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PREFACIO

O Atlas de Imunologia de Transplantes integra uma colegdo composta
também pelos Atlas de Imunologia Basica Aplicada a Clinica e pelo de
Imunologia Clinica e Alergia. Juntas, essas obras foram concebidas
especialmente para estudantes do curso de Medicina e para jovens médicos
interessados em Imunologia.

O Laboratério de Imunologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre foi
responsdvel por 6.375 transplantes até 2025, sendo que 3.035 de rins, 1.935 de
medula 6sseaq, 861 de figado, 99 de pulmdo e 445 de coragdo. Este Atlas
representa a experiéncia de um grupo muito ativo de pesquisadores.

Tradicionalmente, a Imunologia Bdsica é ministrada nos primeiros anos do
curso médico, enquanto o ensino clinico ocorre apenas anos mais tarde. Esse
intervalo entre a aprendizagem dos fundamentos imunolégicos e sua
aplicagdo pratica dificulta a integragdo do conhecimento.

Foi dessa percepcdo que nasceu esta colegcdo. Nosso principal objetivo foi
aproximar continuamente a ciéncia bdsica da pratica clinica, demonstrando
ao estudante, desde o inicio da graduagdo, como 0OsS mecanismMmos
imunolégicos explicam as manifestacdes observadas diariamente nos
pacientes.

A obra pode ser consultada em versdo digital (PDF). Recomendamos sua
leitura em duas pdaginas simulténeas (PDF), ajustadas & tela. Dessa forma,
frequentemente o texto explicativo permanece ao lado da figura
correspondente, favorecendo a compreensdo dos conceitos. A utilizagdo do
recurso de ampliacéo ("zoom") permite melhor visualizagéo dos detalhes das
ilustrages.

Uma proposta de ensino

Esta obra foi concebida para ser utilizada dentro de uma metodologia de
aprendizagem ativa, na qual o estudante assume papel de protagonista na
construgdo do conhecimento.

Apbs a leitura de cada capitulo, recomenda-se a resolugdo das Questdes
Comentadas e RevisGo correspondentes, favorecendo a consolidagdo
progressiva do conhecimento.

Esses Atlas procuram desenvolver um raciocinio clinico fundamentado nos
mecanismos imunolbgicos, aproximando a ciéncia bdsica da pratica médica.

Os Autores
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Imunologia e
Transplantes de

Oorgaos

Apresentacdo

Esse texto ilustrado redne matéria para o ensino e pesquisa em Imunologia. O
objetivo & oferecer ao estudante e 0o médico uma abordagem
eminentemente pratica, baseada em imagens e texto que se apoiam no Atlas
de Alergia e Imunologia, outra publicagdo de nossa autoria.
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Capitulo1-
Historia da

Imunologia dos
Transplantes

“A historia dos transplantes é a histoéria da integragcdo entre cirurgia,
imunologia e genética. Cada avango cientifico aproximou a Medicina do
objetivo de substituir um érgdo doente por outro sauddavel e funcional.”

Introducdio

Poucas areas da Medicina evoluiram tdo rapidamente quanto os transplantes
de 6rgdos. Em pouco mais de um século, um procedimento considerado
impossivel transformou-se em uma terapia capaz de prolongar e melhorar a
vida de milhdes de pacientes em todo o mundo.

Embora a habilidade cirdrgica tenha sido essencial para essa evolugdo, o
verdadeiro sucesso dos transplantes somente foi alcangado com a
compreensdo dos mecanismos imunoldégicos envolvidos na rejeicdo dos
enxertos. Descobertas fundamentais sobre histocompatibilidade, antigenos
leucocitarios humanos (HLA), resposta imune e compatibilidade entre doador
e receptor permitiram que os transplantes deixassem de ser experimentais
para se tornarem parte da pratica clinica moderna.

Este capitulo apresenta os principais marcos histéricos da Imunologia dos
Transplantes e homenageia o0s pesquisadores que construiram os
fundamentos cientificos dessa extraordindria drea da Medicina.
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Tabela 1. Marcos historicos da Imunologia dos Transplantes

Ano Marco histoérico Contribuigdo
. £ Estabelece bases técnicas
Alexis Carrel desenvolve técnicas S
1902 essenciais para o futuro
de sutura e anastomose vascular PR
transplante de orgdos.
Reconhecimento por seus
1912 Alexis Carrel recebe o Prémio trabalhos sobre sutura vascular e
Nobel de Fisiologia ou Medicina transplante de vasos sanguineos
e 6rgdos.
Peter Medawar demonstra que a Estabelece as bases da
1944-1953 rejeicdo de enxertos tem natureza | Imunologia dos Transplantes e da
imunolégica toler@ncia imunoloégica adquirida.
Joseph Murray e equipe realizam | Demonstra a viabilidade clinica do
1954 o primeiro transplante renal transplante renal quando néo
humano com sucesso duradouro, | existe barreira imunologica
entre gémeos idénticos significativa.
Jeo’n Dausset |d§rjt|f|co O PAMEINS | \1arco inicial da descoberta do
antigeno leucocitario humano do .
1958 ) \ ; sistema HLA e da
sistema que posteriormente seria . o
; histocompatibilidade humana.
denominado HLA
Jon van Rood desenvolve estudos Contrlbu] dec~|S|vom9nte pard a
. NP caracterizagdo do sistema HLA e
1958-1962 de aloanticorpos leucocitarios e . AN -
N sua aplicagdo a compatibilidade
grupos leucocitarios humanos
entre doador e receptor.
Paul Terasaki e colaboradores Permite t|p|f|colgoo HLA em
desenvolvem e aperfeicoam a pequena escala e torna-se
1964 . fundamental para os testes de
técnica de . o
oo . . histocompatibilidade e para a
microlinfocitotoxicidade
prova cruzada.
Paul Terasaki demonstra a Estabelece uma das principais
1966-1969 importéncia dos anticorpos pré- bases para a prevengdo da
formados contra o doador e da rejeicdo hiperaguda no
prova cruzada (crossmatch) transplante renal.
Thomas Starzl e equipe obtém os | Estabelece o transplante de
1967 primeiros sucessos prolongados figado como possibilidade
com transplante hepatico terapéutica clinica.
Reconhecimento das descobertas
Prémio Nobel para George Snell relacionadas a
1980 P eorg ' histocompatibilidade, ao MHC/HLA
Jean Dausset e Baruj Benacerraf N - -
e d regulagdo genética da
resposta imunologica.
Tipificagéo molecular HLA de alta | Permite avaliagdo imunoldgica
resolucdo, NGS, pesquisa de mais precisa, melhor sele¢céo de
Atualidade anticorpos anti-HLA, DSA, doadores e estratificagéo

crossmatch por citometria e
virtual crossmatch

individualizada do risco de
rejeigdo.
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1. Alexis Carrel (1873-1944)
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O homem que tornou os transplantes possiveis

O nascimento da cirurgia dos transplantes estd intimamente ligado ao
trabalho do cirurgidio francés Alexis Carrel, considerado o fundador da cirurgia
vascular moderna. No inicio do século XX, o principal obstdculo ao transplante
de 6rgdos ndo era a rejeicdo imunolégica — ainda desconhecida —, mas a
incapacidade de unir artérias e veias de forma segura e duradoura.

Em 1902, Carrel desenvolveu a revoluciondria técnica de anastomose vascular
triangulada, que permitia a sutura precisa de vasos sanguineos de pequeno
calibre, preservando o fluxo sanguineo dos 6rgdos transplantados. Essa
inovacdo transformou a cirurgia experimental e possibilitou os primeiros
transplantes em modelos animais.

Embora esses enxertos evoluissem para perda funcional devido a rejeicéo
imunoldégica, os experimentos de Carrel demonstraram que o problema
deixava de ser exclusivamente cirdrgico e passava a ser biolégico. A partir
desse momento, abriu-se o caminho para as futuras descobertas da
imunologia dos transplantes.

Em reconhecimento @ importéncia de suas pesquisas, Alexis Carrel recebeu o
Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 1912, tornando-se um dos pioneiros
mais influentes da Medicina do século XX.

Principais contribuicoes

v Desenvolvimento das técnicas modernas de anastomose vascular.
v Fundagdo da cirurgia vascular experimental.

v Viabilizagdo técnica dos transplantes de 6rgdos.

v Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina (1912).
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Curiosidade historica

Carrel realizou diversos experimentos de transplante em animais e trabalhou
com o aviador Charles Lindbergh, desenvolvendo uma bomba de perfuséo
capaz de manter 6rgdos vivos fora do organismo. Esse conceito pioneiro
antecipou, em vdrias décadas, as modernas técnicas de preservacdo de
orgdos utilizadas atualmente nos programas de transplante.

2. Peter Brian Medawar (1915-1987)

O cientista que explicou a rejei¢do dos transplantes

Se Alexis Carrel tornou os transplantes tecnicamente possiveis, foi Peter Brian
Medawar quem explicou por que eles frequentemente fracassavam. Seus
estudos estabeleceram os fundamentos cientificos da Imunologia dos
Transplantes, demonstrando que a rejeicdo dos enxertos € um fendmeno
imunoldgico e ndo apenas uma consequéncia da técnica cirdrgica.
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Peter Medawar nasceu em 28 de fevereiro de 1915, em Petrdpolis, Rio de
Janeiro, Brasil, filho do comerciante libanés Nicholas Agnatius Medawar e da
inglesa Edith Muriel Dowling. Ainda crianga mudou-se para a Inglaterra, onde
desenvolveu toda a sua formagdo académica e carreira cientifica na
Universidade de Oxford.

Durante a Segunda Guerra Mundial, Medawar iniciou estudos sobre enxertos
de pele em pacientes com queimaduras extensas. Observou que enxertos
provenientes de individuos diferentes eram inicialmente aceitos, mas
posteriormente destruidos de maneira sistematica. Demonstrou, por meio de
experimentos elegantes em modelos animais, que esse processo era mediado
pelo sistema imunoldgico e possuia meméria imunoldgica, caracteristica
tipica da resposta imune adaptativa.

O experimento da tolerancia imunolégica

Em uma série de experimentos cldssicos realizados no inicio da década de
1950, Peter Medawar, Rupert Billingham e Leslie Brent injetaram células de
camundongos de uma linhagem em fetos ou recém-nascidos de outra
linhagem. Quando esses animais atingiram a idade adulta, receberam
enxertos de pele provenientes do mesmo doador das células previamente
inoculadas. Diferentemente dos animais-controle, que rejeitavam
rapidamente os enxertos, os animais expostos durante a vida fetal ou neonatal
aceitaram-nos de forma duradoura, demonstrando que o sistema
imunoldégico havia aprendido a reconhecer aqueles tecidos como préprios.
Esse experimento comprovou a existéncia da tolernecia imunoldgica
adquirida, um dos conceitos mais importantes da imunologia moderna, e
estabeleceu as bases para o desenvolvimento de estratégias destinadas a
reduzir ou prevenir a rejeicdo nos transplantes.

Por essas contribuicdes, Peter Medawar recebeu o Prémio Nobel de Fisiologia
ou Medicina em 1960, compartilhado com o imunologista australiano Frank
Macfarlane Burnet.

Hoje, Medawar é reconhecido mundialmente como o pai da Imunologia dos
Transplantes, tendo estabelecido os principios bioldgicos que sustentam toda
a pratica transplantadora moderna.

Principais contribuicoes

e Demonstrou que a rejeicdo dos enxertos € uma resposta imunolbgica
especifica.

e Comprovou a existéncia de meméria imunolégica na rejeicdo dos
transplantes.

e Descobriu, juntamente com Billingham e Brent, o fendmeno da toleréncia
imunolégica adquirida.

¢ Estabeleceu as bases cientificas da Imunologia dos Transplantes.

e Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina (1960), juntamente com Frank

Macfarlane Burnet.
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Curiosidade historica

Poucos médicos sabem que Peter Medawar nasceu no Brasil. Embora tenha
desenvolvido toda a sua carreira cientifica na Inglaterra, seu nascimento
ocorreu em Petropolis (RJ), tornando-o um dos poucos laureados com o
Prémio Nobel nascidos em territorio brasileiro.

3. George D. Snell (1903-1996)

O geneticista que descobriu o Complexo Principal de
Histocompatibilidade

Enquanto Alexis Carrel desenvolvia as bases cirdrgicas dos transplantes e
Peter Medawar demonstrava que a rejeigdo era um fendbmeno imunolégico,
permanecia uma questdo fundamental: quais genes determinavam a
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aceitacdo ou a rejeicdo de um enxerto?

A resposta comecgou a ser construida pelo geneticista norte-americano
George Davis Snell, que dedicou décadas ao estudo da genética dos
transplantes utilizando linhagens de camundongos isogénicos. Seus
experimentos demonstraram que a sobrevivéncia de um enxerto dependia de
um conjunto especifico de genes herdados em bloco, responsdveis pelo
reconhecimento imunoldgico entre individuos.

Na década de 1940, Snell identificou esse conjunto de genes, inicialmente
denominado H-2, demonstrando que ele representava o principal
determinante da compatibilidade entre doador e receptor em camundongos.
Esse complexo passou a ser conhecido como Complexo Principal de
Histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex — MHC).

Suas descobertas estabeleceram o fundamento genético da rejeicdo dos
transplantes e serviram de modelo para a identificagcdo do sistema HLA em
humanos por Jean Dausset alguns anos depois.

O Complexo Principal de Histocompatibilidade

Snell demonstrou que os genes do MHC eram herdados em conjunto
(haplétipos) e controlavam a intensidade da resposta imunolégica contra
tecidos transplantados.

Essa descoberta permitiu compreender que a compatibilidade genética entre
doador e receptor era um dos principais fatores determinantes da sobrevida
do enxerto, inaugurando uma nova era na imunologia dos transplantes.

Posteriormente verificou-se que praticamente todos os vertebrados
apresentam um sistema equivalente ao MHC, altamente polimoérfico e
fundamental para a apresentagdo de antigenos aos linfocitos T.

O Prémio Nobel

Em 1980, George Snell recebeu o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicinag,
juntamente com Jean Dausset e Baruj Benacerraf, pelas descobertas
relacionadas das estruturas geneticamente determinadas que regulam a
resposta imunoldgica.

Essa premiagcdo reconheceu trés etapas complementares da histéria da
imunologia:

e George Snell: genética do MHC.
e Jean Dausset: identificagdo do sistema HLA humano.
e Baruj Benacerraf: controle genético da resposta imune.

11



Principais contribui¢coes

Descoberta do complexo H-2 em camundongos.

Demonstragdo da base genética da rejeicdo dos transplantes.

Definico do conceito de Complexo Principal de Histocompatibilidade
(MHC).

Introdug¢d@o do conceito de haplétipos de histocompatibilidade.
Fundamentagdo genética da compatibilidade entre doador e receptor.
Prémio Nobel de Medicina em 1980.

Curiosidade historica

Embora George Snell nunca tenha realizado transplantes em seres humanos,
suas pesquisas forneceram a base genética que permitiu compreender por
que alguns enxertos eram aceitos enquanto outros eram rapidamente
rejeitados. O sistema H-2 descrito em camundongos tornou-se o modelo
experimental que levou, posteriormente, d identificagdo do sistema HLA em
humanos e ao desenvolvimento da moderna imunogenética dos transplantes.

4. Baruj Benacerraf (1920-2011)




O imunologista que demonstrou o controle genético da
respostaimune

Apbs George Snell demonstrar que a compatibilidade entre individuos era
determinada por um conjunto especifico de genes — o Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC) — permanecia uma questdo fundamental: por
que individuos geneticamente diferentes respondiam de maneira distinta ao
mesmo antigeno?

