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"Q homem calto e seguro- de seas
de ninguény: ao- contrdrio, dissimuld-os".

Sonzales Secotche
(ibedsria Fugosgfios)




RESUMO

Para examinar o efeito da eritropoetina recombinante humana
(r-HuEPO) no grau de sensibilizagio contra antigenos do Sistema HLA, em
pacientes em tratamento hemodialitico, analisamos retrospectivamente dados de
267 pacientes submetidos rotineiramente a andlise de paineis de linfécitos
(PRA).

O estudo foi realizado em pacientes candidatos a transplante renal
no Hospital Universitario Walter Cantidio, da Universidade Federal do Ceara,
no periodo de agosto de 1986 a margo de 1998.

Os resultados demonstram que os pacientes que receberam
transfusGes sangiiineas e posteriormente foram tratados com r-HuEPO
apresentaram uma queda significativa dos niveis de PRA (10,46 £ 2,59),
enquanto que aqueles que receberam somente transfusdes sangiiineas
apresentaram uma elevagdo destes niveis (26,48 £ 3,4) e a diferenga enire estes
dois grupos foi significativa (p<0,001).

Concluimos que, o tratamento com 1-HuEPO , por reduzir as
necessidades transfusionais, reduz a exposigdo a antigenos estranhos e desta

forma reduz a sensibilizacdo de pacientes candidatos a transplante renal.




I-INTRODUGAO

As manifestacdes hematolégicas associadas com a insuficiéncia
renal foram inicialmente descritas por Bright, em 1836, quando observou
palidez no desenvolvimento da doenga de Bright Brown and Roth, em 1922,
relataram que a anemia da nefrite cronica ocorria devido a uma diminuigdo na
atividade medular ¢ Parsons e Ekola-Strolberg, em 1933, observaram que os
baixos niveis de hemoglobina na azotemia apresentavam oS mesmos
significados prognosticos indesejaveis das elevadas concentragbes de creatinina

sérica®.

A anemia da insuficiéncia renal é uma desordem complexa
determinada por uma variedade de fatores. Embora o defeito primario seja a
diminuigdo da eritropoiese conseqiiente a incapacidade do rim doente de secretar
quantidades suficientes de eritropoietina, um numero de outros fatores podem
agravar o quadro, tais como hemolise, sangramentos, deficiéncia de ferro e acido
folico. Finalmente, variagdes no volume plasmatico provocados pela propria
doenga ou o seu tratamento (hemodiélise) produzem alteragdes indesejaveis no
hematocrito se a massa de células  vermelhas  permanecer

A7 7
constante12’14’36’45’ 55,5 .

A medida que a fungdio renal se deteriora o hematocrito declina,
podendo chegar a niveis tdo baixos quanto 15 a 20%. O tpico paciente de
hemodialise apresenta hemoglobina em torno de 7 g/dl e estes niveis de anemia

estdo freqilentemente associados a fadiga, dispnéia e diminuigdo da tolerdncia a
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exercicios fisicos. A corregdo parcial da anemia sugere que outros sintomas
relatados por pacientes urémicos, tais como desordens do sono, anorexia e

disfunc¢fio sexual, também estejam relacionados a anemia”.

A adaptagdo fisiologica 4 anemia severa inclul um aumento da
afinidade da hemoglobina pelo oxigénio, aumento da atividade cardiaca e
redistribui¢do do fluxo sangiiineo do tecido extravascular para os oOrgdos
internos. Como conseqiiéncia desta adaptagdo desenvolve-se uma hipertrofia
ventricular esquerda, que por sua vez representa um prognostico independente
de mortalidade nos pacientes portadores de insuficiéncia renal cronica, ja que a
doenga cardiovascular é responsavel por cerca de 50% dos 6bitos registrados . O
impacto adverso da anemia no prognostico da doenga ¢ maximo quando os
niveis de hemoglobina estdo abaixo de 8 g/dl e menores quando superiores a
10 g/d1 .

As transfusdes sangiiineas eram o unico recurso de que se dispunha
até os meados da década de 80 para corrigir a anemia ¢ controlar a tendéncia
hemorragica apresentada pelos pacientes com insuficiéncia renal cronica. Alem
da sua eficicia no tratamento da anemia, alguns autores demonstraram, no
mesmo periodo, o efeito benéfico da transfusdo sangiiinea na sobrevida do
transplante renal. Os resultados destes estudos levaram 4 adogdo de protocolos
transfusionais sistematicos na preparagdo do paciente candidato a transplante
renal visando induzir tolerdncia ao enxerto'®'’?***°*® Hoje sabe-se que a
utilizagdo sistemética de transfusdes incorrem em riscos importantes que devem
ser considerados, como a transmissdio de doenga de Chagas e sifilis, doengas

virais tais como hepatite (B ¢ C), AIDS, HTLV I e II, reagSes hemoliticas,
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tromboflebites, sobrecarga de ferro e sensibilizagdo a antigenos do Sistema
HLA 14:3436,55.57

