
A*68:09,
A*68:21,
A*68:29,
A*68:38,
A*68:46,

A*25:08,
A*26:09,
A*26:18,
A*26:28,
A*26:37,
A*33:07,
A*33:17,
A*34:03,
A*66:03,
A*68:02,
A*68:12,
A*68:22,
A*68:31,
A*68:39,
A*68:47,

A*25:01,
A*26:01,
A*26:10,
A*26:20,
A*26:29,
A*26:38,
A*33:10,
A*33:18,
A*34:04,
A*66:04,
A*68:03,
A*68:13,
A*68:23,
A*68:32,
A*68:40,
A*69:01,

4]

A*25:02,
A*26:02,
A*26:12,
A*26:21,
A*26:30,
A*32:15,
A*33:11,
A*33:19,
A*34:05,
A*66:05,
A*68:04,
A*68:15,
A*68:24,
A*68:33,
A*68:41,
B*15:16,

Porém, no caso do paciente em questdo, somente as moléculas HLA, com

seus respectivos MFI, “A*34:02 - 19.833, A*66:02 - 19.586, A*68:01 -
17.604, A*66:01 - 17.028, A*33:03 - 16.589, A*68:02 - 14.019, A*34:01 -
13.421, A*69:01 - 12.479, A*33:01 - 8.466, A*26:01 - 8.032 e A*25:01 -
7.144" s3ao consideradas inaceitaveis pelo programa EpVix para o
transplante desse paciente. Observem que entre essas moléculas ditas
inaceitdveis encontra-se a molécula HLA do potencial doador falecido, a
molécula HLA A*26:01.

A Figura 37 mostra o resultado de uma PC realizada no algoritmo EpViX
de um doador com seus possiveis receptores.

Figura 37. Resultado de prova cruzada realizada no algoritmo EpViX.

E:Urﬁil;' joren - Dosdorws -  HLA - Painais - P Cruzadas - HiAcpdhr -
& Ver Prova Cruzada
N oescor | H2EET [ ver m

MASCIMENTD CPRA MT DRE1

Fonte: Algoritmo EpViX.




Apresentacao de casos clinicos
CASO CLiNICO 1

Paciente AJSS, 58 anos, obeso, HIV + desde 1992, Diabetes Melitus,
Hipertensdo Arterial Sistémica, Sindrome do anticorpo antifosfolipideo (SAF),
realizou o seu primeiro transplante em 2020, porém fez enxertectomia no
intraoperatério por trombose venosa. O PRA atual do paciente é
demonstrado na Figura 38.

Figura 38. Avaliacdo da reatividade e da especificidade de anticorpos
HLA do paciente AJSS, detectados contra moléculas HLA de classe | e Il.
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Fonte: Laboratdrio de histocompatibilidade - CEPHRECE, (2022).

Em 2022, o paciente entrou no ranking do doador SMSF, 46 anos, sexo
feminino. Ap6s a realiza¢do da tipificacdo HLA do doador SMSF foi realizada
a PC virtual epitépica no algoritmo EpViX. Vale ressaltar que o paciente
AJSS encontrava-se no ranking em primeiro lugar, uma vez que estava
inscrito como urgéncia para o transplante renal, por falta de acesso
vascular para dialise.

A tipificacdao HLA do paciente, ja inferida pelo EpViX, durante o seu preparo
no pré-transplante, dos /oci HLA A, B, DR e DQ foi a seguinte: A*03:01,
A*68:01, B*15:17, B*35:01, DRB1*01:01, DRB1*04:05, DQB1*05:01 e
DQB1*03:02.



Na Figura 39, pode-se observar os eplets dos loci A, B, DRB1 e DQB1 do
receptor AJSS gerados no EpViX a partir da sua tipificagcao HLA.

Figura 39. Ep/ets do paciente AJSS dos /oci A, B, DRB1 e DQB1.
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Fonte: Algoritmo EpViX.

A tipificagdo HLA do doador SMSF foi a seguinte: A*68:01, A*68:01,
B*15:01, B*15:01, DRB1*04:04, DRB1*04:04, DRQ*03:02 e DQB1*03:02. A
Figura 40 mostra os eplets do doador gerados a partir da sua tipificacao
HLA. Observem que este doador apresenta um total de 135 eplets, sendo 40
no /locus A, 28 no locus B, 44 no locus DRB1 e 25 no locus DQB1.

Figura 40. Ep/ets do doador SMSF dos /oci A, B, DRB1 e DQB1.

Locus QUANTIDADE EPITOPOS
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Fonte: Algoritmo EpViX.

A Figura 41 mostra os mismatches por locus determinados no EpViX entre
o receptor AJSS e o doador SMSF, a partir da analise das suas tipificacdes
HLA. Observe que o doador apresenta homozigoses em todos os /oci HLA.