A resposta foi fornecida pelo imunologista Baruj Benacerraf, cujos estudos
revolucionaram a compreensdo da imunologia moderna. Utilizando diferentes
linhagens de cobaias e camundongos, Benacerraf observou que alguns
animais produziam intensa resposta de anticorpos frente a determinados
antigenos, enquanto outros praticamente ndo respondiam, apesar de
receberem o mesmo estimulo imunoloégico.

Esses experimentos demonstraram que a capacidade de responder
imunologicamente era determinada por genes hereditdrios, denominados
genes da resposta imune (Immune Response Genes - Ir genes).
Posteriormente verificou-se que esses genes estavam localizados no
Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC), estabelecendo uma
ligacdo definitiva entre genética, apresentacdo de antigenos e resposta
imunologica.

A genética da resposta imunolégica

As descobertas de Benacerraf demonstraram que as moléculas do MHC n&o
apenas determinam a compatibilidade entre doador e receptor, mas também
exercem papel essencial na apresentacdo de peptideos aos linfécitos T.

Essa observagdo modificou profundamente a imunologia. O MHC passou a ser
reconhecido como elemento central da resposta imune adaptativa,
influenciando:

reconhecimento dos antigenos pelos linfécitos T;
intensidade da resposta imunolbgica;
susceptibilidade as doeng¢as autoimunes;
rejeicdo dos transplantes;

resposta as vacinas e ds infecgoes.

Atualmente sabe-se que o extraordindrio polimorfismo do sistema HLA explica,
em grande parte, a enorme variabilidade da resposta imunoldgica observada
entre diferentes individuos.

O Prémio Nobel

Em 1980, Baruj Benacerraf, George D. Snell e Jean Dausset receberam
conjuntamente o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina pelas descobertas
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relacionadas das estruturas geneticamente determinadas que regulam a
resposta imunoldgica.

Cada um deles contribuiu para um aspecto complementar da imunogenética:

e George Snell — genética do Complexo Principal de Histocompatibilidade
(MHC).

e Jean Dausset — identificag@o do sistema HLA em seres humanos.

e Baruj Benacerraf — demonstragdo de que a resposta imune é

geneticamente controlada pelos genes do MHC.

Essa premiagdo consolidou definitivamente a Imunogenética como uma das
bases cientificas da Medicina moderna.

Principais contribuigdes

e Descoberta dos genes da resposta imune (Ir genes).

e Demonstra¢do do controle genético da resposta imunolégica.

e Associac@o funcional entre os genes Ir e o Complexo Principal de
Histocompatibilidade.

e Consolidagdo do papel do MHC na apresentacdo de antigenos aos
linfocitos T.

e Contribuicdo decisiva para a compreens@o das doengas autoimunes, da
resposta as vacinas e da rejeicdo dos transplantes.

e Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina (1980).

Curiosidade historica

Baruj Benacerraf nasceu em Caracas, Venezuelq, filho de comerciantes judeus
de origem marroquing, e realizou praticamente toda sua carreira cientifica nos
Estados Unidos. Sua principal contribuicdo foi demonstrar que nem todos os
individuos respondem da mesma maneira ao mesmo antigeno, conceito que
hoje fundamenta dreas como a imunogenética, a medicina personalizada, a
farmacogendmica e a imunoterapia.

5. Joseph Edward Murray (1919-2012)

O pioneiro do primeiro transplante renal humano com sucesso duradouro.

Apbs Jean Dausset identificar os primeiros antigenos leucocitarios humanos
(HLA), ainda permanecia uma questdo fundamental: essas diferencas
antigénicas realmente influenciavam o sucesso dos transplantes.
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O primeiro transplante
renal bem-sucedido

Apbs as descobertas cirdrgicas de
Alexis Carrel e os estudos
imunologicos de Peter Medawar, a
histéria dos transplantes alcangou
um marco decisivo em 23 de
dezembro de 1954, quando o
cirurgi@do norte-americano Joseph
Edward Murray realizou, no Peter
Bent Brigham Hospital, em Boston, o
primeiro transplante renal bem-
sucedido entre seres humanos.

@) receptor, Richard Herrick,
apresentava insuficiéncia  renal
terminal decorrente de
glomerulonefrite crénica. Seu irmdo
gémeo monozigético,  Ronald
Herrick, aceitou doar um dos rins.

Como ambos possuiam patrimonio genético praticamente idéntico, ndo havia
incompatibilidade imunolégica significativa, evitando a rejeicdo do enxerto. O
rim transplantado funcionou imediatamente, e Richard sobreviveu por mais de
oito anos apés o procedimento, um resultado extraordindrio para a época.

Esse transplante demonstrou que a substituicdo de um 6érgdo humano
poderia proporcionar sobrevida prolongada e excelente recuperacgdo clinica.
Mais importante ainda, confirmou que o grande obstdculo ao sucesso dos
transplantes entre individuos geneticamente diferentes era a rejeicdo
imunoldgica, e ndo a técnica cirdrgica. Esse feito impulsionou intensamente as
pesquisas em histocompatibilidade, imunologia e imunossupressdo,
inaugurando a era moderna dos transplantes de érgdos.

Pela importdncia de sua contribuicdo, Joseph Murray recebeu o Prémio Nobel
de Fisiologia ou Medicina em 1990, compartilhado com E. Donnall Thomas,
pioneiro do transplante de medula dssea.

Principais contribuicoes

e Realizou o primeiro transplante renal humano com sucesso duradouro
(1954).

e Demonstrou a viabilidade clinica dos transplantes de érgdos.

e Confirmou a importéncia da compatibilidade genética na prevengdo da
rejeicdo.

¢ Impulsionou o desenvolvimento da imunologia clinica dos transplantes.

e Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina (1990).
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Curiosidade historica

Antes da cirurgio, a comissdo de ética do hospital questionou se seria
justificvel submeter um individuo sauddvel & retirada de um rim para
beneficiar outra pessoa. Apds longas discussées e a confirmacdo de que
Ronald Herrick compreendia plenamente os riscos, a doac¢do foi autorizada.
Esse caso tornou-se um dos marcos da bioética moderna, estabelecendo
principios fundamentais para a doagdo intervivos de érgdos.

6. Jean Dausset (1916-2009)

O descobridor do sistema
HLA

Apbs Peter Medawar demonstrar
que a rejeigdo dos transplantes era

uma resposta imunolégica,
permanecia uma questdo
fundamental: contra quais

estruturas celulares o sistema
imunologico reagia? A resposta
comegou a surgir gragas ao
médico e imunologista francés
Jean Dausset.

Na década de 1950, trabalhando
em hospitais franceses, Dausset
estudava pacientes que haviam
recebido multiplas transfusées de
sangue. Observou que muitos deles
desenvolviom anticorpos capazes
de reagir contra leucdcitos de
outras pessoas. Esses anticorpos
eram detectados quando o soro

dos pacientes era incubado com leucécitos de diferentes doadores,
produzindo reagdes de aglutinagdo ou lise celular em alguns individuos, mas
ndo em outros.

Ao comparar centenas de soros e milhares de testes cruzados, Dausset
percebeu que essas reagdes ndo eram aleatdrias. Alguns leucédcitos
compartihavam um mesmo determinante antigénico reconhecido pelos
anticorpos presentes nos soros, enquanto outros ndo reagiam. Em 1958,
descreveu o primeiro desses antigenos leucocitarios humanos, denominado
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inicialmente MAC, posteriormente identificado como HLA-A2, inaugurando a
descoberta do Sistema HLA (Human Leukocyte Antigen).

Essa observacdo revolucionou a medicina. Pela primeira vez tornou-se
possivel compreender por que alguns transplantes apresentavam maior
probabilidade de sucesso do que outros. A partir dessa descoberta
desenvolveram-se os métodos de tipificacdo HLA e consolidou-se o conceito
de histocompatibilidade, fundamento de toda a transplantagcdo moderna.

Em reconhecimento @ importdncia de sua descoberta, Jean Dausset recebeu
o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 1980, juntamente com George
Snell e Baruj Benacerraf.

Como Jean Dausset descobriu o HLA?

O experimento de Dausset era simples, porém extremamente engenhoso. Ele
coletava soro de pacientes previamente transfundidos, rico em anticorpos
produzidos contra leucécitos de doadores. Em seguidag, incubava esse soro
com leucdcitos provenientes de diferentes individuos. Alguns leucéocitos eram
reconhecidos pelos anticorpos presentes no soro e sofriom lise quando o
complemento era adicionado, enquanto outros permaneciam integros.

Ao repetir milhares de combinagdes entre diferentes soros e leucdcitos,
Dausset verificou que determinados padrdes de reatividoade se repetiaom
continuamente. Concluiu, entéio, que existiam antigenos hereditarios
presentes na superficie dos leucécitos, compartilhados por alguns individuos
e ausentes em outros. Esses antigenos receberam posteriormente o nome de
HLA, constituindo o principal sistema de histocompatibilidade humana.

Principais contribui¢cées

Descoberta do primeiro antigeno do sistema HLA (1958).
Demonstragdo da natureza hereditdria dos antigenos leucocitdrios.
Fundacdo da histocompatibilidade humana.

Base cientifica para a selegdo de doadores em transplantes.
Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina (1980).

Curiosidade histérica

Jean Dausset costumava afirmar que “foram os pacientes que ensinaram a
imunologia”. A observagdo clinica de individuos submetidos a maltiplas
transfusdes permitiu identificar anticorpos contra leucécitos humanos, dando
origem a uma das maiores descobertas da medicina do século XX.
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7. Jon J. van Rood (1926-2017)

O pesquisador que demonstrou a importéancia clinica da
compatibilidade HLA

Apbs Jean Dausset identificar os primeiros antigenos leucocitdrios humanos
(HLA), ainda permanecia uma quest@o fundamental: essas diferencas
antigénicas realmente influenciavam o sucesso dos transplantes?

Essa resposta foi dada pelo imunologista e hematologista holandés Jon J. van
Rood, considerado um dos fundadores da imunogenética clinica. Na década
de 1960, Van Rood estudou pacientes submetidos a transfusées de sangue e
observou que eles também desenvolviom anticorpos dirigidos contra
leucédecitos humanos. Comparando cuidadosamente os padrées de
reatividade entre milhares de amostras de soros e leucécitos, confirmou a
existéncia de diferentes grupos de antigenos hereditarios e demonstrou que
esses antigenos eram transmitidos em conjunto dentro das familias.

Seu maior mérito, entretanto, foi correlacionar essas diferengas imunologicas
com a evolugdo clinica dos transplantes. Van Rood mostrou que receptores
cujos doadores apresentavam maior compatibilidade HLA desenvolviam
menor frequéncia de rejeicGo e melhor sobrevida dos enxertos. Pela primeira
vez, ficou demonstrado que a selegdo imunolégica do doador poderia
modificar significativamente o prognéstico do transplante.

Esses estudos estabeleceram definitivamente a tipificagdo HLA como etapa
essencial na selegdo de doadores, especialmente para transplantes renais e,
posteriormente, para transplantes de medula éssea.
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Como Van Rood demonstrou a importancia do HLA?

Van Rood reuniu informacgdes de centenas de transplantes renais e comparou
o grau de compatibilidade HLA entre doadores e receptores com a evolugdo
clinica dos enxertos. Observou que pacientes com maior nUmero de antigenos
HLA compartilhados apresentavam menor incidéncia de rejeicdo e maior
sobrevida do rim transplantado. Esses resultados forneceram a primeira
evidéncia clinica consistente de que a compatibilidade HLA era um dos
principais determinantes do sucesso dos transplantes.

Paralelamente, seus estudos familiares demonstraram que os antigenos HLA
eram herdados em conjunto, formando haplétipos, explicando por que irmdéos
apresentam aproximadamente 25% de probabilidade de serem HLA idénticos,
50% de compartilharem apenas um haplétipo e 25% de ndo compartilharem
nenhum haplétipo.

O pesquisador que transformou a compatibilidade HLA
em beneficio para os pacientes

Apbs demonstrar que a compatibilidade HLA influenciava diretamente a
evolucdo dos transplantes, Jon van Rood percebeu que esse conhecimento
somente teria impacto clinico se fosse possivel comparar, rapidamente, os
antigenos HLA de numerosos doadores e receptores. Com essa Visdo
inovadoraq, liderou a criagéo do Eurotransplant, organizagdo fundada em 1967
para integrar centros transplantadores de diferentes paises europeus.

O Eurotransplant passou a reunir informagdes sobre doadores e receptores,
permitindo identificar, para cada 6rgdo disponivel, o receptor com maior
compatibilidade imunolégica. Esse sistema representou uma verdadeira
revolucdo na medicina dos transplantes, pois substituiu a busca local de
doadores por uma rede internacional baseada em critérios cientificos de
histocompatibilidade, aumentando significativamente as chances de sucesso
dos transplantes renais e, posteriormente, de outros érgdos.

A iniciativa de Van Rood rapidamente inspirou outros programas nacionais. Na
Franca, Jean Dausset organizou o France-Transplant, enquanto, no Reino
Unido, foi criado o UK Transplant Service (posteriormente integrado ao atual
NHS Blood and Transplant). Essas organizacdes passaram a compartilhar
informagdes sobre tipificacdo HLA e disponibilidade de érgdos, estabelecendo
o modelo utilizado atualmente pelos grandes sistemas internacionais de
alocagdo de érgdos e de doadores de medula 6ssea.

Curiosidade histérica

A criagd@o do Eurotransplant marcou uma mudanga de paradigma: o objetivo
deixou de ser simplesmente encontrar um receptor para um rim disponivel e
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e passou a ser encontrar o rim mais compativel para o receptor mais
adequado. Esse conceito permanece como um dos pilares dos programas

modernos de transplantes.

Principais contribuicoes

e Demonstrou a relagcdo entre compatibilidade HLA e sucesso dos

transplantes.

. Paul I. Terasaki (1929-2016)

20

Confirmou a heranga familiar dos haplétipos HLA.

Consolidou a tipificagdo HLA como exame pré-transplante.
Organizou um dos primeiros registros internacionais de doadores.
Foi um dos fundadores da moderna imunogenética clinica.

O pesquisador que
tornou os transplantes
mais seguros

Apdbs Jean Dausset identificar o
sistema HLA e Jon van Rood
demonstrar a importdncia
clinica da  compatibilidade
imunoldgica, ainda existia um
grande desafio: como comparar,
de maneira rapida e
padronizada, o perfil
imunolégico de milhares de
doadores e receptores? A
resposta foi dada pelo
imunologista  norte-americano
Paul Ichiro Terasaki, um dos
pesquisadores que mais
influenciaram a pratica moderna
dos transplantes.

Na década de 1960, Terasaki
desenvolveu a técnica de
microlinfocitotoxicidade
dependente de complemento



utilizando placas com mudaltiplos micropogos. Em cada poco era possivel
incubar linfécitos do paciente com soros contendo anticorpos anti-HLA
conhecidos. Apds a adicdo de complemento, as células que expressavam o
antigeno correspondente sofriam lise e eram identificadas por colorag¢do vital
através de observagcdo em microscodpio. Esse método permitiu tipificar
simultaneamente dezenas de antigenos HLA com rapidez, reprodutibilidade e
baixo custo.

A técnica revolucionou a histocompatibilidade clinica, tornando possivel a
realizagdo rotineira da tipificagdo HLA em centros transplantadores de todo o
mundo. Pela primeira vez, a selecdo entre doador e receptor passou a basear-
se em critérios laboratoriais padronizados, reduzindo significativamente o risco
de rejeicdo.

O desenvolvimento da prova cruzada (crossmatch)

Outra contribuicdo decisiva de Terasaki foi a introdugdo da prova cruzada
pré-transplante (crossmatch). Nesse teste, o soro do receptor & incubado
com linfécitos do doador. A presenca de anticorpos anti-HLA pré-formados
leva & lise das células quando o complemento é adicionado, indicando
incompatibilidade imunologica. Ele desenvolveu uma microplaca de 60
orificios onde se realizam os testes imunologicos (ploco de Terasaki) como se
fossem 60 tubos de ensaio.