Desde sua descoberta, em 1958, o Complexo Principal de
Histocompatibilidade (CPH), ou sistema HLA (human leucocyte antigen), €
considerado um importante marcador de sobrevida dos transplantes,
apresentando até hoje um papel de destaque entre os sistemas biologicos
envolvidos nos processos de rejeicdo. Os antigenos ou moléculas HLA sdo
altamente polimérficas e sdo encontradas em quase todas as células do

organismo, funcionando assim como alo-antigenos i

Como fonte de imunizagdo a antigenos do sistema HLA podemos
citar a perda de enxerto por rejeigdo, gestagdes e exposigdo a hemoderivados
(concentrado de hemadcias, leucocitos e plaquetas). As gestagdes constituem a
forma mais comum e natural de sensibilizagdo e se deve 4 passagem de
pequenas quantidades de sangue do feto para a circulagdo materna, na fase final
da gestag3o. Assim a mie recebe doses sensibilizantes de antigenos que o feto
herdou do pai (haplétipo HLA paterno) e que sdo distintos dos dela. Metade das
mulheres com duas ou mais gestagdes apresentam mniveis elevados de

I T - - . ;oo 7,48,54
sensibilizagdo com anticorpos anti-HLA detectavels PSS

As transfustes de sangue representam a segunda causa mais comum
de sensibilizagdo e, apesar da capacidade de imunizagdo de uma dnica
transfusdo ser pequena, ¢ muito significativa, uma vez que esta ¢ realizada em
carater de incompatibilidade com os antigenos do Sistema HLA. Sabe-se que
quanto maior o nimero de transfusGes maior o risco de alo-imunizagdo do

individuo ¥>1M81923.343746 £ 1089, Silva e cols. mostraram que 124 dos 244
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(51%) pacientes portadores de insuficiéncia renal crénica que receberam pelo

menos 1 transfusdio sangiiinea apresentavam anticorpos anti-HLA™,

A terceira forma de sensibilizagdo ¢ a ocorréncia de transplantes
prévios, sendo a forma mais efetiva de sensibilizagdo, devida ao nimero de
antigenos apresentados ao receptor e ao tempo de exposigdo deste aqueles

antigenos g

Pacientes submetidos a mais de um estimulo tornam-se
hipersensibilizados. Assim, poucas transfusdes podem levar um paciente a um
estado de hipersensibilizagdo se precedidas de uma ou mais gestagdes ou mesmo

de um transplante34’37’40’46.

A hiperimunizagio aos antigenos do Sistema HLA em candidatos a
transplante renal diminui as chances de transplante, levando o individuo a
permanecer longos anos em listas de espera por doador imunologicamente
compativel”.

Intimeras pesquisas foram realizadas no sentido de reduzir o TISCO
acarretado pelas transfusdes de sangue, destacando-se 0 estudo da eritropoetina
humana (EPO), um horménio glicoprotéico que estimula a produgdo de células
vermelhas. Este horménio foi inicialmente demonstrado na circulagdo por
Reissmann em 1950, e Erslev em 1953. Subseqiientemente, Jacobson e cols. em
1957, demonstraram a sua produgdo pelo rim. Nos mamiferos adultos a EPO ¢é
produzida quase que totalmente pelos rins (mais de 90%) ¢ uma pequena parte
(inferior a 10%) pelo figado. Na vida fetal, o figado ¢ responsavel pela quase

totalidade da produgdo do hormédnio' >,
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A estimulagdo para a produgio de EPO ¢ a hipéxia, definida como

diminui¢io da capacidade de transporte de oxigénio pelo sangue (células
vermelhas), diminuigdo da tensdo arterial de oxigénio ou uma afinidade
aumentada da hemoglobina pelo oxigénio. A EPO normalmente ¢ produzida em
pequenas quantidades e os niveis plasméticos se situam entre 15 e 20 mU/ml. A
anemia acarreta elevagio destes niveis, com aumentos de até cem vezes o valor
normal. O rim doente, por sua vez, ndo ¢ capaz incrementar a produgdo da EPO

~ . 10-12,44
em resposta a anemia'> >,

O gene da EPO humana foi isolado ¢ clonado pela primeira vez em
1983 por Lin e cols. e posteriormente por Jacobs e cols. em 1985 e Powel ¢ cols.
em 1986. Desde 1985 a eritropoetina humana recombinate (r-HuEPO) esta
disponivel para ensaios clinicos e, a partir de1989, passou a ser utilizada para

r M 5
tratamento clinico' '’

Estudos realizados em ratos e cdies normais tiveram inicio em 1985
¢ demonstraram que a r-HuEPO estimulava a eritropoiese de maneira dose
dependente. Reticulocitos € hematocrito aumentam proporcionalmente a dose €
um estado policitémico pode se instalar com a continuidade do tratamento.