Figura 41. Mismatches por locus entre o receptor AJSS e o doador SMSF.
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Fonte: Algoritmo EpViX.

O resultado da PC virtual epitépica esta sendo mostrado na Figura 42.
Observem que o resultado da PC virtual epitopica foi negativa, tanto para
os alelos de classe | quanto para os de classe Il.

Figura 42. Resultado da prova cruzada virtual epitépica do
paciente AJSS com o doador SMSF
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Fonte: Algoritmo EpViX.




Quando a PC virtual epitépica é realizada, além de mostrar se o resultado
da PC é negativo ou positivo, como mostrado na Figura 42, ela também
revela os indicadores de risco para o paciente no pdés-transplante. Esses
indicadores de risco sao: cPRA, mismatches por locus e mismatches de
eplets. A PC virtual realizada mostrou que apesar do cPRA do paciente ser
de 94,43% (Figura 38), como o doador apresenta homozigose em todos os
loci HLA, esse indicador, como também o mismatch por locus (Figura 41)
nao significam risco imunolégico para o paciente AJSS no poés-transplante.
O mesmo padrdo é observado a partir do mismatch de eplets (Figura 43),
mostrando que o doador tem um Unico eplet em mismatch com o doador
SMSF. Pela analise do HLA Epitope Registry o eplet 66IS detectado na PC
virtual epitépica no locus B de classe | é considerado de baixo risco
imunolégico no pés-transplante.

Figura 43. Mismatches de eplets observados entre o
receptor AJSS e o doador SMSF.

LOCUS QUANTIDADE EPITOPOSEM MISMATCH (DOADOR MENOS PACIENTE)
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Fonte: Algoritmo EpViX.

Apesar do resultado da PC-CDC-AGH realizada ter sido negativa, a
seguranca na decisao de transplantar o paciente AJSS, candidato a um
segundo transplante, com cPRA que o classificava como hipersensibilizado
acima de 80% (cPRA=94,43%), foi reforcada a partir dos resultados
mostrados pela PC virtual epitépica realizada no Algoritmo EpViX, que
mostrou que o transplante poderia ser realizado com o doador SMSF,
devido ao baixo risco imunoldgico determinado.

Assim, baseado no resultado deste paciente e de outros ja obtidos no
Laboratorio de HLA, pode-se refor¢car a importancia da realizacdao da PC
virtual epitépica, principalmente em pacientes, como o AJSS, que passam
longos anos na fila a espera de um doador falecido compativel.




Apresentacao de casos clinicos
CASO CLiNICO 2

Paciente YDXB, 42 anos, com cPRA de 0%, foi realizado uma PC virtual
epitépica com o mesmo doador do caso clinico 1. Veja o resultado na
Figura 44. Observe que o resultado da PC virtual epitépica deu negativo e
mesmo que mostre os Alelos A*68:01 e B*15:01 do doador, ndao ha eplets
identificados, uma vez que os valores de MFI dos PRAs sdo zero. Esse foi o
segundo paciente que foi transplantado com o rim do doador SMSF.

Figura 44. Resultado da prova cruzada virtual epitdpica
do paciente YDXB com o doador SMSF.
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Agora, que tal avaliarmos os indicadores de risco do paciente YDXB? A
Figura 45 mostra os mismatches nos loci HLA do doador e do receptor e a
Figura 46, os mismatches dos eplets.

Figura 45. Mismatches por locus entre o paciente YDXB e o doador SMSF.
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Fonte: Algoritmo EpViX.



Figura 46. Mismatches de eplets observados entre o
paciente YDXB e o doador SMSF.

LOCUS QUANTIDADE EPITOPOS EM MISMATCH (DOADOR MENOS PACIENTE)
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Fonte: Algoritmo EpViX.

Como mostra a Figura 46, o doador tem 12 eplets em mismatch com o
paciente, sendo 11 no locus ABC. Apds analise no EpViX de cada um desses
eplets no HLA Epitope Registry (https://epregistry.com.br/) pode-se
observar que os eplets 7EES, 76ESN, 77SRN, 80N e 105S do /ocus ABC sdao
considerados de alto risco imunolégico e o 71TTS e 77S de risco
intermediario. Porém, os demais eplets desse locus sao considerados de
muito baixo risco (97M, 113H, 113HD e 115S). Pode-se observar também
gque um unico eplet DQ (160AD) é considerado de alto risco pelo HLA

Epitope Registry.