A demonstragdo de um crossmatch positivo revelou-se fortemente
associada a rejeicdo hiperaguda do enxerto. A partir dessa observacdo, o
exame passou a integrar obrigatoriamente a avaliagdo pré-transplante,
evitando a realizagdo de transplantes com altissimo risco de faléncia imediata
do 6érgdo.

O conceito de sensibilizagao
imunolégica

Terasaki também foi pioneiro na utilizagdo do
Painel de Anticorpos Reativos (PRA) para
estimar o grau de sensibilizagdo imunolégica
dos candidatos ao transplante. Pacientes
previamente expostos a antigenos HLA por
transfusbes sanguineas, gestagcdes ou
transplantes  anteriores  frequentemente
desenvolvem anticorpos anti-HLA, tornando
mais dificil a identificagcdo de um doador
compativel.

O PRA tornou-se um importante indicador do
risco imunolégico do receptor e continua
sendo utilizado, atualmente em versées mais
sofisticadas baseadas em técnicas de fase
sélida e ensaios com microesferas (Luminex).
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O transporte de rins e a viabilidade dos transplantes a
distancia

No inicio da década de 1960, acreditava-se que um rim deveria ser
transplantado imediatamente apds sua retirada, pois longos periodos de

isquemia comprometeriom sua fungdo. Essa limitagdo restringia os
transplantes a doadores e receptores localizados no mesmo hospital.

Paul Terasaki questionou esse conceito. Em colaboragcdo com cirurgides e
pesquisadores experimentais, realizou estudos em cdes nos quais os rins eram
removidos, preservados em solucdo fria e transportados por varias horas
antes do transplante. Os experimentos demonstrarom que, quando
adequadamente resfriado e perfundido, o 6rgdo permanecia vidvel e
recuperava sua funcdo apds o implante.

Esses resultados tiveram enorme repercussdo prdatica. Pela primeira vez
tornou-se possivel separar geograficamente o local da captagdo do érgdo e o
centro transplantador. O tempo disponivel para a realizagcdo dos testes de
histocompatibilidade aumentou, permitindo selecionar receptores mais
compativeis antes do implante.

Essa estratégia abriu caminho para a criagdo de redes regionais e nacionais
de distribuicdo de 6rgdos, nas quais um rim obtido em um hospital poderia ser
enviado para outro centro localizado a centenas de quildbmetros de disténciag,
beneficiando o receptor com melhor compatibilidade imunolégica.

Hoje, o transporte interestadual e internacional de érgdos constitui rotina em
programas de transplantes e representa um dos pilares da medicina
transplantadora moderna.

Curiosidade historica

Os experimentos de Terasaki demonstraram que compatibilidade imunolégica
e logistica de transporte sdo insepardveis. Ndo bastava identificar o melhor
receptor; era necessdrio que o 6rgdo permanecesse vidvel durante o tempo
necessdario para realizar a tipificagcdo HLA, a prova cruzada e o transporte até o
centro transplantador. Essa integragdo entre imunologia, preservagdo de
o6rgdos e organizagcdo dos sistemas de distribuicdo tornou possivel o
desenvolvimento de programas cooperativos como o Eurotransplant, o France
Transplant, o UK Transplant e, posteriormente, diversas redes nacionais de
transplantes em todo o mundo.

Paul Terasaki costumava afirmar que “o laboratério salva tantos enxertos
quanto a sala de cirurgia®. Sua visGo ajudou a transformar a
histocompatibilidade em uma especialidade indispensdvel dos programas de
transplantes. Muitas das técnicas modernas de detecgdo de anticorpos anti-
HLA, hoje baseadas em citometria de fluxo e plataformas Luminex, derivam
diretamente dos principios estabelecidos por seus trabalhos pioneiros.
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Principais contribui¢coes

¢ Desenvolvimento da técnica de microlinfocitotoxicidade para tipificagéo
HLA.

Padronizagdo da tipificagdo HLA em larga escala.

Introdugéo da prova cruzada (crossmatch) pré-transplante.
Demonstragd@o da importéncia clinica dos anticorpos anti-HLA.
Desenvolvimento do conceito de Painel de Anticorpos Reativos (PRA).
Consolidagdo da imunologia laboratorial aplicada aos transplantes.
Transporte e preservacdo de 6rgdos em liquidos especiais

. Thomas E. Starzl (1926-2017)

O pai do transplante
moderno

Se Joseph Murray demonstrou
que o transplante renal entre
gémeos idénticos podia ser
bem-sucedido, foi Thomas Earl
Starzl quem transformou os
transplantes de 6rgdos sdlidos
em uma realidade clinica para
milhares de pacientes. Sua
carreira marcou a transicdo
entre a cirurgia experimental e
a moderna medicina dos
transplantes.

Na década de 1960, Starzl
concentrou seus esforgos no

transplante hepatico, considerado, na época, um procedimento praticamente
impossivel. Os primeiros resultados foram frustrantes, principalmente devido
as dificuldades técnicas, ao intenso sangramento intraoperatério e, sobretudo,
a rejeicdo imunoldgica. Em vez de abandonar o projeto, Starzl aperfeicoou
continuamente a técnica cirdrgica, o manejo perioperatdrio e os protocolos de
imunossupressdo.

Em 1967, realizou o primeiro transplante hepdatico com sobrevida prolongada,
estabelecendo as bases para o tratamento das doengas hepdticas terminais.
Nas décadas seguintes, seus protocolos permitiram que o transplante de
figado deixasse de ser experimental e passasse a integrar a pratica clinica em
centros especializados de todo o mundo.
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A era da imunossupresséo moderna

Thomas Starzl compreendeu que o sucesso dos transplantes dependia da
integragdo entre cirurgia e imunologia.

Inicialmente utilizou associagdes de azatioprina e corticosteroides, obtendo
resultados progressivamente melhores. Entretanto, a grande revolucéo
ocorreu no inicio da década de 1980, com a introducdo da ciclosporina,
imunossupressor que reduziu drasticamente a incidéncia de rejeicdo aguda e
aumentou significativamente a sobrevida dos enxertos.

Starzl participou ativamente da avaliagdo clinica desse medicamento e
demonstrou que a combinagdo entre técnicas cirdrgicas refinadas e
imunossupressdo eficaz transformaria definitivamente os transplantes em
tratamento de rotina.

Posteriormente, também participou da introducdo do tacrolimo (FK506), que
se tornou um dos pilares da imunossupress@o moderna, especialmente nos
transplantes hepdaticos.

Muito além do figado

Embora seja reconhecido principalmente como pioneiro do transplante
hepdtico, Thomas Starzl também contribuiu decisivamente para o
desenvolvimento dos transplantes de:

e figado;

pdncreas;

rim;

intestino;

transplantes combinados de mdltiplos 6rgdos.

Seus estudos estabeleceram conceitos fundamentais sobre rejei¢cdo,
imunossupressdo, preservacdo de 6rgdos e acompanhamento de longo prazo
dos receptores.

Principais contribuicoes

Pioneiro do transplante hepatico moderno.

Consolidagdo clinica dos transplantes de érgdos sélidos.
Desenvolvimento de protocolos de imunossupressdo.

Participacdo na introduc¢do clinica da ciclosporina e do tacrolimo.
Formagdo de uma das maiores escolas de transplantes do mundo.
Considerado internacionalmente o Pai do Transplante Moderno.

Curiosidade historica

Thomas Starzl costumava afirmar que "o transplante € um triunfo da
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cooperacdio entre cirurgia, imunologia e ciéncia basica”. Essa viséo refletia
sua convicgdo de que nenhuma inovagdo isolada seria suficiente para o
sucesso dos transplantes. O progresso dependia da integragdo entre
cirurgiées, imunologistas, patologistas, laboratdrios de histocompatibilidade e
equipes multidisciplinares.

Ao longo de sua carreira, Starzl publicou mais de 2.000 artigos cientificos,
treinou centenas de cirurgides transplantadores e contribuiu para transformar
um procedimento considerado extraordindrio em tratamento padrdo para
milhares de pacientes em todo o mundo.

Epilogo — A Evolugéo Continua

Em pouco mais de um século, os transplantes evoluiram de experimentos
cirdrgicos para uma das maiores conquistas da medicina moderna. Carrel
tornou possivel a cirurgia vascular, Medawar demonstrou que a rejeigdo era
imunologica; Snell revelou sua base genética; Dausset identificou o sistema
HLA; Van Rood e Terasaki transformaram esse conhecimento em beneficio
direto aos pacientes. Esses avangos permitiram que Murray e Starzl
consolidassem os transplantes como tratamento efetivo para doencas antes
consideradas fatais.

Atualmente, a imunologia dos transplantes vive uma nova revolugdo. A
tipificag@o molecular por DNA, o sequenciamento de nova geracdo (NGS), a
pesquisa de anticorpos anti-HLA por microesferas (Luminex), a
compatibilidade em nivel de epitopos (eplets) e as estratégias de inducdo de
toler@dncia imunolégica inauguram a era da medicina personalizada nos
transplantes.

A histéria, entretanto, permanece em construgdo. O grande objetivo continua
sendo o mesmo sonhado pelos pioneiros: permitir que um &6rgdo
transplantado  seja  reconhecido permanentemente como  préprio,
dispensando a necessidade de imunossupressdo crénica.
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Capitulo 2 -

Sistema HLA

O sistema HLA (Human Leukocyte Antigen) corresponde ao complexo
principal de histocompatibilidade humano (MHC - Major Histocompatibility
Complex). Seus genes estdo localizados no brago curto do cromossomo 6,
regido 6p21.3, e codificam moléculas fundamentais para a apresentagdo de
peptideos aos linfocitos T. A extraordindria diversidade genética do sistema
HLA permite que a populagdo humana reconheca uma ampla variedade de
antigenos, mas também constitui uma das principais barreiras imunolégicas
aos transplantes entre individuos geneticamente diferentes.

Organizacdo genética

A regido HLA contém numerosos genes, tradicionalmente agrupados em regides
de classe|, classe ll e classellil.

Um loco corresponde & posi¢cdo ocupada por determinado gene no
cromossomo. Os locos cldssicos de classe | s6o HLA-A, HLA-B e HLA-C. Suas
moléculas estdo presentes na maioria das células nucleadas e apresentam
principalmente peptideos intracelulares aos linfocitos T CD8+.

Na classe lI, destacam-se HLA-DR, HLA-DQ e HLA-DP. Essas moléculas sdo
expressas principalmente por células apresentadoras de antigeno e apresentam
predominantemente peptideos aos linfocitos T CD4+.

A chamada regiéo de classe lll contém genes relacionados a diferentes
componentes da resposta inflamatérig, incluindo proteinas do complemento e
citocinas, mas néo codifica moléculas classicas apresentadoras de antigenos.

Antigenos, genes e alelos HLA

A identificagdo do HLA foi inicialmente realizada por métodos sorolbégicos,
utilizando anticorpos capazes de reconhecer antigenos HLA presentes na
superficie celular. Posteriormente, o desenvolvimento das técnicas de biologia
molecular, particularmente a amplificagdo do DNA pela PCR, permitiu identificar
diretamente os alelos HLA, proporcionando maior resolu¢do e precisdo a
tipificacdo.
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Tabela 1. Principais antigenos HLA-A, HLA-B e HLA-DR

HLA-A HLA-B HLA-DR (DRB1)
Al B7 DRI
A2 B8 DR3
A3 B13 DR4
All B14 DR7

A23 BI5 DR8
A24 B18 DR9
A25 B27 DRIO
A26 B35 DRI
A29 B38 DR12
A30 B39 DRI3
A31 B40 DR14
A32 B44 DRI15
A33 B51 DR16
A34 B52

A36 B57

AGS8 B58

AB9

A74
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ORGANIZACAO DO SISTEMA HLA
NO CROMOSSOMO 6

6p21.3 CROMOSSOMO 6

LadET REGIAO HLA (~ 4 Mb) P
- - : S
Telémero Centrémero
CLASSE | CLASSE Il CLASSE Il
222 HLA-A HLA-B HLA-C HLA-DR HLA-DQ HLA-DP
Expressos na maioria das Genes de citocinas e Expressos em células
células nucleadas. componentes do complemento apresentadoras de antigeno.
Apresentam peptideos (ex.: C2, C4A, C4B, TNF) Apresentam peptideos
a linfécitos T CD8+. a linfécitos T CD4+.

Peptideo Peptdeo

3 - Cadeia a
- Cadeia f - l'“-ﬁ

ﬂg-mlcrogluhullnn

Loci principais: HLA-A, HLA-B, HLA-C Loci principais: HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP
Funcdo: apresenta peptideos enddgenos Funcdo: apresenta peptideos exdgenos
a linfocitos T CD8+. a linfécitos T CD4+,
\ et ST

. Classe | (moléculas de cadeia pesada) . Classe lll (genes de citocinas e complemento) . Classe Il (moléculas de duas cadeias)

Figura 1. Sistema HLA no cromossomo
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Polimorfismo

O sistema HLA & uma das regides mais polimérficas do genoma humano. Isso
significa que existem numerosas variantes alélicas de cada locus na
populacdo.

Grande parte das diferencas entre as moléculas HLA concentra-se na regido
responsdvel pela ligagcdo dos peptideos. Dessa maneira, moléculas HLA
diferentes apresentam repertérios diferentes de peptideos aos linfécitos T.

Esse polimorfismo apresenta grande vantagem para a espécie, pois amplia a
diversidade de antigenos que podem ser reconhecidos pela populagdo. Para o
transplante, entretanto, aumenta a probabilidade de diferengcas entre doador
e receptor e, consequentemente, de alorreconhecimento.
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LOCUS, ALELO E POLIMORFISMO HLA

Diferentes alelos de um mesmo locus codificam moléculas HLA
com variagdes na fenda de ligagdo de peptideos

o GROMBGSEMDE POLIMORFISMO HLA: ALELOS DIFERENTES,
3 FENDAS DIFERENTES, PEPTIDEOS DIFERENTES
p q |
m Moléculas HLA-A codificadas por alelos diferentes

’ b £ - - -
3 p21.3 apresentam peptideos distintos
e Molécula HLA-A .Peptideo apresentado
£
3 Peptideo 1
© REGIAO HLA (6p21.3) .
Qoootoos0
CLASSE | Sequéncia exemplo:
VLDRTALL
HLA-A HLA-B HLA-C
Fenda com caracteristicas
especificas que acomodam
melhor este peptideo,
b b ) Peptideo 2 |
© LOCUS HLA-A (classe 1) ey QoeRgRoto |
Ewonl Exon2 Exon3  Exond ExonS Exonb Em'l'.h Exon 8 Sacnibsls _
ILKGKTLV ,
VariagBes nos amingicidos
_ — da fenda alteram quais
Dominios al & a2 Dominioa3  Domino transmembrana peptideos se ligam melhor.
Fenda de ﬁﬂ-ﬂ-’ﬂ‘l e cauda citoplasmatica
_ depeptideos |
i i TR Peptideo 3
© ALELOS DO LOCUS HLA-A Qooaagd |
= '*— - e Sequéncia exemplo: |
HLA-A*01:01 _ Cada slelo difers RFFNGTI
AR em sua sequéncia Fenda dif
HLA-A*02:01 | de DNA, resultando et ia o Pl
-A*03:01 em variagoes nos residuos do peptidec.
HLA-A*03:0 wp 250
HLA-A*24:02 e
especialmente Peptideo 4
HLA-A*11:01 na fenda de ligacio QogePauglo
de peptideos.
\ J Sequéncia exemplo:
KYLEENM
Novamente, a3 mudangas
na fenda determinam
novas especificidades.
CONCEITO ESSENCIAL e
I O locus define a posicio do gene no cromossomo. Malécula HLA-A (dominios al e a2)
Os alelos sdo variantes desse gene. formam a fenda de ligagao)
O polimerfismo HLA gera moléculas com diferentes estruturas ‘
na fenda de ligagdo, permitindo a apresentagio de diferentes (000  Peptideo apresentado

repertérios de peptideos aos linfécitos T.