Efeitos téxicos ndo foram observados'.

Os primeiros testes clinicos em humanos anémicos, com niveis de
hematécrito inferiores a 25%, submetidos a hemodialise, foram realizados por
Eschbach e cols.', e por Winearls e cols. em 1986. Apesar de utilizarem
protocolos com doses diferentes de r-HuEPO, os resultados obtidos foram
semelhantes, indicando que a r-HuUEPOQ era eficaz no tratamento da anemia da

insuficiéncia renal cronica. Estudos posteriores confirmaram que a r-HuEPO ¢
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utilizada com boa resposta terapéutica em todos os pacientes de hemodialise que
nio apresentavam anemia complicada por fatores tais como: deficiéncia de
ferro, processos inflamatorios e infecciosos (bactérias e virus), intoxicagdo pelo
aluminio, hemorragias, neoplasias, hemoglobinopatias, hiperparatireoidismo ou

disfungdo medular' >,

Eschbach e cols. em 1987, relatam ainda que doses iguais ou
superiores a 50 unidades por quilograma (U/Kg) de r-HuEPO provocam
aumentos consistentes na contagem corrigida de reticulécitos e nos niveis
médios de hematécrito. Pacientes recebendo esta dose de r-HuEPO ndo mais

necessitaram transfusdes sangiineas.

Qutros ensaios clinicos se seguiram, envolvendo pesquisadores nos
Estados Unidos®’, Canada®, Suig;a5 253 Franca’, € 0 marcante aumento nos niveis
de hematocrito associado & substancial melhora na qualidade de vida dos
pacientes levaram a acreditar que a r-HuEPO revolucionaria o tratamento dos
pacientes portadores de insuficiéncia renal crénica’ "', As promessas incluiam
a corre¢do da anemia, com conseqiiente eliminagdo das transfusGes e seus
efeitos indesejaveis (sobrecarga de ferro, sensibilizagéo a antigenos do Sistema
HLA, transmissdo de doengas), ¢ maior reabilitagdo do doente, proporcionando
methor capacidade para exercicios fisicos, melhora do apetite, recuperagdo do
sono e da capacidade cognitiva, maior interesse ¢ desempenho sexual,
diminuigdo dos estados depressivos, maior disposigio para o trabalho e

~ - 1
melhores relagdes pessoais™®!*2132333%,

Assim, a introdugdo da r-HuEPO no tratamento dos pacientes

portadores de insuficiéncia renal cronica poderia corrigir a anemia sem a
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necessidade de recorrer a transfusdes sangiiineas, reduzindo o risco de
sensibilizagdo aos antigenos HLA e aumentando as chances de receber um

enxerto renal.

Este estudo tem por objetivo determinar o grau de sensibilizagdo
dos pacientes portadores de insuficiéncia renal crénica candidatos a transplante
renal e avaliar o impacto do tratamento da r-HuEPO nestes niveis de

sensibilizagdo.




15

II- OBJETIVOS

Constituem objetivos deste estudo:

| Determinar o grau de sensibilizagdo dos pacientes portadores de insuficiéncia

repal cronica candidatos a transplante renal no Hospital Universitario Walter

Cantidio, da Universidade Federal do Cearé,

2 Avaliar a influéncia do tratamento da anemia com r-HuEPO nos niveis de

sensibiliza¢do destes pacientes.
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lll- MATERIAIS E METODOS

PACIENTES - O estudo compreende a andlise retroprospectiva da
reatividade contra painel de linfocitos testada em 267 pacientes portadores de

insuficiéncia renal cronica, candidatos a transplante renal no Hospital
Universitario Walter Cantidio da Universidade Federal do Ceara, no periodo de

agosto de 1986 a margo de 1998.

Foram excluidos do estudo todos os pacientes que receberam um
transplante prévio e que perderam a fungfo do enxerto, retornando ao tratamento
hemodialitico. Um total de 267 pacientes candidatos a transplante renal foram
analisados, sendo 142 (53,2%) do sexo masculino e 125 (46,8%) do sexo
feminino, com média de idade de 33,28 + 0,80 anos, com idade minima de 5
anos e maxima de 66 anos . O tempo de hemodialise foi de 12,92 + 1,28 meses,

variando de 0 a 120 meses.

Os pacientes foram divididos em quatro grupos, de acordo com o

tratamento recebido no periodo de abrangéncia do trabalho:

Grupo I - Constituido por 107 (40,1%) pacientes que receberam
somente transfusdes sangiiineas durante o periodo de acompanhamento, que
variou de 0 a 99 meses, com uma média de 17,25 + 2,30 meses. A idade média
dos pacientes foi de 34,84 + 1,32 anos, variando de 5 a 66 anos; 56 (52,3%)

pacientes eram do sexo masculino e 51 (47,7%) do feminino.