Vale ressaltar que essas informacbBes de carga de eplets e do risco
imunolégico dos eplets devem ser conhecidos pelo servico de transplante e
avaliados de perto durante o monitoramento do risco de rejeicdo no pos-
transplante, devido ao risco da producdo de anticorpos de novo,
principalmente contra os eplets DQ.



https://epregistry.com.br/
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Apresentacao de casos clinicos
CASO CLiNICO 3

Paciente ANLM, 65 anos, com cPRA de 99,15%, foi realizado uma PC virtual
epitépica com o mesmo doador do caso clinico 1.

A Figura 47 mostra o resultado da PC virtual epitopica contra alelos de
classe | e |l realizada entre o paciente ANLM e com o mesmo doador do
paciente AJSS, no caso, o doador SMSF. Observem que a PC deu positiva e o
paciente apresentou anticorpos contra os alelos de classe | A*68:01 e
B*15:01, revelando a presenca de trés eplets (97M, 253Q e 44RMA).
Observem também que a PC deu negativa contra os alelos HLA de classe II.
Diante do resultado positivo encontrado na PC virtual epitépica, o
transplante do paciente ANLM foi contraindicado.

Figura 47. Resultado da prova cruzada virtual epitdpica
do paciente ANLM com o doador SMSF.
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Fonte: Algoritmo EpViX.

A Figura 48 mostra a analise do risco imunolégico em funcdao dos
mismatches de eplets. Observe que no /ocus de classe |, o doador apresenta
15 eplets e somente um eplet no locus de classe |l DRB, totalizando 16 eplets
detectados nas moléculas HLA do doador em mismatch com o receptor. Ou
seja, diz-se que esse doador tem uma alta carga de eplets, uma vez que o
numero de eplets superior a 10 € considerado de alto risco para a producao
de anticorpos de novo no pdés-transplante.

Figura 48. Mismatches de eplets observados entre o
paciente ANLM com o doador SMSF.
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Fonte: Algoritmo EpViX.



Agora, vamos supor uma situac¢do ficticia em que a PC virtual epitépica do
paciente ANLM tenha sido negativa. Nesse caso, essa informacdo da carga
de eplets superior a 10 no locus B deve ser considerada pelo servico de
transplante na escolha do protocolo de imunossupressdao e, esse paciente
teria que ser monitorado no pés-transplante, devido ao risco de produc¢do
de anticorpos de novo contra qualquer um desses 15 eplets.

A Figura 49 mostra o eplet 44RMA que estd presente na molécula
HLAB*15:01 do doador, com o MFI de 18.267 e que se encontra exposto e
com facil acesso aos anticorpos antiHLA.

Figura 49. Eplet 44RMA exposto da molécula HLA B*15:01
do doador SMSF.

Eplet 44RMA

Fonte: Algoritmo EpViX.

A Figura 50 mostra os eplets 253Q e o 97M detectados na molécula HLA
A*68:01 do doador, com MFI de 18.922. Observe que o eplet 253Q
encontra-se na parte inferior da molécula HLA, bem préximo a membrana
celular. Por outro lado, o eplet 97M encontra-se ao lado do peptideo
antigénico (estrutura em verde), sendo possivel observa-lo somente vendo
a molécula na sua estrutura tridimensional por cima.

Apesar desses dois eplets ndo estarem tdo expostos quanto o eplet
44RMA (Figura 49), os anticorpos também podem ter acesso a eles. Porém,
segundo o HLA Epitope Registry, somente o eplet 253Q é considerado de
alto risco imunolégico, enquanto o eplet 97M é considerado de muito baixo
risco.




Figura 50. Eplets 253Q e 97M da molécula HLA A*68:01
do doador SMSF.

Fonte: Algoritmo EpViX.




Apresentacao de casos clinicos
CASO CLIiNICO 4

Paciente MGO, 47 anos, com cPRA de 44%. Foi realizada uma PC virtual
epitopica com o doador falecido VPSA.

A Figura 51 mostra que a PC virtual epitopica realizada com o doador
VPSA deu positiva. Observem que apesar do cPRA ser inferior a 50%, a PC
virtual epitdpica mostrou que o paciente apresentava anticorpos contra os
eplets 62RR, 163RW, 661, 55PP e 75S do doador.

Figura 51. Resultado da prova cruzada virtual epitépica
do paciente MGO com o doador VPSA.
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Fonte: Algoritmo EpViX.
Além disso, a analise dos indicadores de risco revelou que a carga de
eplets em mismatch com o doador era 55, sendo 37 eplets em mismatch no
locus ABC, 6 mismatches no locus DRB e 12 no J/ocus DQ, ambos
considerados com carga de eplet de alto risco para a producdo de
anticorpos de novo contra esses 55 eplets (Figura 52). Devido a PC
epitdpica virtual ter o resultado positivo, o transplante nao foi realizado,
devido elevada carga de eplets e a presenca de DSA contra o doador.

Figura 52. Mismatch de eplets observado entre o paciente
MGO e o doador VPSA.
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