Figura 2. Polimorfismo do HLA
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Expressdo codominante

Os genes HLA apresentam express@o codominante. Isso significa que os alelos
herdados da mde e os herdados do pai sdo expressos simultaneamente.

Assim, uma pessoa que recebe um alelo HLA-A materno e outro paterno
expressard ambos em suas células. O mesmo principio se aplica aos demais loci
HLA.

Essa caracteristica aumenta ainda mais a diversidade das moléculas HLA
apresentadas pelo individuo.

Haplétipos

Os genes HLA encontram-se muito préximos entre si nho cromossomo 6. O
conjunto de alelos HLA presentes em um mesmo cromossomo &€ denominado
haplétipo HLA.

Cada individuo possui, portanto, dois haplétipos:

um herdado da mée + um herdado do pai.

Em geral, esses conjuntos de genes sdo transmitidos em bloco de uma geragdo
para outra, embora eventos de recombinagdo possam ocorrer.

Desequilibrio de ligagéo

Como os loci HLA estdo fisicamente muito préximos, determinadas combinagoes
de alelos séo encontradas juntas na populagdo com frequéncia maior do que
seria esperado pelo acaso. Esse fendmeno é denominado desequilibrio de
ligagdo.

Portanto, alguns alelos de loci diferentes tendem a fazer parte do mesmo
haplétipo. A frequéncia dessas associagdes varia entre diferentes populagdes e
grupos ancestrais.

O haplétipo HLA-A], B8, DR3, DQ2 constitui um exemplo classico de desequilibrio
de ligacdo em populagdes de ancestralidade europeia.

O desequilibrio de ligagdo tem importdncia na genética populacional, na
associagdo entre HLA e doengas e na interpretagcdo de estudos de
compatibilidade.
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HAPLOTIPOS E EXPRESSAO CODOMINANTE HLA

Cada individuo herda um haplétipo da mae e um do pai.
As moléculas HLA de ambos os haplétipos sdo expressas simultaneamente.

,R HAI‘-‘LOTIPD HLA EXPRESSAO CODOMINANTE

ConjurrwdulalasHLA localizados no mesmo Os alelos herdados da mae e do pai
cromossomao 6, transmitidos em bloco de uma et 580 expressos ao mesmo tempo, resultando
geragiao para outra (geralmente com pouca recombinagio). na expressio de todas as moléculas HLA.

-

I HAPLOTIPO MATERNO ' HAPLOTIPO PATERNO
| (CROMOSSOMO &) ' PAIS (CROMOSSOMO 6)
,"’ 6p21.3
/ {regiso HLA) / vegio A
i
[ |
|HLA-ﬁ HLA-B  HLA-C ,.CL_A_SF_“: HLA-DR  HLA-DQ I-ILABP HLA-A  HLA-B  HLA-C fi's’sz_“: HLA-DR  HLA-DQ HLA-DP
ATOZD B*1EM C03:04 DRETOT-01 DQOBI*0R:02 um‘mm AT2402 BUIED CU04M DRET*15:01 DGA1"0&:02 DPET"0S-MN
INDIViDUO
(herda os dois haplétipos)
Moléculas HLAdo | § ? [ Moléculas HLA do
haplétipo maternc haplétipo paterno
expressas na superficie . expressas na superficie
celular ‘ - celular

. | 4§ Ha-at2a02
A Ha-srason
| 4 na-croam

Y- Hia-ore11s:01

: /_J
4 naacozor | W

4 Haenson

4 macrozoa | \

4~ HLa-oRB1'07.01

‘W‘ HLA-DQB1°02:02 | s 1 -w- HLA-DQB1*06:02

41 nLa-operr0a.01 % )
O individuo apresenta ao sistema imunolégico
as moléculas HLA herdadas de ambos os pais de
forma simultinea (expressio codominante).

4 Hua-operr09:01

DESEQUILIBRIO DE LIGAGAO NO SISTEMA HLA

Objetos HLA estdo muito préximas no cromossomo 6. Em razio do desequilibrio de ligagiio, certos alelos
Determinadas combinagdes de alelos ocorrem juntas s@0 transmitidos em bloco, formando haplétipos
na populagio com frequéncia maior do que o esperado caracteristicos de cada ancestralidade.

li .
Eslo Scavo fCats quilin e Roscha) Menos recombinagio = manutengio do haplétipo

Exemplo de haplétipos comuns "B E B
(populagio brasileira) | '
H ipa 1 A2 — B*1S — CO3 "'. DRB1*07 - [ 102 lDPBI'u-l A i
il b= RARA RECOMBINAGAO
- — 4 - - | =~
Haplétipo2 = A'24 | | B'35 | C'04 Inm'ls1 DQBT'06 | | DPBI1'09 i v

T —

+ Os alelos de ambos os haplétipos sdo expressos simultaneamente (codomindncia).
ESSENCIAL + Os loci HLA apresentam desequilibrio de ligagdo, formando combinagbes alélicas estaveis
que variam conforme a populagio.

@ CONCEITO « Cada individuo possui dois haplétipos HLA: um materno e um paterno.

Figura 3. HLA Desequilibrio de ligagéo e codominéncia.
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Heranca familiar

A transmissd@o dos haplétipos HLA segue as leis mendelianas. Cada filho
recebe um dos dois haplétipos da mée e um dos dois haplétipos do pai.

Considerando dois irmdos bioldgicos dos mesmos pais, existem, em termos
tedricos:

25% de probabilidade de serem HLA idénticos, por terem herdado os mesmos
dois haplétipos;

50% de probabilidade de compartilharem apenas um haplétipo;
25% de probabilidade de ndo compartilharem nenhum dos dois haplétipos.

Essas probabilidades sdo particularmente importantes na busca de doadores
familiares para transplante de células-tronco hematopoéticas.

Dois irm&os HLA idénticos receberam os mesmos haplétipos parentais, mas
isso ndo significa que possuam genomas idénticos. A identidade refere-se
especificamente aos haplétipos HLA considerados.
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HERANCA FAMILIAR DO HLA

Cada individuo recebe um dos dois haplétipos HLA da mae e um dos dois haplétipos do pai.
Os genes HLA sio expressos de forma codominante.

PAI MAE
(dois haplétipos) (dois haplétipos)
" Haplétipo A ® Haplétipo C
A B c DR DQ DP A B c DR DG DP
) L
e P PV g ) N e Fe ) P £
A B 08 C*07 DRB1*03 DGE102 DPBT'04 A"03 B*o7 C"02 DRBT'04 DOBYT0O3 DPBT'ON
Haplétipo B Haplétipe D
A B C DR DO DP FILHOS A B C DR D2 DP

=TT

A'02 B35 C°04 DREIMS DQB1°06 DPBI09 | um haplétipo do pai

e um haplétipo da mie.
P8

A4 B*44  C°05 DRBI™3 DQB1*0% DPETO2

A
\2 R 2 . R
Filho 1 Filho 2 Filho 3 Filho 4
(8C)

AN R RN

Recebeu da mie
Haplétipo A Haplétipo C Haplétipo A Hapiétipo D Haplétipo B Haplétipo C Haplétipo B Haplétipo D
A B c DR (e v] oe A B c DR ] oP L B c OR (£+] oe A B c DR og
po s e e e B s e e
AON BY08  CUO7 w-oam;mm'm A'1 B8 CO7 mmm;'ﬂl A0 B35 C°04 DREFIS DOST0E DPET0S AT02  B'35  C'04 DRBTIS DOB1'06 DPBIOY
L

el T g | l |
w3 o07 mmmm A B4 CUOS nm*lamamnmm KO3 IFOT €02 DABTO4 DOSTOD DPETON

PROBABILIDADES ENTRE DOIS IRMAOS

Considerando todos os pares possiveis entre os 4 filhos (6 pares):
as combinagoes de haplétipos HLA entre dois irmaos seguem as seguintes probabilidades tedricas:

25% ' 50% 25%

HLA IDENTICOS HAPLOIDENTICOS SEM HAPLOTIPOS COMPARTILHADOS
{mesmos dols haplitipos) [compartilham um hapldtipa) (nenhum haplétipo em comum)

REi-00 RO-0-R0-0 0~

Ex: AC = AC Compartilham o Compartilham o Ex: AC # BD
haplétipo A (do pai) haplétipo B (do pai)
Ambos herdaram o mesmo hapldtipo L i Niio compartilham nenhum dos
C Iham dos haj E 3
do pai @ o mesmo da mie. man::":w “I_ plétipas dois haplétipos.
CONCEITO Cada pessoa possui dois hapldtipos HLA (um materno e um paterno).
Os genes HLA sio expressos de forma codominante.
ESSENCIAL

Entre irmdos bioldgicos: 25% sdo HLA idénticos, 50% haploidénticos e 25% ndo compartilham haplétipos.

Legenda: A=HLA-A B=HLA-BE C=HLA-C DR=HLA-DRE1 DQ=HLA-DQB1 DP = HLA-DPBI * Os alelos apresentados siio exemplos.

Figura 4. HLA herancga familiar.
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Importdncia biolégica e clinica

A diversidade do sistema HLA resulta da combinag¢do de trés propriedades
fundamentais: grande polimorfismo, expressdo codominante e heranga em
haplétipos.

Essas caracteristicas permitem a apresentacdo de enorme diversidade de
peptideos ao sistema imunoldgico e explicam simultaneamente a importdncia
do HLA na resposta ds infecgdes, associagdio com doengas, farmacogenética
e transplantes.

Conceito essencial: cada individuo possui dois haplétipos HLA, um materno e
outro paterno, e expressa de maneira codominante os alelos herdados de
ambos. O extraordindrio polimorfismo do sistema HLA é vantajoso para a
defesa da espécie e constitui um importante barreira imunolégica ao
transplante.

HLA e transplantes

O sistema HLA constitui a principal barreira imunoldégica aos transplantes
alogénicos. As diferencas entre as moléculas HLA do doador e do receptor
podem ser reconhecidas pelo sistema imunoldgico, desencadeando ativagéo
de linfocitos T, produgdo de anticorpos anti-HLA e rejei¢cdo do enxerto.

Por esse motivo, a tipagem HLA e a avaliagdo da compatibilidade entre
doador e receptor sGio componentes fundamentais da imunologia dos
transplantes. Sua importéncia varia conforme o 6érgdo transplantado, sendo
particularmente relevante no transplante de células-tronco hematopoéticas,
no qual uma elevada compatibilidade HLA reduz o risco de rejeicdo e de
doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH).

Nos transplantes de 6rgdos sélidos, o estudo do HLA também permite avaliar a
compatibilidade e, associado @ pesquisa de anticorpos especificos contra o
doador (DSA), contribui para estimar o risco imunolégico antes e apés o
transplante.

Em sintese: quanto maior a compatibilidade HLA, menor tende a ser o
reconhecimento imunolégico entre doador e receptor, embora sua
importancia clinica varie de acordo com o tipo de transplante.

HLA e o estudo de migracéo dos povos.

As populagdes apresentam caracteristicas genéticas importantes e na
década de 1980 realizamos uma expedicéo a Amazonia para estudar os indios
Tikunas. Pretendiamos comparar as frequéncias dos seus antigenos HLA com
outras populagées indigenas da América, procurando evidenciar a passagem
do homem pelo estreito de Bering no Alasca.
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Os Tikunas habitam as margens do Amazonas perto de Benjamin Constant,
sendo que usamos o Barco Igara Catugcaua que na lingua Ticuna quer dizer
“barco da amizade”. O laboratdrio foi organizado dentro do barco e contamos
com pesquisadores como os Professores Nelson Figueiredo Mendes e Nayla
Moura da Unifesp, Roy Walford (UCLA) e Luiz Jobim (UFRGS). A base da
expedicdo foi em Benjamin Constant e percorremos as aldeias ribeirinhas de
Feijoal e Séo Leopoldo.

Identificamos que os Ticunas ndo apresentam um polimorfismo HLA como os
brancos e negros, demonstrando que provavelmente foram poucos que
atravessaram o estreito de Bering no Alasca, vindo da Asia. Eles apresentam-
se fisicamente como orientais, olhos puxados, cabelo liso e negro.
Geneticamente tem a frequéncia de genes semelhantes a outros indigenas da
América Central e também esquimos.
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a ]

() 4 > o Aldpia Ticuna [ Tukuna |
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-

Figura 5. Mapa e localizagéo das aldeias Tikunas.
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Figura 6. Barco Igara Catucaua. Podem observar indios na popa,
esperando por consulta médica oferecida pela equipe.
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Figura 7. Luiz Jobim e Roy Walford com indios Tikunas

Frequéncias genotipicas d08 alelos HLA-B

CAUCASOIDES INDIOS NEGROS - RS
RS TUKUNA
(N-182) (N-99) (N-48)

Figura 8. Os indigenas apresentam sé 3 antigenos HLA em
frequéncia elevada se comparado com os caucasoides e negros
brasileiros.
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Frequéncias genotipicas dos alelos HLA-B

CAUCASOIDES INDIOS NEGROS - RS
RS TUKUNA

Figura 9. Os antigenos HLA também ndo apresentaram
polimorfismo no loco B, onde hovamente encontramos s6 o HLA-
B5, B39 e B40.
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Capitulo 3 -
Estrutura e funcgdao
das moléculas HLA

As moléculas HLA (Human Leukocyte Antigen) sdo glicoproteinas localizadas
na superficie celular cuja principal fun¢cdo é ligar peptideos e apresentd-los
aos linfocitos T. Dessa maneira, permitem que o sistema imunolbgico examine
continuamente proteinas produzidas no interior das células ou captadas do
meio extracelular.

As moléculas HLA sdo divididas principalmente em classe | e classe Il. Embora
ambas apresentem peptideos aos linfécitos T, diferem em sua estruturg,
distribuigdo celular, origem predominante dos peptideos apresentados e
populagdo de linfécitos T que os reconhece.

HLA de classe |

As moléculas HLA de classe | sGo codificadas principalmente pelos loci HLA-A,
HLA-B e HLA-C. S&o constituidas por uma cadeia a (pesada) associada de
forma ndo covalente & f2-microglobulina.

A cadeia a possui trés dominios extracelulares: al, a2 e a3. Os dominios al e a2
formam a fenda de ligag@o do peptideo, enquanto o dominio a3 participa da
interagdo com a molécula CD8.

A B2-microglobulina & necessdria para a estabilidade da molécula HLA de
classe |, mas seu gene ndo estd localizado na regido HLA do cromossomo 6.

As moléculas HLA de classe | so expressas na maioria das células nucleadas
e também nas plaquetas. Sua fungdo principal é apresentar aos linfécitos T
CD8+ peptideos provenientes predominantemente de proteinas sintetizadas
no interior da prépria célula.

Esse mecanismo permite, por exemplo, que os linfécitos T CD8+ reconhegam
células infectadas por virus ou células que expressem proteinas anormais.

HLA de classe ll

As principais moléculas HLA de classe Il sGo HLA-DR, HLA-DQ e HLA-DP.

Diferentemente da classe |, a molécula de classe Il € formada por duas
cadeias transmembrana, uma cadeia a e uma cadeia B. A fenda de ligagdo
do peptideo é formada pelos dominios al e Bl.
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As moléculas HLA de classe Il sGo expressas principalmente nas células
apresentadoras de antigeno profissionais, especialmente células dendriticas,
macrofagos e linfocitos B. Sua expressdo também pode ser induzida em outras
células durante processos inflamatérios, particularmente pela agdo do IFN-y.