Grupo II - Constituido de 26 (9,7%) pacientes que receberam
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somente eritropoetina recombinante humana durante o periodo de
acompanhamento, que variou de 0 a 17 meses, com uma média de 3,30 + 0,69
meses. A idade média do grupo foi de 36,12 * 2,58 anos, variando de 19 a 64

anos, sendo 17 (65,4%) pacientes do sexo masculino e 9 (34,6%) do feminino.

Grupo III - Constituido de 74 (27,7%) pacientes submetidos a
transfusdes sangiiineas e que, apds a institui¢do do tratamento com eritropoetina
recombinante humana, nfo mais receberam transfusdes durante o periodo de
acompanhamento, que variou de 0 a 106 meses, com média de 10,13 + 2,19
meses. A idade média do grupo foi de 32,83 £ 1,37, variando entre 8 a 60 anos,

sendo 40 (54,1%) pacientes do sexo masculino e 34 (45,9%) do feminino.

Grupo IV - Constituido de 60 (22,5%) pacientes que necessitaram
de transfusdes sangiiineas apesar do tratamento com eritropoetina recombinante
humana, durante o periodo de acompanhamento, que variou de 0 a 120 meses,
com média de 12,78 + 2,69 meses. A idade média do grupo foi de 29,95 + 1,67
anos, variando de 9 a 56 anos, sendo 29 (48,3%) pacientes do sexo masculino e

31 (51,7%) do feminino.

METODOS - A determinagdo do PRA foi realizada no laboratorio de
Histocompatibilidade do Centro de Pesquisas em Doengas Hepato-renais da

Universidade Federal do Ceara.

Amostras de sangue foram coletadas no momento em que o paciente

se candidata a transplante renal (PRA inicial) e, posteriormente, a cada 3 meses
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ou 10 a 15 dias apés transfusdo de sangue. O resultado da ultima amostra foi
designado PRA final.

Técnica - Dez a quinze mililitros (ml) de sangue foram coletados para
determinagdo do PRA. O sangue colhido foi deixado & temperatura ambiente por
30 minutos para a completa retragio do coagulo ¢ posteriormante centrifugado a
3.000 rpm durante 10 minutos. Depois de separado, o soro era estocado a -20.°
C até o momento da utilizagio, quando eram descongelados em grupos,

procedendo-se a pesquisa de anticorpos linfocitotéxicos anti-HLA.

Microsseringas de Hamilton de 50 microlitros (ul) foram utilizadas
para depositar 1 pl do soro ndo diluido de cada paciente em uma das escavagdes
das 50 microplacas de Terasaki, de maneira que cada soro ocupasse sempre a
mesma posi¢do em cada uma das microplacas. Cada microplaca recebia entdo as
células de um doador diferente, sabendo-se que estes doadores haviam sido
previamente fenotipados e selecionados de modo a se obter as diversas

especificidades dos loci A e B.

Controles positivo e negativo foram colocados em cada microplaca,
obedecendo a mesma regra estabelecida para os soros a serem testados ou seja,
cada controle ocupava sempre a mesma escavagdo em todas as microplacas.
Como controle negativo utilizou-se soro de individuos do sexo masculino, grupo
sangiiineo AB, que nunca tinham sido transfundidos. O soro era inativado a
56.°C por 30 minutos. Como controle positivo foi utilizado um pool de soros

provenientes de individuos que apresentavam positividade em PRA superior a
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60%.

A TABELA 1 apresenta as especificidades dos loci A e B
representados no painel de linfécitos. Este painel foi selecionado afravés da
fenotipagem de individuos candidatos a doador de ¢rglos. Para reconhecimento
dos antigenos, foram utilizadas duas baterias de anticorpos anti-HLA
denominadas FT/FGM 13 A e FT/FGM 13 B, provenientes do Laboratério de
Histocompatibilidade do Hospital Saint-Louis — Paris, Franga. Apos a
fenotipagem dos candidatos, 42 foram selecionados com o objetivo de se obter
uma methor representatividade das diversas especificidades dos loci A e B,

seguindo os critérios sugeridos por A. Zachary e Degelo °

TABELA 1 - Especificidade dos loci A e B presentes no painel de linfécitos,

representando aproximadamente 90% dos feno6tipos possiveis

Locus A Fregiiéncia do Antigeno Lacus B Fregiiéneia de Anfigeno
Al 07 | Bs1 07 |
A2 19 B52 02
A3 07 B7 05
A9 04 7 B8 02
AZ3 01 B44 08
A24 07 B45 02
Al0 01 B13 01
A25 02 Bl4 02




) ) )

o2 oy ) ) ) ) ) )

)
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A26 02 B62 03

T _A34 | 62 B63 02
All 02 B3R 03

B A19 02 B39 03
A30 03 B57 04

A3l - 05 B58 01

-A28 07 B18 06

A32 02 B49 02

A33 01 B50 02

A blank 07 B55 03

B56 02

B27 02

B35 08

B37 02

B60 02

B6l 01

B42 04

B70 01

- B53 02
B biank 05
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A suspensio de linfocitos (antigenos) utilizada na técnica foi obtida a

partir da coleta de 20 ml de sangue do doador do painel com 0,2 ul de heparina
sodica ¢ diluido em volumes iguais de solugdo de Hank’s com pH 7,2. Seis ml
desta solugdo eram colocados em um tubo cbnico de 10 ml e a estes ,
adicionava-se 3 ml de Ficol-Hypaque (densidade 1.077). O tubo era submetido a
20 minutos de centrifugacdo a 1.800 rpm a 18°C, para a obtengdo do anel de
linfocitos, que se localiza entre o plasma sobrenadante e a camada de Ficol-

Hipaque .

O anel de linfocitos era aspirado com pipeta de Pasteur ¢
ressuspendido em solugdo de Hank’s. Nova centrifugagdo era realizada por 10
minutos a 1.800 rpm e 18°C. O procedimento era repetido mais uma vez e 0
sedimento ressuspendido novamente em solugdo de Hank’s. A concentragéo de
células era determinada através de contagem em ciAmara de Newbauer,
ajustando-se através de rediluigdes ou concentrando-se, até se obter entre 2 x

10%e 3 x 10° células por mm’.

Em cada escavagdo da placa de Terasaki, onde encontravam-se
depositados os soros a serem testados, era colocado o velume de | ul da
suspensdo de linfécitos obtida acima, sendo para tai utilizada uma microseringa
multicanal de Hamilton de 50 pl. Seguia-se um periodo de incubagéo a 26°C por
60 minutos (formagio do complexo antigeno-anticorpo), apés o qual eram
adicionados 3 pl de complemento a cada escavagdo. Nova incubagdo era
procedida, desta vez por 120 minutos (lise celular). Apos esta segunda
incubagdo eram adicionados 3 pl de uma solugdo aquosa de eosina a 5% e seis

minutos apés, 6 ul de formol 30% (pH 7,2).
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As microplacas eram guardadas a 4°C e a leitura realizada apos 24

horas em microscopio de contraste de fase.

A técnica seguida para determinagdo dos antigenos HLA dos doadores
do painel, bem como a pesquisa de anticorpos linfocitotoxicos anti-HLA dos

3,27
4>

pacientes em estudo foi descrita por Terasaki em 1964™"" e adaptada por Hors

em 19794,

A intensidade da reagdo ¢ medida pela percentagem de células mortas,
ou seja, que sofreram lise celular e se coraram pela solugdo aquosa de eosina a

5% . O escore utilizado para tal classificagdo € o seguinte:
ESCORE 0: ndo legivel
ESCORE 1: 0 a 10% de células coradas = negativo
ESCORE 2: 11 a 20% de células coradas = negativo duvidoso
ESCORE 4: 21 a 50% de células coradas = positivo fraco
ESCORE 6: 51 a 80% de células coradas = positivo

ESCORE 8: 80 a 100% de células coradas = positivo forte

Foram consideradas positivas as reagGes com escore 4, ou seja, com
percentagem de células coradas superior a 20%. O carater ¢ a especificidade da
sensibilizagdo nfo foram estudados, visto que ndo constituem o objetivo do

presente trabalho.
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Para a analisc da mudanga de painéis por faixa, convencionou-se os

seguintes vaiores:
painel baixo: positividade inferior a 20%;
painel médio: positividade entre 20 e 50%;
painel alto: positividade superior a 50%.

O valor do PRA foi determinadopela relagio entre numero de reagdes

positivas e o numero de células testadas e expresso em valores percentuais.

Anilises Estatisticas - Analises estatisticas foram realizadas
empregando-se o teste de Qui-quadrado de independéncia ¢ o teste de Mann-
Whitney-U, para avaliar se dois grupos independentes possulam mensuragocs
semelhantes, tendo sido considerados significantes as associagdes cujas
probabilidades (valor p) de ocorrer pelo acaso foram iguais ou menores que
0,05. Na digitagio dos dados e andlises estatisticas foram empregados,
respectivamente, os programas de computagao Word for Windows, Excel for

Windows e SPSS, versdo 7.5. Os valores foram expressos como média * desvio

padrdo.
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IV- RESULTADOS

Nos 267 pacientes estudados, o niimero médio de células do painel

em que se observaram reagdes positivas no primeiro soro foi de 4,23 + 0,46,
com variagdo de 0 a 42, sendo que haviam sido testadas a média de 34,18+ 0,34
células, com variagdo de 25 a 45 (GRAFICO 1). No soro final este namero foi
de 6,54 + 0,67, com variagio de 0 a 43, sendo que haviam sido testadas a media

de 38,91 + 0,28 células, com variagdo de 28 a 48 (GRAFICO 2).