Sua principal fungdo é apresentar peptideos aos linfécitos T CD4+.

A fenda de ligagéo dos peptideos

Uma caracteristica fundamental das moléculas HLA é a existéncia de uma
fenda na qual o peptideo fica acomodado antes de ser apresentado ao
receptor do linfécito T.

No HLA de classe |, a fenda apresenta extremidades mais fechadas e
geralmente acomoda peptideos relativamente curtos, frequentemente com
cerca de 8 a 10 aminodcidos.

No HLA de classe I, a fenda é aberta nas extremidades e permite a ligagdo de
peptideos mais longos, frequentemente com aproximadamente 13 a 25
aminodcidos ou mais.

O intenso polimorfismo das moléculas HLA concentra-se principalmente nas
regides que formam essa fenda. Por isso, diferentes alelos HLA apresentam
preferéncia por diferentes peptideos.

Apresentacdo de peptideos pelo HLA de classe |

Proteinas presentes no citoplasma sdo continuamente degradadas pelo
proteassoma, originando pequenos peptideos.

Esses peptideos sdo transportados para o reticulo endoplasmatico pelas
proteinas TAP1 e TAP2 (Transporter Associated with Antigen Processing). No
reticulo endoplasmatico, ligam-se ds moléculas HLA de classe | recém-
formadas.

O complexo:

HLA classe | + peptideo

E transportado até a superficie celular, onde pode ser reconhecido pelo TCR
(receptor de célula T) de um linfocito T CD8+.

Assim, a classe | funciona como uma espécie de amostragem das proteinas
existentes no interior da célula.
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Apresentacgdo de peptideos pelo HLA de classe I

Na via de classe Il, proteinas provenientes predominantemente do meio
extracelular sGo captadas por endocitose ou fagocitose e degradadas em
compartimentos endossémicos e lisossdmicos.

As moléculas HLA de classe Il sGo produzidas no reticulo endoplasmatico

associadas & cadeia invariavel (li), que impede a ligagdo prematura de
peptideos a sua fenda.

Durante o transporte para compartimentos endossémicos, a cadeia invaridvel
é degradada, permanecendo na fenda um pequeno fragmento denominado
CLIP.

A molécula HLA-DM facilita a retirada do CLIP e a ligagcdo de um peptideo
antigénico adequado.

O complexo: HLA classe Il + peptideo

E entdo transportado para a superficie celular e apresentado ao linfécito T
CD4+.

Reconhecimento pelo linfocito T

O receptor do linfécito T (TCR) ndo reconhece normalmente o peptideo
isoladamente. Ele reconhece a combinagdo formada pela molécula HLA e pelo
peptideo nela apresentado.

Na classe I: HLA | + peptideo — TCR do linfécito T CD8+
Na classe II: HLA Il + peptideo — TCR do linfécito T CD4+

P

Esse principio, denominado restricdo pelo MHC, é fundamental para
compreender a resposta imunoldégica adaptativa e, posteriormente, o
alorreconhecimento nos transplantes.
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ESTRUTURA DAS MOLECULAS HLA
CLASSE | E CLASSE li

HLA DE CLASSE | HLA DE CLASSE Il

Molécula formada por cadeia a (pesada) Molécula formada por duas cadeias transmembrana:
associada a Bz-microglobulina. cadeia a e cadeia p.
FENDA DE LIGAGAO DO PEPTIDEO FENDA DE LIGAGAO DO PEPTIDEO
Formada pelos dominios al e a2. Formada pelos dominios al e B1.
Peptideo Peptideo

a2 al |

Cadeia a Cadeia a

(pesada)

Bz-
microglobulina

Membrana
celular

Linfécito T CD8+ Linfécito T CD4+
CARACTERISTICA HLA CLASSE | HLA CLASSE Il
Principais loci HLA-A, HLA-B, HLA-C HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP
Estrutura Cadeia a (pesada) + Bz-microglobulina Cadeia a + cadeia
Fenda de ligagio Dominios al e a2 Dominios al e 1

Principalmente APC profissionais

Expressio Maioria das células nucleadas
(células dendriticas, macréfagos e linfécitos B)
Origem predominante do peptideo Intracelular Extracelular
Linfécito reconhecedor T CD8+ TCD4+
Correceptor cDs cD4
Comprimento tipico dos peptideos 8-10 aminodcidos 13-25 aminodcidos ou mais

As moléculas HLA ligam peptideos e os apresentam aos linfécitos T.
Classe | — peptideos intracelulares para linfocitos T CD8+.
Classe Il — peptideos exootidenaros extracelulares para linfocitos T CD4+.

Figura 1. Estrutura das moléculas HLA.
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Conceito essencial

As moléculas HLA ndo reconhecem diretamente os microrganismos. Elas ligam
peptideos e os apresentam aos linfécitos T. HLA de classe | apresenta
predominantemente peptideos intracelulares aos linfécitos T CD8+, enquanto
HLA de classe Il apresenta predominantemente peptideos provenientes do
meio extracelular aos linfocitos T CD4+.
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DISTRIBUICAO CELULAR DAS MOLECULAS HLA

As moléculas HLA sdo expressas na superficie celular e apresentam peptideos
aos linfécitos T, iniciando a resposta imune adaptativa.

HLA DE CLASSE | HLA DE CLASSE I
(HLA-A, HLA-B, HLA-C) (HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP)

DISTRIBUICAO CELULAR DISTRIBUICAO CELULAR
Expressas na maioria das células nucleadas Expressas principalmente nas células apresentadoras
do organismo. de antigeno profissionais (APC).

: . ﬁ HLA classe | CELULA DENDRITICA
™ ._/ - - PR
7 ‘\ \ Principal célula iniciadora
v 0 A .f-':\ f da resposta imune,
?ﬂ ¢ % g _'H'\{" < capta antigenos nos tecidos
5 \%; :; - 4 e migra para os linfonodos.

Exemplos de células que expressam HLA de classe |

MACROFAGO
i F ? v v ? r ﬂ y Fagocita e degrada
- 0 - dlale - @ < microrganismos '
= - | | e apresenta peptideos
Fibroblasto Célula epitelial Ciéilula endotelial aos linfécitos T CDd+.
G, o RUERR
. O e (& \ ¥ / LINFOCITO B
-.i}: T % :l ; ‘0,;5;' i ﬁﬁ//o Reconhece antigenos
4 & g g L nativos por seu BCR,
Neurbnio Hepatécito Célula muscular processa e apresenta
peptidecs aos linfocitos
M&o sio exprassas em hemdcias maduras T CD4+ ¢ produz anticorpos.
& tém expressio baixa ou ausente em trofoblastos A expressio de HLA classe Il pode ser induzida
e tecidos imunes especiais (ex.: cornea, testiculo). em outras células (ex.: células epiteliais, endoteliais)

por citocinas inflamatérias, especialmente IFN-y.

PARA QUAIS LINFOCITOS T AS MOLECULAS HLA APRESENTAM PEPTIDEOS?

HLA CLASSE | HLA CLASSE I
. # P N
Apresenta peptideos A N Apresenta peptideos \"
(de origem intracelular) | (de origem extracelular) | 'I
aos linfécitos | | aos linfécitos |
T CD8+ Y /- T CD4+ -
TCR- TCR - ——

HLA | = LINFOCITO T CD8+ HLA Il = LINFOCITO T CD4+

Resposta imune do tipo citotdxica Resposta imune do tipo auxiliar

aos linfécitos T CD8+, HLA de classe Il esta restrito principalmente as APC profissionais

o HLA de classe | estd presente na maioria das células nucleadas e apresenta peptideos
CONCEITO ESSENCIAL
e apresenta peptideos aos linfécitos T CDd+.

Figura 2. Células que apresentam moléculas HLA.
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PROCESSAMENTO E APRESENTACAO DE ANTIGENOS
PELO HLA DE CLASSE |

Via de apresentacéo de peptideos de origem intracelular
aos linfécitos T CD8+.
RESUMO DA VIA

o PROTEINAS INTRACELULARES HLA DE CLASSE |

Proteinas presentes no citosol

da célula (normais, virais, o Proteinas intracelulares
tumorais ou defeituosas) (citosol)
sio continuamente CITOSOL 'L
sintetizadas e degradadas.
e Degradacio pelo
@) DEGRADAGAO PELO PROTEASSOMA P
As proteinas sio ubiquitinadas s % 'L
e degradadas pelo proteassoma 5 & @ ) e Peptideos gerados
em pequenos peptideos 'S e o no citosel
de 8 a 10 amincacidos. 'y ¢
®
o Transporte para o RE
pelo TAP1/TAP2
€© PEPTIDEOS GERADOS - ‘
. Sl
Peptideos resultantes da T W 9 Montagem da molécula
degradagio proteassomal - e e HLA I no RE
no citosol. ‘
@. Ligagdo do peptideo
@) TRANSPORTE PELO TAP (HLA | + peptideo)
Os peptideos sio transportados l
do citosol para o limen do
{ 3 Transporte para a membrana
reticulo endoplasmatico (RE) ks o 3 TCo®
pelo transportador associado ' i 5
ao processamento antigénico:
TAP1 e TAP2. LEGENDA

? Cadeia pesada o do HLA |
0 By-microglobulina (B,m)
@oged Peptideo (8-10 aa)

aﬂ TAP1 / TAP2
M o

o SINTESE E MONTAGEM DO HLA |
Ne reticulo endoplasmatico, al a2
a cadeia pesada o do HLA de
classe | é sintetizada e associada
a [B;-microglobulina (B;m).
Inicialmente, a fenda de ligagio
estd vazia.

T T r——r——————— .

@ LIGAGAO DO PEPTIDEO E

14
FORMAGAO DO COMPLEXO f ,- H Vo
HLA | + PEPTIDEO ] 2.

b U U iti
No RE, o peptides adequado K o
liga-se a fenda formada pelos RETiCULO 9

P o £

dominios a1 e a2 da molécula ENDOPLASMATICO |-

HLA |, estabilizando o complexo
HLA | + peptideo.

Chaperonas (calnexina, calreticulina,
tapasin) auxiliam nessa montagem.

LINFOCITO T CD8+

L

o TRANSPORTE PARA A SUPERFICIE
E APRESENTACAO AO T CD8+
O complexo HLA | + peptidec é e " —
transportado do RE para o Golgi . e
e, em seguida, para a membrana :
plasmatica.
Ma superficie celular, o peptideo
esta disponivel para ser reconhecido
pelo TCR do linfacito T CD8+,
com a participagio do correceptor CD8.

MEMBRANA
PLASMATICA

Figura 3. Apresentacdo dos antigenos ao linfécito T CD8.

46



PROCESSAMENTO E APRESENTACAO DE ANTIGENOS

PELO HLA DE CLASSE li

Via de apresentacéo de peptideos de origem extracelular aos linfécitos T CD4+

@ ANTIGENO EXTRACELULAR

Proteinas de microrganismos, % 3
toxinas ou antigenos soliveis ﬁ &

presentes no meio extracelular,

@) CAPTAGAO POR ENDOCITOSE
OU FAGOCITOSE 7e
O antigeno & internalizade por

1,
células apresentadoras de antigeno R\ @ /i
(APC) profissionais. X\-%:j/

© TRAFEGO PARA COMPARTIMENTOS % ,x\
ENDOSSOMICOS/LISOSSOMICOS J % ENDOSSOMO
O material internalizade ¢ direcionado il { |) TARDIO
para endossomos tardios e lisossomos \( %_ %
para degradaglo. \“'-.. /

@ DEGRADAGAO DO ANTIGENO e
As proteinas sio degradadas por pr f a_‘a:_i"? @ \\1 LISOSSOMO/
acidas em peptideos de diferentes tamanhos i @ @ < | COMPARTIMENTO

(dominantemente 13-25 aminodcidos Wt e’ // ENDOSSOMICO
—

ou mais). “\-‘;

e SINTESE DO HLA DE CLASSE Il
E ASSOCIACAO COM A CADEIA
INVARIAVEL (1)
Mo reticulo endoplasmético (RE), as cadeias
a e B do HLA Il sio sintetizadas e se
associam & cadeia invaridvel (1), que e :
bloqueia a fenda de ligagio de peptidecs & x\ \
e direciona o complexo para a via endossdmica, 3

RETICULO
ENDOPLASMATICO

o TRANSPORTE DO COMPLEXO B
HLA ll-Ii PARA COMPARTIMENTOS
ENDOSSOMICOS
© complexe HLA ll-i é transportado do RE
para os compartimentos endossémicos/ liscssdmicos.

@) DEGRADAGAD DA CADEIA INVARIAVEL

E FORMAGAO DO CLIP B
No partimento endossémico, a cadeia i ——— CLIP
& parcialmente degradada, restando o I

peptideo CLIP (Class ll-associated lnvariant Chain Peptide)
ocupando a fenda do HLA L.

© TROCA DO CLIP PELO PEPTIDEO ANTIGENICO

HLA-DM
MEDIADA PELA HLA-DM
A melécula HLA-DM remove o CLIP w‘% Py :f'-u':::n

e facilita a ligagio de um peptideo antigénico e
adequado & fenda do HLA L.

9 TRANSPORTE PARA A MEMBRANA PLASMATICA \
E APRESENTACAO AO T CD4+ coa
O complexo HLA Il + peptideo & transportado
& membrana plasmaitica e apresentado ao TCR
do linfécito T CD4+, com participagio do correceptor CD4.

_ CONCEITO ESSENCIAL ot
@ A via do HLA de classa Il permite que W\ I AR
antigencs captados do male extracelular {illgaeee
sejarn processados & apresentados JAAE MEMERANA
a0 linkdeitos T COd+, ativando respostas PLASH.&T](:A

e ecEA

© Antigeno extracelular

© Endocitoseffagocitose
4

3] Trifego para endossomos/ isossomos

@ Degradagio do antigeno
em peptidecs

B Sintese do HLA Il @ associacio
com a cadeia invaridvel (li)

Q Transporte do complexo HLA II-1i
para compartimentos endossdmicos
©) Degradagio parcial da li

¢ formagio do CLIP

{

© Remoclo do CLIP pela HLA-DM
@ ligagho do peptideo antigéni

© Transporte para a membrana
@ apresentagio ao T CD4+

LEGENDA

HLA classe Il - cadeia a

HLA classe i - cadeia f

Cadeia invaridvel (Ii)

Peptideo (13-25 aa ou mais)

CLIP (peptideo da cadeia imvariével)
HLA-DM

TCR

Correceptor CD4

PONTOS-CHAVE

+ HLA Il apresenta peptideos de origem
extracelular aos linfécitos T CD4+.

+ A cadeia invaridvel (Ii) impede a igacho
precoce de peptideos no RE.

+ O CLIP é substituido por peptideos
antigénicos com auxilio da HLA-DM.

+ APC profissionais: células dendriticas,
macrdfagos e linfocitos B.

—Xf( | TE=X

T CD4+

Figura 4. Apresentacdo dos antigenos ao linfécito T CDA4.
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Capitulo 4 -

Tipos de transplantes
e conceitos basicos

O transplante consiste na transferéncia de células, tecidos ou érgéos com a
finalidade de substituir estruturas ausentes ou com fungéo comprometida. A
resposta imunolégica ao transplante depende principalmente da relagdo
genética entre o doador e o receptor e das diferencas existentes entre seus
antigenos de histocompatibilidade, especialmente as moléculas HLA.

Enxerto & o tecido ou 6rgd&o transplantado. Doador & o individuo do qual se
origina o enxerto, enquanto receptor é aquele que o recebe.

De acordo com a relagdo entre doador e receptor, os transplantes podem ser
classificados em:

Transplante autélogo (autoenxerto): o doador e o receptor sGo 0 mesmo
individuo. Como ndo existem diferencas genéticas entre o enxerto e o receptor,
ndo ocorre rejeicdo imunologica. Exemplos incluem enxertos de pele e
transplante autélogo de células-tronco hematopoéticas.

Transplante singénico (isoenxerto): realizado entre individuos geneticamente
idénticos, como gémeos monozigbticos. A identidade dos antigenos de
histocompatibilidade torna a rejeicdo imunoldgica praticamente inexistente.

Transplante  alogénico  (aloenxerto): realizado entre  individuos
geneticamente diferentes da mesma espécie. E a modalidade mais
importante na pratica clinica, incluindo transplantes de rim, figado, coragdo e
pulmdo. As diferengcas entre moléculas HLA e outros aloantigenos podem
desencadear respostas de linfécitos T e anticorpos contra o enxerto, tornando
necessdaria a avaliagdo da compatibilidade e, geralmente, a imunossupressdo.

Transplante xenogénico (xenoenxerto): ocorre entre individuos de espécies
diferentes. As grandes diferencas antigénicas produzem importantes barreiras
imunologicas, com risco elevado de respostas humorais e celulares contra o
enxerto.

Conceito essencial

Quanto maior a diferenga antigénica entre doador e receptor, maior tende a
ser o potencial de reconhecimento imunolégico do enxerto. Essa relagdo
constitui a base para compreender alorreconhecimento, ativacdo dos
linfécitos T, formacdo de anticorpos especificos contra o doador (DSA) e
rejeicdo do transplante.

48



TIPOS DE TRANSPLANTES

A intensidade da resposta imunolégica depende principalmente do grau de diferenga genética
entre doador e receptor, especialmente das moléculas do sistema HLA.

TRANSPLANTE AUTOLOGO
(AUTOTRANSPLANTE)
r ¥ ':'ﬁf CARACTERISTICAS
tecido ou drgdo & retirado e T = i ;
posteriormente reimplantado e 4 siMeao par o geilice

* Auséncia de rejeigdo imunoldgica

no mesmo individuo.
+ Ndo necessita imunossupressdo
A 2 y \)/-\f'-‘ 9 imu up

» Enxertos de pele em queimaduras f ' a . ( . y

+ Enxerto dsseo \ - R 4

» Transplante autdlogo de células- F o=
tronco hematopoéticas W "

TRANSPLANTE SINGENICO
(ISOTRANSPLANTE)

CARACTERISTICAS

+ HLA idéntico

+ Praticamente néo ocorre rejeicio
+ Imunossupressao geralmente

Realizado entre individuos
geneticamente idénticos.

Exemplo classico: gémeos desnecessaria
monozigoticos.
TRANSPLANTE ALOGENICO CARACTERISTICAS
(ALOTRANSPLANTE)
+ Diferengas no HLA

Realizado entre individuos da
mesma espécie, porém
geneticamente diferentes.

* Induz resposta imunologica
+ Necessita avaliagio de compatibilidade
 Requer imunassupressio
+ Principal foco da imunologia
dos transplantes

Representa praticamente todos
os transplantes clinicos de 6rgios
solidos e celulas-tronco.

TRANSPLANTE XENOGENICO PRINCIPAIS LIMITAGOES

(XENOTRANSPLANTE) t - ta imunologica
Realizado entre espécies diferentes. + Rejeicdo hiperaguda
Maior interesse atual: 6rgéos de suinos e
geneticamente modificados. * Risco de transmissdo de zoonoses
+ Ainda em fase experimental

RESUMO DAS PRINCIPAIS CARACTERISTICAS
TIPO DE TRANSPLANTE DOADOR DIFERENGA GENETICA RISCO DE REJEICAD IMUNOSSUPRESSAO

@ Autdlogo Mesmo individuo Nenhuma Nio Nio

fﬁ‘ fﬁl Singénico Gémeo idéntico Prati;::&e;t;ﬂr:;r;:uma Muito baixa Geralmente nio
'i\ m.\ Alogénico D::::::i:;iizi:a {difeF:':\s:aT:{LA] Elevado Sim

= £ Xenogénico Outra espécie Muito elevada Extr;r;:zrg:nte (ainda ef;i:rim ental)

Figura 1. Diferentes tipos de transplantes
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Barreira entre espécies

No xenotransplante, as grandes diferencas antigénicas entre doador e
receptor constituem uma barreira imunolégica muito maior que a encontrada
no transplante alogénico. Um exemplo cldssico & o antigeno a-Gal
(galactose-a-1,3-galactose), abundantemente expresso nas células de muitos

mamiferos, inclusive suinos, mas ausente nos seres humanos.

Os seres humanos possuem anticorpos naturais anti-a-Gal, principalmente
IgM e IgG, formados precocemente em resposta a antigenos da microbiota
intestinal, ou seja, as bactérias intestinais podem ser estimulo para a
producdo desses anticorpos. Quando um ©6rgdo suino convencional é
transplantado para um ser humano, esses anticorpos j& existentes podem
ligar-se imediatamente ao a-Gal presente no endotélio vascular do enxerto.

Essa ligagdo provoca ativagdo intensa do complemento, lesGo endotelial,
ativagdo plaquetdria e da coagulagcdo, trombose vascular e isquemiaq,
podendo resultar em rejeicdo hiperaguda e perda rdpida do enxerto.

Atualmente, uma das estratégias fundamentais para xenotransplantes
experimentais de érgdos suinos é utilizar porcos geneticamente modificados,
incluindo a inativagcdo do gene GGTAI, responsdvel pela expressdo de a-Gal.
Mesmo assim, permanecem outros xenoantigenos e barreiras relacionadas ao
complemento, coagulagdo e respostas celulares.
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TRANSPLANTE XENOGENICO: A BARREIRA ENTRE ESPECIES

Anticorpos naturais contra a-Gal e risco de rejeicao hiperaguda

No transplante xenogénico, as grandes diferengas antigénicas entre doador e receptor constituem
uma barreira imunolégica muito maior que no transplante entre individuos da mesma espécie.
Um dos principais alvos dessa resposta é o antigeno a-Gal, presente em muitas espécies animais, como o porco.

0 QUE E a-Gal? Esse aglicar estd presente CONSEQUENCIA:
D Y
a-Gal é um :: ::mc:::.f:::las 0 sistema imune humano
agucar simples al,3 (001 pORCOs, Waces, WA5.): reconhece a-Gal como algo
{um carboidrato), Nos seres humancs, “estranho” e produz
uma galactose o gene que produz a-Gal anticorpos naturais
ligadaemal3a 3 (GGTA1) estd inativo, contra ele. A
outra galactose, LY @ por isso nfio expressamos
a-Gal (galactose-a-1,3-galactose) e hite Y Y
[}
MECANISMO DA REJEJGAO HIPERAGUDA NO XENOTRANSPLANTE
€ XENOENXERTO COM a-GAL €@ anTicorpos NATURAIS € ucagio pos anTICORPOS
0 érglo suino possui a-Gal ANTI-a-GAL AQ a-GAL
em abundincia na superficie Humanos pessuem anticorpos Os anticorpos se ligam
das células do endatélic naturais IgM e 1gG contra a-Gal, imediatamente ao a-Gal
vascular, formados principalmente na infancia na superficie das células
pela microbiota intestinal. do enxerto.

M\"“’ 4 Y % V4 =+
S TYLY g
? P97 o Fay ) Y [é 9

| == =

Endotélio do enxerto suino Elnfacin B = plxsmisitn Ligagao de IgM e IgG
expressando a-Gal produzindo IgM e IgG anti-a-Gal anti-az-Gal ae endotélio do enxerto
o ATIVAGAO DO COMPLEMENTO 9 LESAO ENDOTELIAL, e REJEIGﬁ.ﬂ HIPERAGUDA
A ligagio dos anticorpos ativa mum E TROMMF Ocorre isquemia ripida do enxerto
intensamente o sistema 0 complemento, junto com HL-ETI\BQ‘EO e perda da funcao em minutos
complemento (via cléssica). de plaquetas e da coagulagao, causa a horas apés a reperfusio.

lesdo endotelial, aumento da

@ » permeabilidade e trombose. *
@@
i ?j‘ Formagdio do

complexe de

L= —_—

ml:::::;;" Lesdo vascular, edema, Perda répida d
deposicio de fibrina e trombose répida do enxerto
ESTRATEGIAS PARA SUPERAR A BARREIRA DO a-GAL PONTOS-CHAVE

Uma abordagem fundamental & o uso de porcos geneticamente modificados + g-Gal é um aghcar (galactose-a-1,3-galactose) presente em

para nio expressar a-Gal. muitos mamiferos, mas ausente nos humanos.

Moway OXIVALY + Humanos possuem anticorpos naturais contra a-Gal.
" de
— Inativago do gene e g + Mo xenotransplante com érgio suino convencional, esses anticorpos

egf : GGTAL (enzima : o podem causar rejeigio hiperaguda.
al A-galactosiftransferase] A . _—
3 i « A inativacho do gene GGTAL reduz o risco, mas nio elimina todas

Yo & — -

\ ¢y .\ e

1.{\—\ * poredigio gnica  —* d 3 oW R
LA m — £ 1, i as barreiras imunolégicas.
1A I\ {ex:: CRISPR-Casg) ﬁﬁvl\jl B

l == Moo= =a=1 : : ] -Gl
Endctilio sem a-Gal £ Aniicorpo Aeticomo cig
— rodur igacho de BNYCOTPOS Natrsts Q L Y - Y Lo #
Mesmo assim, permanecem outros xencantigencs e barreiras: @ 4, 2 Do Complems de atague -G P A
anticorpos contra outros carboidratos, ativagio de complemento, are a membrana (C56-9) b il
células NK, macréfagos, coagulagio e inflamagho. .E,j Cthia endotelial P Puguetas Fitwina {tromba)

do eronatn

A compreensao dessas barreiras imunolégicas é essencial para o desenvolvimento de estratégias
que tornem o transplante xenogénico seguro e eficaz.

Figura 2. a-Gal e rejei¢do hiperaguda no xenotransplante
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Morte encefdlica e doagéo de 6rgdos

A morte encefalica corresponde a perda completa e irreversivel das funcoes
do encéfalo, incluindo o tronco encefdlico, e caracteriza legalmente a morte
do individuo. Seu diagnéstico deve seguir critérios clinicos rigorosos e
protocolo especifico, apds exclusdo de condi¢des capazes de interferir na
avaliagdo neurologica.

A confirmagdo envolve exames clinicos realizados por médicos habilitados,
demonstrando coma nd&o perceptivo e auséncia de reflexos do tronco
encefdlico, além do teste de apneia e de exame complementar, conforme as
normas vigentes no Brasil.

Apbs a confirmagdo da morte encefdlica, a manuten¢gdo adequada do
potencial doador permite preservar a perfusdo e a fungdo dos érgdos até a
definicéo da doagdo. A doagéio somente ocorre apds autorizagdo familiar,
seguida da avaliagdo do doador, alocagéo dos 6rgdos e captacdo pelas
equipes transplantadoras.
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MORTE ENCEFALICA E TRANSPLANTES

Do reconhecimento ao transplante: um ato de solidariedade que salva vidas.

IDENTIFICAGAO DO NOTIFICAGAO DA AVALIAGAO CLINICA
POTENCIAL DOADOR COMISSAD INTRA-HOSPITALAR INICIAL
DE DOACAO DE ORGAOS

E TECIDOS (CIHDOTT)

Paciente com lesdo encefélica A equipe assistencial comunica a Confirmagdo do diagnéstico da
grave e irreversivel, sem perspectiva CIHDOTT, que inicia o processo causa da lesdo encefilica grave
de recuperacio. de avaliagio. e irreversivel.

o CONFIRMAGAO DA MORTE ENCEFALICA

Avaliagio clinica completa Exame neuroldgico que Teste de apneia para Com todos os critérios
por dois médicos diferentes, comprove: auséncia de resposta demonstrar auséncia de atendidos, & emitido o
em hordrios distintos. e auséncia de reflexos do tronco respiracio espontinea. laudo de morte encefélica.
encefilico.

+

COMUNICAGAOD AUTORIZAGAD o CAPTACAO DOS ORGAOS

A FAMILIA DA DOACAO @

A equipe informa o diagnéstico de Mediante autorizacao da familia, Equipe de captacdo realiza a retirada
marte enceflica com sensibilidade a doacio é oficialmente autorizada dos drglos com todo o cuidado e
e acolhimento e aborda a possibilidade & 0 processo & iniciado. respeito ao doader e & familia,
de doagdo de drgaos, ‘

0 DESTINAGAO E TRANSPLANTE

—— T —
[ (rgdos sio transportados ' Grgdos sio transplantados . Um gesto de amor

COM Seguranca para os em pacientes que aguardam que transforma luto
na lista Gnica. em esperanga e salva

centros transplantadores,
muitas vidas.

CONVERSAR E UM ATO DE AMOR.

' DIGA A SUA FAMILIA O SEU DESEJO DE SER DOADOR.
B

Figura 3. Morte encefdlica, o reconhecimento necessdario para os

transplantes
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Capitulo 5 -
Alorreconhecimento e

Resposta Imunolégica
ao Enxerto

Introducdo

O sucesso de um transplante depende da capacidade do sistema
imunoldgico do receptor em reconhecer o enxerto como proprio ou estranho.
As diferengas nas moléculas HLA entre doador e receptor desencadeiam uma
resposta imunolégica complexa, envolvendo células apresentadoras de
antigenos, linfécitos T, linfécitos B, anticorpos e diversos mediadores
inflamatorios.

O alorreconhecimento representa o primeiro passo da rejeigdo imunolbgica.

O que é alorreconhecimento?

Alorreconhecimento é o processo pelo qual o sistema imunolégico do receptor
identifica moléculas HLA alogénicas presentes no enxerto.

Esse reconhecimento inicia a ativagcdo dos linfécitos T e desencadeia a
resposta imunoldgica responsavel pela rejei¢céo.

Via direta

Na via direta, as células apresentadoras de antigenos do doador (células
dendriticas do enxerto) migram para os linfonodos do receptor e apresentam
diretamente suas moléculas HLA aos linfécitos T.

Caracteristicas

« predominante nas primeiras semanas apds o transplante;
+ intensa ativagdo de linfécitos T,
+ principal mecanismo da rejei¢do celular aguda.
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Via indireta

As proteinas do doador sdo captadas pelas células apresentadoras do
receptor, processadas e apresentadas pelos HLA préprios aos linfécitos T.

Caracteristicas

 resposta mais lenta;

* persistente;

+ importante na rejeicdo cronica;

« favorece a producdo de anticorpos.

Via semidireta

As células apresentadoras do receptor adquirem moléculas HLA intactas
provenientes das células do doador por meio de vesiculas extracelulares
(exossomos) ou transferéncia de membrana.

Essas moléculas passam a ser apresentadas diretamente aos linfécitos T.

Caracteristicas

« combina mecanismos das vias direta e indireta;
+ prolonga o reconhecimento do enxerto;
« contribui para rejeicdo celular e humoral.
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VIAS DE ALORRECONHECIMENTO

O sistema imunolégico do receptor reconhece as diferengas das moléculas HLA do doador
por trés vias principais, que atuam de forma complementar.

VIA DIRETA VIA INDIRETA VIA SEMIDIRETA
(Reconhecimento direto) (Reconhecimento indireto) (Reconhecimento semidireto)

| Células dendriticas do doador migram para
os linfonodos do receptor e apresentam

! diretamente as moléculas HLA intactas
do doador aos linfécitos T do receptor.