Seis pacientes foram excluidos da analise do soro final ja que se

dispunha apenas da amostra do soro inicial.
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GRAFICO 1 - Nimero de células do painel com reagdo

positiva no soro inicial dos 267 pacientes portadores de

insuficiéncia renal cronica.
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GRAFICO 2 - Namero de células do painel com reagdo
positiva no soro final dos 261 pacientes portadores de

insuficiéncia renal crénica.

Como podemos observar na TABELA 2, a média de reagéo
positivas no PRA com o soro inicial de cada paciente foi significativamente
menor no grupo II (1,22 + 0,85) do que nos grupos I, IIT e IV (15,50 + 2,43;
11,60 + 2,55; 15,68 + 3,24, respectivamente - p<0,05). A média de reagdo
positiva com o soro final foi também significativamente menor no grupo II

(1,20 £ 0,43) do que nos grupos I (26,48 + 3,4 - p<0,001) e IV (18,21 + 3,65 -
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p< 0,038); ¢ maior no grupo I quando comparada aquela do grupo III (10,46 +
2,59 - p<0,001). Ao comparar a reatividade do soro inicial com a do soro final,
observamos um aumento significativo na média de reagdes positivas do soro
final no grupo I (p< 0,001). Nos demais grupos ndo houve diferenca
significativa entre as duas medidas (GRAFICO 3).

TABELA 2 - Distribui¢io das médias de PRA inicial ¢ final de acordo com os
grupos de tratamento

GRUPOI | GRUPOII | GRUPOHI | GRUPOIV
PRA
N = 107 n =26 n=74 n =60
Inicial 1550 +2.43% | 122+085° | 11,60+2,55° | 15,68 +3,24
Final 2648 +3.43° | 1,20+043" | 10,46+2,59% | 18,21 £3,65"

PRA = reatividade contra painel de linfocitos;

aXb-p=0,004,aXc—p=0,265aXd-p=0726,bXc—p= 0,028; b X d —p= 0,002,
¢Xd-p=0,191, e Xf—p=0,000; e X g —p= 0,000, e X h—p= 0,071, f X g — p= 0,529,
fXh-p=0,038, g Xh—p=0,076

valores s80 expressos como média + desvio padréo
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GRAFICO 4 — Distribui¢io da média do PRA

final de acordo com os grupos de tratamento

A andlise dos resultados obtidos em 261 pacientes tendo como base
a positividade contra PRA mostrou que em 24 (9,2%) deles a positividade contra
PRA passou para uma faixa inferior, ou seja, de PRA alto para médio ou baixo
ou de PRA médio para baixo, enquanto que em 38 (14,6%) a positividade
passou para uma faixa superior (PRA baixo para médio ou alto ou PRA médio
para alto) e em 199 (76,2%) pacientes a positividade contra PRA permaneceu

malterada.

Quando esta analise é feita dentro de cada grupo de tratamento,
podemos observar que no grupo I, 16 (20,5%) pacientes passaram de um painel

inicial baixo para um painel final médio ou alto (TABELA 3). No grupo II nio
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foi observada mudancga significativa do painel (TABELA 4). No grupo III, 5
(71,4%) pacientes mudaram de um painel inicial alto para um painel final
médio ou baixo, {TABELA 5). No grupo IV, 4 (50%) pacientes mudaram de um
painel inicial alto para um painel final médio ou baixo, enquanto que 5 (11,9%)
pacientes passaram de um painel inicial baixo para um painel final médio ou alto

(TABELA 6).

TABELA 3 — Evoluggio dos painéis iniciais, segundo a faixa de positividade,
nos 101 pacientes portadores de insuficiéncia renal cronica tratados somente

com transfusdes sangiiineas

Painel Inicial
Painel Final baixo médio alto
_ - ” 1 . o , n.... ®
baixo 62 79,5% 2 16,7% 1 9, 1-% -
meédio 6 7. 7% 2 16,7% 1 9,1%
alto 10 12,8% 8 66,7% 9 81,8%
Total 78 100,0% 12 100,0% 11 100,0%
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TABELA 4 — Evolugdo dos painéis iniciais, segundo a faixa de positividade, nos
26 pacientes portadores de insuficiéncia renal crénica tratados somente com

eritropoetina humana recombinante

Painel Inicial
Painel Final Baixo médio
N Yo n %
baixo 25 100,0% 100,0%
Total 25 100,0% 100,0%