NO ENXERTO

TCR do
linfbeito T
dao receptor

Linfécito T
do receptor

NOS LINFONODOS
DO RECEPTOR

CARACTERISTICAS
+ Predominante nas primeiras semanas
apds o transplante.
« Forte ativaciio de linfacitos T.

Proteinas do doador sao captadas pelas
células apresentadoras do receptor,
processadas em peptideos e apresentadas
pelos HLA préprios aos linfocitos T
do receptor.

NO ENXERTO

CARACTERISTICAS
+ Resposta mais lenta e prolongada.
+ Importante na rejei¢do crénica.
+ Favorece a ativagio de linfécitos T CD4+

Células apresentadoras do receptor adquirem
moléculas HLA intactas do doador por meio
de vesiculas extracelulares (exossomos) ou
transferéncia de membrana e apresentam
diretamente aos linfécitos T.

NO ENXERTO

Vesiculas
(exossomos)
com HLA do

Maléculas HLA
intactas do doador
transferidas para
a célula dendritica
do receptor

TCR do
linfécito T
do receptor

CARACTERISTICAS
» Combina elementos das vias direta
@ indireta.
+ Permite apresentacao prolongada do

* Principal via da rejeigao celular aguda. e a produgio de anticorpos (DSA). e dgroa:
+ Contribui para rejeicio celular & humoral.
LEGENDA RESUMO COMPARATIVO
;}?}f Célula dendritica do doador VIA QUEM APRESENTA | 0 QUE E APRESENTADD HLA ENVOLVIDO TEMPO DE ATUAGAD
: " Célula dendritica Molécula HLA intacta Alogénico Inicio precoce
I Célula dendritica do receptor L do doador do doador {do doador) (dias-semanas)
@) Linfocito T do receptor Indireta  Céluladendritca  Peptideos do doador Proprio Tardia e persistente
" Molécula HLA do receptor (processados) do receptor (semanas—anos)
@ Peptideo Semidireta Célula dendritica Molécula HLA intacta Alogénico Intermediaria e
“2¢  Proteinas do doador do receptor do doador (adquirida) (do doador) prolongada
Vesiculas (exossomos)

* As trés vias atuam simultaneamente, em proporgbes varidveis.

PONTOS-CHAVE

+ A via direta & dominante na rejeigio aguda; a indireta na rejeigao cronica.

« A cooperagio entre linfécitos T e B é essencial para a rejeicdo do enxerto.

Figura 1. Vias de aloreconhecimento
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Ativacdo dos linfocitos T

| ATIVAGAO DO LINFOCITO T

Trés sinais sdo necessdrios para a ativagao completa do linfécito T.
CELULA APRESENTADORA LINFOCITO T )
12 SINAL DE ANTIGENO (CPA) (T nao ativado)
RECONHECIMENTO [ HLA do doador
(Especifico) + Peptideo
a
Reconhecimento do ‘ ’ f
HLA- | TCR do linfécito T
apresentado pela célula
aesnmoradeantiers QPRSI 0 ) QN .. O EX
(CPA) pelo receptor TCR
do linfécito T.
LS
~ — Sanred PRI —.
2° SINAL D28 (T)
COESTIMULAGAO a
o copeciico) CDBO/CD86 (B7)
Interagéio coestimuladora . L (CPA) )
entre moléculas da CPA
e do linfécito T. o SINAL 2
3° SINAL : \
IL-2,IL-12,
tlTOt?ll'ms IL-1, TNF-a Citocinas
(Ambiente) (IL-2 e outras)
Citocinas produzidas pela L
CPA e por linfocitos T
awdligrespomoven @ TP W 00 9¢ g o o U @ |....... e SINAL 3
B e Lo . [ SINAL 3 |
[ BW MR S K vy J
EXPANSAO CLONAL
Proliferagio dos linfdcitos T Proliferagao
ativadosemgrandenimero 02020 Py 2000 |\ Uy 20 \=y 02000000 e expansdo clonal
de células efetoras e de
memdria.
L Linfécito T CD4+ Linfécito T CD8+ (
DIFERENCIACAO {Auxiliar) (Citotdico) Linfécitos T efetores:
Formagdo de linfocitos T creeas CD4+ (auxiliares)
efetores. e CD8+ (citotéxicos)
L
LESAO DO ENXERTO B
Al Eind st dos ‘ Destmigan ce!u!ar,
linfécitos T resullando em M i inflamagao e rejeigao
dano tecidual e rejeicio do enxerto
do enxerto.
IMPORTANTE: A auséncia de qualquer um dos trés sinais pode levar & anergia ou & ndo ativagio do linfécito T.

Figura 2. Ativagédo imunolégica T
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Mecanismos efetores

Apbs ativagdo, os linfocitos T proliferam e diferenciam-se em:

Linfécitos TCD8+

« citotoxicidade diretq;
» apoptose das células do enxerto.

Linfocitos T CD4+

« producdo de citocinas;
+ recrutamento de macréfagos;
« amplificagdo da inflamagdo.

Participacgdo dos linfocitos B
Os linfécitos T auxiliares estimulam os linfécitos B.

Apbs diferenciagdo em plasmocitos, ocorre producdo de anticorpos anti-HLA
especificos contra o doador (DSA — donor specific antibodies).

Esses anticorpos ativam o complemento, promovem lesdo endotelial e
participam da rejeicdo mediada por anticorpos.

Resumo

A resposta imunologica ao enxerto resulta da integragdo entre:

« reconhecimento do HLA;

« ativagdo dos linfocitos T,

« ativac¢do dos linfocitos B;

+ produgdo de anticorpos;

+ ativagdo do complemento;
« destruicdo do enxerto.
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INTEGRAGCAO DA RESPOSTA
IMUNOLOGICA AO TRANSPLANTE

Sequéncia de eventos que leva a rejeigdo do enxerto

ENxEnTD Enxerto com moléculas HLA
Orgéo ou tecido do doador
do doadnr

| —

DIFERENI;AS DE HLA Alnosrcatiikiads db HLA
3 & o principal determinante do
Diferengas entre as moléculas reconhecimento do enxerto

i HLA do doador e do receptor como sstarha
N .

ALORRECONHECIMENTO r
Vias direta, indireta e semidireta Inicio da resposta imune
levam ao reconhecimento dos especifica contra o enxerto

antigenos do doador pelos .

linfécitos do receptar

) mpimsane gl

ATIVAGAO DE LINFOCITOS T Linfécitos T efetores promovem

Ativagdo e expansdo clonal dos dano direto e ajudam a ativar
linfécitos T CD4+ e CD8+ linfécitos B
com producao de citocinas \

M y

_ ATIVAGAO DE LINFOCITOS B [

Linfécitos B recebem ajuda dos
linfocitos T auxiliares e se
diferenciam em plasmécitos

Cooperagao T-B essencial
para a resposta humoral

= J
¢ .\ :
PRODUCAO DE DSA ’
Produgdo de anticorpos especificos DSA urcular.ﬂes reconhecem
contra moléculas HLA do doador 0 endotélio do enxerto
(DSA - Donor Specific Antibodies) . 4
A
—— ¥ ¥ _ _
ATIVACAO DO COMPLEMENTO | [ T )
Os anticorpos ativam a via cldssica Ampllﬁcarf'ao [ secha
do complemento, gerando C3a, C5a e lise celular
e complexo de ataque 4 membrana (C5b-9) A= -
INFLAMACAO VASCULAR | ¢ i
E LESECU TECIDUAL Resultado da agao combinada
de linfécitos T, anticorpos,
Ativagdo endotelial, recrutamento de o
células inflamatérias, trombose e dano Fompimants eichackiaa
aos tecidos do enxerto A
4 i
PREE";AO D_D E::xquH!f Desfecho final na auséncia de
a progressiva ng : -
e faléncia do érgéo transplantado kmmm’e £4 peposta'FuroiGuicn
=y

A resposta imune ao transplante € integrada e multifatorial.

Linfécitos T e B atuam em conjunto para destruir o enxerto.

Os DSA e o complemento tém papel central na rejeigao humoral.

0 controle imunolégico adequado é essencial para a sobrevida do enxerto.

(,)- PONTOS-CHAVE

@ & & @

Figura 3. Eventos que levam a rejei¢éo
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Pérolas
+ Avia direta predomina na rejeicdo celular aguda.
+ Avia indireta &€ fundamental na rejeicdo crénica.

+ A via semidireta explica a persisténcia do alorreconhecimento mesmo apds
o desaparecimento das células dendriticas do doador.

« A ativagcdo completa do linfécito T exige reconhecimento antigénico,
coestimulagdo e citocinas.

2

« A cooperacdo entre linfécitos T e B é essencial para a formagdo de
anticorpos anti-HLA.
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Capitulo 6 -
Tipificagdo
molecular do HLA

6.1 Da sorologia a biologia molecular

Durante décadas, a identificagcdo dos antigenos HLA dependeu principalmente
de métodos soroldgicos, especialmente da microlinfocitotoxicidade. Este
método foi fundamental para estabelecer as bases do sistema HLA e sua
importdncia nos transplantes. Entretanto, o elevado polimorfismo dos genes
HLA exigia métodos capazes de identificar mais precisamente as diferengas
existentes entre doador e receptor.

A substituicGo progressiva da sorologia por métodos moleculares ocorreu
porque a identificagcdo das sequéncias de DNA permite caracterizar os alelos
HLA com maior precis@o. A tipificagcdo molecular baseia-se na extragdo do
DNA, amplificagcdo de regides especificas dos genes HLA e identificagdo das
sequéncias ou variantes que distinguem os diferentes alelos.

Entre as principais metodologias apresentadas neste capitulo estdo:

« PCR-SSP (Sequence-Specific Primers);

« PCR-SSO (Sequence-Specific Oligonucleotides);
- sequenciamento de Sanger;

- sequenciamento de nova geracdo (NGS).

A escolha da metodologia depende do objetivo clinico, da resolugdo
necessaria, do tempo disponivel, da infraestrutura laboratorial e do contexto
do transplante.
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TIPIFICACAO HLA: DA SOROLOGIA AO NGS

A tipificacdo HLA identifica os genes HLA (Human Leukocyte Antigen) que codificam moléculas presentes
na superficie das células e sao essenciais para compatibilidade em transplantes e para diversas aplicagdes clinicas.

METODOS MOLECULARES

SEQUENCIAMENTO

SOROLOGIA b (PCR-BASED) _P DE NOVA GERAGAO (NGS)
1. SOROLOGIA 2. PCR-55P ' 3. PCR-SS0 4. PCR-SBT 5. NGS
(ANTILOBULINA) (Sequence Specific || (Seguence Specific (Sequence Based | (Next Generation
Décadas de 1970 — 1990 Primers) Oligonucleotide) Typing) Sequencing)
Anos 1990 - 2000 Ancs 2000 - 2010 Anos 2000 - atual Anos 2010 - atual
Primei a .
rlrzfé;:[?:;:?r: & Uso de PCR com primers | | PCR seguido de hibridizagio | Sequenciamento direto dos | | S&quenciamento paralelo
tipificagao HLA especificos para alelos com sondas especificas produtos de PCR (regides massivo de milhdes de
p conhecidos. em membranas ou beads. exdnicas dos genes HLA). fragmentos de DNA em
uma Unica corrida.
-
:vE B85
Linfécitos do individuo sdo Amplificacao com primers 0s produtos de PCR hibridizam | O sequenciamento determina Permite sequenciar
testados com soros contendo | | especificos. A presenca/auséncia com sondas imobilizadas. a sequéncia de nucleatideos simultaneamente todos
anticorpos especificos de banda indica o alelo. 0 padréo de hibridizacio e permite identificar o alelo. 05 loci HLA (classe | e 1)
anti-HLA. define os alelos. com altissima resolugdo.
CARACTERISTICAS CARACTERISTICAS CARACTERISTICAS CARACTERISTICAS CARACTERISTICAS
+ Baixa resolucio « Média resolucio « Alta resolucao + Alta resolugdo « Resolucdo muito alta
(nivel de antigena) (nivel de alelo) (nivel de alelo) + Dotecta novos alelos (até a ?igitz:asw sequéncia
completal

« Necessita de painel
extenso de anticorpos

¢ Mais laboriosa
o Maior volume de amostra

« Hoje em desuso, mas
importante na histaria

« Rapida e relativamente
simples
« Menor custo

« Limitada a alelos ja
conhecidos

« Miltiplos ensaios

+ Boa reprodutibilidade

» Pode detectar miltiplos
alelos em uma reacao

» Menor tempo que a
sorologia

« Limitada a alelos

+ Andlise de regides
especificas (éxons)

» Pode ter dificuldade com
pseudogenes e regioes
intronicas

+ Detecta novos alelos
e variantes raras

+ Permite analise de
todos os loci em uma
unica reagao

# Maior custo, mas em

da tipificagdo HLA conhecidos queda
« Maior complexidade
de andlise bioinformatica
Antigenos Alelos Alelos Alelos Alelos/Sequéncia
(baixa resolugao) (resolugao intermediaria) (alta resolugdo) (muito alta resolugao) (resolucdo maxima)
OQUEEA TIPIFICAQT\O HLA? LOCI MAIS TIPIFICADOS EVOLU‘;@O DOS METODOS
Classe | » Aumento da resolugio

+ Maior capacidade de
detectar novos alelos

HLA-A
HLA-B

« Resultados mais
precisos para seguranca
do paciente

Classe Il
HLA-DQB1

E o processo de identificar os alelos
dos genes HLA (ex.: HLA-A, HLA-B,
HLA-C, HLA-DRB1 etc.) de um
individuo para avaliar compatibilidade
em transplantes, doengas autoimunes,
farmacogenética e outras

aplicagdes clinicas e de pesquisa.

+ Melhor compatibilidade
em transplantes

HLA-DPB1

A escolha do método depende do objetivo clinico, da resolugéo necessaria,
dos recursos disponiveis e do tempo requerido para o resultado.

Figura 1. Evolugdo da tipificagéo HLA: da sorologia aos métodos
moleculares e ao NGS.
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6.2 A descoberta da PCR

O avango fundamental ocorreu em 1983, quando Kary B. Mullis concebeu a
reacdo em cadeia da polimerase — PCR (Polymerase Chain Reaction). A
técnica tornou possivel amplificar seletivamente uma determinada regido do
DNA, produzindo milhdes de cbpias a partir de uma quantidade inicialmente
muito pequena de material genético.

Se forem conhecidas as sequéncias que delimitom uma regiGo do DNA,
pequenas sequéncias sintéticas complementares podem ser utilizadas para
determinar qual segmento serd amplificado. Essas pequenas sequéncias sdo
os primers ou iniciadores.

Inicialmente, as DNA polimerases eram inativadas pelas altas temperaturas
necessdarias para separar as duas fitas do DNA. A incorporagdo de uma DNA
polimerase termoestavel, especialmente a Tagq DNA polimerase, isolada de
Thermus aquaticus, permitiu automatizar os ciclos de amplificagéo e tornou a
PCR uma técnica prdatica e reprodutivel. Em 1993, Kary Mullis recebeu o Prémio
Nobel de Quimica, compartilhhado com Michael Smith, pelo desenvolvimento
da PCR.

6.3 Como ocorre d reacdo de PCR

A reacgdo utiliza DNA molde, dois primers, nucleotideos livres (dNTPs), DNA
polimerase termoestdvel, magnésio e solugdo tampdo adequada. A
amplificagdo ocorre por ciclos sucessivos constituidos basicamente por trés
etapas:

. Desnaturagdo — o aumento da temperatura, geralmente para
aproximadamente 94-95 °C, separa as duas fitas da molécula de DNA.

+ Anelamento dos primers — a temperatura é reduzida, permitindo que os
primers reconhegcam e se liguem as sequéncias complementares presentes
no DNA.