TABELA 5 — Evolugdo dos painéis iniciais, segundo a faixa de positividade,
nos 74 pacientes portadores de insuficiéncia renal crénica tratados somente com
transfusdo sangiiinea seguida de eritropoetina humana recombinante

Painel Inicial
Painel Final baixo médio alto
n % n % n %
baixo 52 91,2% 5 50,0% 4 57,1%
médio 2 3,5% 4 40,0% 1 14,3%
alte 3 5,3% 1 10,0% 2 28,6%
Total 57 100,0% 10 100,0% 7 100,0%
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TABELA 6 — Evolucdo dos painéis iniciais, segundo a faixa de positividade,

nos 60 pacientes portadores de insuficiéncia tenal cromica tratados com

eritropoetina humana recombinante ¢ transfusio sangiiinea ocasional

Painel Final

Painel Inicial

baixo médio alto
n % n % %
B baixo 37 88,1% 5 50,0% 25,0%
médio 1 2,4% 2 20,0% 25,0%
alto 4 9,5% 3 30,0% 50,0%
Total 42 100,0% 10 100,0% 100,0%
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V- DISCUSSAO

O complexo principal de histocompatibilidade do homem, o
Sistema HLA, ¢ o alvo principal de respostas imunes em transplantes, depois do
grupo sangiineo ABO. As proteinas de membrana do Sistema HLA,
encontradas em todos os Orgdos e tecidos humanos, funcionam com
aloantigenos gragas ao seu extremo polimorfismo. Dessa forma ¢ comum
encontrarmos nas filas de espera para transplantes, pacientes com anticorpos ja
formados contra antigenos do Sistema HLA, desenvolvidos apds gestagdes,

transplantes prévios e/on transfusdes’®* ™.

Bender em 1984 relatou que a presenga de anticorpos anti-HLA
pré-formados no soro do pacientes candidato a transplante renal poderia levar a
uma perda rapida do enxerto por rejeigdo hiperaguda. O PRA ¢ a primeira
avaliagio a que um paciente encaminhado para transplante deve ser submetido
para que se possa avaliar a sensibilizagdo prévia contra antigenos HLA. Sabe-se
que o encontro de altos niveis de PRA em candidatos a transplante renal diminui
significativamente a possibilidade de transplante deste paciente com um
potencial doador, o que faz com que esses pacientes representem um grupo com

menores chances de transplante.

A introdugdo da r-HuEPO no final dos anos 80 como terapéutica no
tratamento da anemia do paciente renal cronico diminuiu substancialmente a
necessidade de transfusdes sangiiineas nesta populagdo. A queda significativa

dos niveis de PRA observada no grupo I1I de nosso estudo refor¢a os dados da
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literatura que mostram que a utilizagdo da r-HuEPO interrompe o estimulo
antigénico proporcionado pelas transfusdes, com conseqiiente diminuigdo dos

niveis de sensibilizagdo contra antigenos HLA.

O efeito do estimulo antigénico proporcionado pelas transfusdes
sobre a sensibilizagio do paciente pode ser ainda demonstrado em nosso estudo
quando verificamos que o PRA observado nos soros iniciats dos pacientes dos
grupos I, III e IV, que receberam 1 ou mais transfusdes, € significativamente
maior que o dos pacientes do grupo II, formado por individuos que nunca
haviam sido transfundidos. Um reforgo adicional a este conceito pode ser obtido
quando comparamos o PRA médio observado nos soros finais dos grupos 1
(26,48 £ 3,42) com o PRA médio do grupo I (10,46 * 2,59). Estes resultados
estdo de acordo com aqueles observados por Koskimies ¢ cols. em 1990, que
analisando a positividade contra PRA dos soros inciais € finais de 16 pacientes
tratados com 1-HuEPO apés o uso de transfusdes, demonstraram que 62,5% dos

pacientes apresentaram uma queda significativa dos niveis de sensibilizag¢do.

Quando comparamos os resultados do PRA dos soros iniciais e
finais dentro de cada grupo, observamos um marcante aumento da positividade
do PRA no grupo I quando comparado com os resultados observados nos grupos
I e III, possivelmente devido a utilizagdo constante de transfusdes com
conseqilente permanéncia de estimulo antigénico observada naquele grupo de
pacientes. No grupo III, observou-se uma queda de positividade do PRA que,
embora ndo alcance diferenga estatisticamente significativa torna-se mais
evidente quando comparamos os resultados dos paméis por faixa de

positividade, onde alguns pacientes passam da faixa de alta (>50%) para faixa
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de baixa positividade (<20%), numa redugdo significativa de sensibilizagdo.

No grupo IV, formado por pacientes que durante o tratamento com
r-HuEPO necessitaram de transfusdes sangiiineas, ndo foi observado uma
diferenga significativa entre os niveis de PRA dos soros iniciais e finais, onde a

alternancia do tratamento possivelmente foi responsavel pela permanéncia do

estimulo antigénico acarretando uma semelhanga dos niveis de PRA.

Mourad e cols. em 1992, em um estudo envolvendo 23 pacientes
altamente sensibilizados (PRA>80%) observaram uma queda signmificante na
média de PRA neste grupo de pacientes (88,13 = 1,7% para 18,8 + 5,6%) apos
uso da r-HuEPQ. Phelan e cols. em 1991 obtiveram resultados semelhantes ao
destes autores, onde 20% dos pacientes tratados com r-HuEPO apresentaram

redugdo do PRA.

Grimm e cols. em 1990, estudando cinco adolescentes dependentes
de transfusdes e que apresentaram pelo menos um transplante, verificaram que
quando os pacientes foram submetidos ao tratamento com r-HuEPO, houve
uma queda de 80 + 24% no PRA inicial para 56 + 40,8% ao final do estudo
(p<0,05). O unico paciente a receber transfusdes adicionais manteve PRA em
torno de 97%. Como grupo controle, cinco pacientes em tratamento continuo

com transfusdes, mantiveram média de PRA acima de 86%.

Barany e cols. em 1992, concluem como o principal achado
clinicode seu trabalho, a diminui¢iic gradativa nos titulos de anticorpos em
individuos politransfundidos e que em alguns casos essa queda poderia chegar

até a negativagao.
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Além da interrupgdo de estimulos antigénicos, a presencga de

anticorpos anti-idiotipo no soro de pacientes sensibilizados tem sido largamente
apontada como possivel responsavel pela queda significativa dos niveis de PRA
em candidatos a transplante renal. MacLeod e cols. em 1989, observaram a
presenga de anticorpos anti-idiotipo no soro de pacientes desenvolvidos apos
transfusdes sangilineas e gestagbes. Estes autores, bem como Phelan e cols.*
relataram que possivelmente tais anticorpos apresentem papel imunossupressivo,
ja que nos pacientes estudados, estdo relacionados com a perda da

sensibilizagio.

Mourad e cols.*. discutem a possibilidade da existéncia de fatores
genéticos e a ocorréncia de fatores ndo relacionados a transfusdes como
possiveis responsaveis pela manutencdo de altos niveis de sensibilizagdo. Por
sua vez, Friedlaender e cols.'®. tentam explicar a manutengdo de altos niveis de
sensibilizagdo através da persisténcia de uma significante expansdo clonal de
populagdes de linfécitos B e células T auxiliares que amplificam a resposta
imune humoral com produgdo de anticorpos desenvolvidos mesmo que contra

quantidades reduzidas de antigenos HLA provenientes de transfusdes

sangiiineas.

Em conformidade com os resultados dos pesquisadores acima
citados, nosso trabalho demonstra o efeito benéfico do uso da r-HuEPO no
tratamento da anemia do paciente portador de insuficiéncia renal cronica,
reduzindo as necessidades transfusionais e o risco de sensibilizagdo do paciente,

propiciando a este melhores possibilidades de receber um transpiante renal.
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VI- CONCLUSOES

1. Os pacientes que receberam somente transfusdes sangilineas apresentam

maior taxa de sensibilizagdo, com aumento nos niveis de PRA de 15,50 =
2,43 para 26,48 + 3,40 (p< 0,001).

2. A introdugdo da r-HuEPO permitiu a interrupgdo do estimulo antigénico com
queda significativa no grau de sensibilizagdo . O retorno do estimulo
antigénico através de transfusdes nos pacientes em uso de r-HuEPOQ, acarreta

nova elevagdo dos niveis de sensibilizagdo.

A introdugdo da r-HuEPO no tratamento da anemia dos pacientes
com insuficiéncia renal crénica permite eliminar as necessidades transfusionais
¢ suas inconveniéncias, além do estimulo antigénico, reduzindo a sensibilizagdo

do paciente que terd melhores chances de se submeter a um transplante renal.




38

Vil- SUMMARY

To examine whether recombinant human erythropoietin (r-HuEPO)
results in decreased presensitization to foreign HLA antigens, we retrospectively
analyzed data from 267 patients who had undergone routine panel reactive

antibody (PRA) screening.

We studied chronic dialysis patients awaiting for renal
transplantation in university hospital Walter Cantidio, Universidade Federal do

Ceard, between august 1986 and march 1998.

The results indicate that the patients treated with transfusions and
later treated with r-HuEPO present a significant drop in PRA (10,46 £ 2,59)
while patients treated with trasnfusions only, present an increase in PRA (26,48

+ 3,4) and that this diference was significant (p<0,001).

The introduction of r-HuEPO therapy has dramatically reduced
blood transfusions requirements on chronic dialysis patients, resulting in less

exposure to foreign HLA antigens, following less sensitization in this patients

group.
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