+ ExtensGo — a DNA polimerase sintetiza novas fitas de DNA a partir dos
primers, utilizando os nucleotideos disponiveis na reagdo.

Ao final de cada ciclo, as moléculas recém-formadas podem servir de molde

para o ciclo seguinte, produzindo amplificagdo exponencial da regido
delimitada pelos primers.
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PCR - REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

(Polymerase Chain Reaction)
A PCR & uma técnica de bioloegia molecular que permite amplificar in witro um segmento especifico de DNA
de forma exponencial. A partir de uma pequena quantidade inicial de DNA, é possivel gerar milhdes de copias
da regido delimitada pelos primers (iniciadores).

_—
"t |  COMPONENTES DA REAGAO REGIAO ALVO E PRIMERS
i agri e S IOODDY ’ ¥
w——= Primer forward (iniciadar sentida) 3 4 WMN 5
#=—: Primer reverse (iniciador antiszenso) RegiSo alvo a ser amplificada  *
TTT dNTP: (dATP, dCTR, dGTR, dTTF) S
&) @)  OMArpolimensee termosstivel 5 5 ¥
{ex.: Tag DMA polimerase) -
@ Mg (magnisio) - r -
] Tampdo de reagdo Primer reverse
& Agua livre de nucleases Os primars siio pequenas sequincias de oligonucleotideos que e anelam

a regides especificas e delimitam o segmento de DMA que serd amplificado.

AMPLIFICAGAO EXPONENCIAL

HUMERD DE MOLECULAS
‘ € oesnaruracio

| DA REGIAD ALVD
94 - 95°C " ;
1 0 § ——W ¥
| " Ts Ay W ‘ . : POP———— > 1
|
|
1
|
|
|

CICLO PROCESSO

Lepars b duss fitas de DMNA,

fermando fitas simples.
¥ ¥ /I\
| 5200¢—00¢ || | a0 gt =y 2
il ye—y ye—— 5 (2)
5 . ¥
E 3 . 3
5 ¥y ¥ ¥ ¥ Yy 5 & 4
s
o ANELAMENTO (hibridizacia) 28 ciclo . i g ¥ ¥ RS -4 (27)
i 50-65°C*
A temperatura é reduzida @ os *
primers anelam [parciam) as
sequéneias complementares L R ] ] P ] T T 8
nas Mtes mokds. FCEld S ¥ o P TS T F e ¥ Tt T St TS § (2%
5 - T r 3y
3' ; sl_ : 5’ l l l l l l l l
42 ciclo F o I g " G G g 17 5§ 5 g | g g} 16
e EXTENSAO (alongamento) F et FE et T et et § S b ¥ Gt § St T 5t (2%
72°C 3 :
A DNA polimerase alonga os - :
primers, sintetizande navas fitas . =

de DNA no sentido 5 = 3°
P — - ¥ ——— e =
"'# =il n® ciclo — e — . —— — — 2"

Esses trés passos constituem UM CICLO.
Cada ciclo duplica aproximadamente o
numero de moléculas da regifo abeo. Apés n ciclos, o nimero tedrico de moléculas da regifio alve & 2°,
Na prética, a eficiéncia ndo ¢ 100% e a reagio atinge um plata.
= A CEMEETAID S ANHIFENL GEparde da Sequindd
e do tamanho dos primens ulilitados

APOS A PCR: DETECGAO DOS PRODUTOS PONTOS-CHAVE

Os fragmentos amplificados sho separados por eletroforese em gel de agarose I el fica.
@ visualizados apds coloraghe (ix.: brometo de atidio ou cotantes seguros). © APCR éaitamente sensivel ¢ especifica

& A especificidade depende principalmente do desenha dos primers
e das condicdes de anelamento.
o et
1000 & A Tag DNA polimerase é termoestivel & permite os ciclos repetidos
PCR 750 de alta temperatura.
—_— Bards ssperads

500 Nampaho do & Atécnica é amplamente utilizada em diagndstico molecular, pesquisa,
250 amplicon) tipagem genética [ex: HLA), andlise forense, testes de paternidade,
100 detecgho de patdgenos e muitas outras aplicagbes.

LEGENDA  }OO( DNAmeolde —> Primerforward  —> Primerreverse T T T oNTPs @ OMA polimerase @ Mg

Figura 2. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR): componentes,
ciclos de amplificagéio e detec¢do dos produtos.
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6.4 O papel dos primers e o principio da PCR-SSP

Os primers s@o essenciais para a especificidade da PCR. Além de iniciarem a
sintese do DNA, determinam qual regidio do genoma serd amplificada. Essa
propriedade & particularmente importante no sistema HLA, cujos genes HLA-A,
HLA-B, HLA-C, HLA-DR, HLA-DQ e HLA-DP apresentam elevado grau de
polimorfismo.

Na PCR-SSP, utilizam-se pares de primers desenhados para reconhecer
sequéncias especificas de determinados alelos ou grupos de alelos HLA. O
principio fundamental é que a DNA polimerase necessita de pareamento
adequado, especialmente na extremidade 3 do primer, para que a
amplificagdo ocorra eficientemente. Quando existe complementaridade,
ocorre amplificagdo; quando a sequéncia ndo corresponde ao primer, néo
ocorre amplificacéo.

Dessa forma, diferentemente da tipificagdo sorolégica, que identifica
moléculas HLA expressas na superficie celular por meio de anticorpos, a PCR-
SSP investiga diretamente as sequéncias do DNA que codificaom essas
moléculas.

6.5 Como é realizada a tipificagcéo HLA por PCR-SSP

Inicialmente, o DNA é extraido das células nucleadas do individuo. Em placas
de PCR, s@o preparadas diferentes combinagdes de primers especificos, e o
DNA é distribuido em vdrias reagées de PCR. Cada tubo ou pogo corresponde
a determinada especificidade genética. Além dos primers especificos para
HLA, geralmente é incluido um controle interno de amplificagdo, que
demonstra que a reagdo ocorreu adequadamente.

Apbs os ciclos de PCR, os produtos amplificados sdo separados por
eletroforese em gel de agarose. No procedimento descrito no material original,
o gel contém brometo de etidio; apds exposicdo A luz ultravioleta em
transiluminador, as bandas de DNA amplificado tornam-se visiveis. A presenga
de uma banda indica amplificagcdo naquela reacdo; sua auséncia indica que
a sequéncia correspondente ndo foi identificada, desde que o controle interno
esteja presente.

O conjunto de reagdes positivas e negativas forma um padréo que permite
estabelecer a tipificagdo HLA do individuo. A principal vantagem da PCR-SSP é
sua relativa simplicidade e rapidez. Como limitagdo, a quantidade de reagdes
necessdrias aumenta conforme cresce a resolugdo desejada.
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TIPAGEM HLA POR PCR-SSP

(SEQUENCE-SPECIFIC PRIMERS)

A PCR-55P utiliza primers especificos para cada alelo HLA,
A presenca ou auséncia de amplificagio identifica quais alelos estio presentes no individuo,

o PLACA DE MICROTITULAGCAO LOCO HLA-A

i 1 2 3 4 5§ 6 7 & 9 10 11 12
COM PRIMERS ESPECIFICOS N !_ ‘3' = & rsreees A*O1
Em placas de microtitulagao B ¥ & & & 2 = " - - & A*02
de 96 pogos, adicionamos o A" 0 B R E 3 3 -lr ﬁ A*03
primers especificos para D i_‘ vi & & B E <. 1.1- ‘:r ‘ & A1

A X LN BN N
>
»®

cada alelo HLA do loco A, E"_v"ﬂg‘-\_" B ﬂ-‘-'.‘-‘
na diluigdo correta. F PP PR LD ., Q . A*29
Cada coluna contém B4 4 4 4 B “.".} ::::'
primers para um R 2 E 4 L @@*Q‘G‘
determinado alelo. H A .
PSS FPOOIO® J—
A - de jprimers na placa,
- ¥ y
9 ADICAO DO DNA DO PACIENTE
E DA TAQ POLIMERASE P S E it A1 /8 MISTURA ]
Mo momento da tipagem, = ":: - S 4 DE REAGAO
descongelamos as placas e ;f;_"—" B oS e + DNA do paciente
adicionamos em cada pogo: BB By By i iy o _ « Taq DNA polimerase
o DNA do paciente ) | B TN BN B B, B ) i % | e« dNTPs
LTl A B \“__ W 7| s tipts ssrenchs

¢ Taq DNA polimerase
# dNTPs e tampdo de reacdo

9 CICLOS DE PCR NO

TERMOCICLADOR
Programamos o termociclador
que fara ciclos de temperatura:

il L R E——— —

ESQUEMA DOS CICLOS
1 DESHNATURAGAOD (94-95 *C)

{

(1] DESNATURACAOD 94-95°C

a AMELAMENTO 55-65 "C 5 ¥
rreTTr ST
© EXTENSAD 72 °C 3 ' ¥
EX SAD (72 *C)
0O ciclo & repetido por 25 a 35 vezes 3. 2
para amplificar os alelos presentes. 5 - ¥ 3
¥ < <

e ELETROFORESE EM GEL Sl

DE AGAROSE BROMETO DE ETIDIO

2 s (E1Br), que s liga ao
Apds o nimero correto de ciclos, !
realizamos a eletroforese em gel Ry 3"‘ . o
de agarose ¢ aplicamos corrente = i g i
elétrica. Fragmentos amplificados: uz UV
rrigram pelo gel de acordo com T B
o tamanha. ; o,

HP' e, o,

Pocos com bandas
= alelos presentes.
{amplificacio positiva)
Pogos sem bandas

e VISUALIZAGAO NO 2345678681000
TRANSILUMINADOR
O gel, apds a coerida e coloragio
com brometo de etidio, ¢ colocado
no transiluminador de luz UV,

O DNA corado flusresce em = alelos susentes
alaranjado, permitindo visualizar {amplificacio negativa)
as bandas.

6 INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS _ _ EXEMPLO - LOCO HLA-A :
A presenca ou auséncia de bandas em cada A'O1 | A*02 A%O3 AN A4 I A28 | A*30 AT
pogo indica quais alelos HLA-A estio (=il e 2 sl % e S

presentes no paciente.

O mesmo procedimento ¢ realizado para
o5 outros locos: HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1,
HLA-DQEL HLA-DPB1.

GEMNOTIPO HLA-A DO PACIENTE: A*02 / A*24 / A*31

A PCR-S5P é uma técnica rapida, sensivel ¢ de alta especificidade, &
amplamente utilizada na rotina de laboratérios de histocompatibilidade. T W § ¥ ¥

Figura 3. Tipificagéo HLA por PCR-SSP: preparacéo das reagdes,
termociclagem, eletroforese e interpretacdo.
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Tipagem HLA Classe | por SSP — In house

LocosAeB

1 0 00 (OO
ll XTI L

49 50 51 52 53 54 55 56 [ 57 58 59 60 61 62 63 64 [ 65 66 67 63 69 70 71 72
73 7475787778 79 80 J§ 81

Resultado: A03, 29 B38,35

Figura 4. Exemplo de tipagem HLA-A e HLA-B por PCR-SSP. As
reacdes positivas correspondem aos alelos identificados.

LOCO HLA-C

12

R e

&

cwosuz.im
Cw 0701, 0702, 0703
Cw 0701

-
w

Cw 1501-5,1701
Cw 1501

Cw 1501,1502
Cw1502,1503
cw 1503

Cw 1504, 0701

Cw 0702, 0703
CwOT02.A 2604
Cw 0704

Cw 0502, 050113
Cw 0301, 0803

Cw 0301

Cw 0503

Cw 1201,1202,1301
Cw1201,1202

Cw 1203

CW 12023

Cw 1803,0401,0402,0403

s |8 89 8aea

Cw 0£01-03,0501,0801-03,1201,1505
Cw 1202,1203,1301,1601,1602,1403,0201,1504
Cw 0201,0202,1201,1202.1203,1301

CWw 0502,1201,1202,1203,1301

M ERE R R LR

E BB E BB
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Figura 5. Exemplo de tipagem do HLA-C por PCR-SSP e mapa para
interpretacéo dos alelos.

6.6 PCR-SSO e tecnologia de microesferas (Luminex)

PCR-SSO (Sequence Specific Oligonucleotide) & um método molecular de
tipificagdo HLA baseado na hibridizagdo de DNA amplificado com sondas de
oligonucleotideos especificas. A tecnologia Luminex permite analisar
simultaneamente numerosas sondas ligadas a diferentes populagbes de
microesferas, possibilitando a identificagdo dos alelos HLA.

Figura 6. Luminex
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TIPIFICACAO HLA POR SSO
(SEQUENCE SPECIFIC OLIGONUCLEOTIDE)

Método molecular baseado na hibridizagao de sondas

oligonucleotideos especificas para alelos HLA.

0 DNA gendmico é
extraido das células
do sangue do individuo,

o Deteccdo

A ligagéo é revelada pela
adicao de estreptavidina
conjugada a enzima
(ex.: fosfatase alcalina),
seguida de substrato
cromogeénico. Sinais de cor
sdo gerados nos pontos

com hibridizago especifica.

COMO FUNCIONA - PASSO A PASSO o
o Hibridizagdo (SS0) o Lavagem

=)

Amplificacdo
por PCR

0Os produtos de PCR, marcados

Regides especificas dos genes
HLA (exons relevantes de
HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1

{com biotina), sdo desnaturados
g incubados com uma membrana
ou beads contendo sondas

Sondas que nao hibridizaram
sdo removidas por lavagens
rigorosas, mantendo apenas

e/ou outros loci) sdo de oligonucleotideos especificas, as hibridizagdes especificas.

amplificadas por PCR. cada uma para um alelo HLA
conhecido.
Leitura — Luminex® Resultado (alelo)
(laser vermelho e verde)

| Exernpln de resuitadl |
HLA-A A*02:0 Positivo
HLA-B B*07:02  Positivo
HLA-C C'07:02  Negativo

A membrana ou beads sdo
analisados no equipamento
Luminex®:
« Laser vermelho (635 nm):
identifica o cédigo da sonda (bead)
+ Laser verde (532 nm):
mede a intensidade de
fluorescéncia (sinal do alelo
hibridizado).

HLA-DRB1 = DRB1*15:01 Positivo

0 padrao de reatividade é comparado ao
banco de dados de loci e alelos correspondentes,
permitindo a atribuicdo dos alelos.

DEMONSTRAGAO DO PRINCIPIO (S50)

2. Hibridizacdo na membrana 3. Lavagem e detecgio 4, Leitura e interpretacao
(beads com sondas especificas) i

Imemuhde ID' ; .
* * lfs.na'll ‘

10 T T
AMR00 BUOTO2 CUOTO2 DREI*IS0
Bead (alelo)
0 software identifica os beads positivos
e atribui os alelos correspondentes.

1. PCR marcado com biotina

X LE
L
L)
B 0d0 2d
coe

Apos a lavagem, apenas sondas
complementares permanecem hibridizadas.
A adigao de conjugado e substrato
gera sinal nos beads positivos,

Cada bead contém uma sonda
especifica para um alelo HLA diferente,

Produtos de PCR marcados
com biotina.

CARACTERISTICAS DA 550
Técnica baseada em hibridizacio de sondas especificas
para alelos conhecidos.
+ Alta especificidade e reprodutibilidade.

0 QUE SAO AS SONDAS S50? |
Sdo oligonuclectideos (18-25 bases) desenhados para serem
complementares s sequéncias especificas de alelos HLA.

Exemplo de sondas (alelos) Q Sinal positivo + Permite tipagem em nivel de alta resolugdo
" Y : B x (hibridizacdo) (geralmente até 2° campo da nomenclatura HLA;
A0201 | A'24:02 | B%07:02 | C'07:02 | DRBTMSO | (o ginal negativo alguns kits alcancam 3%/4° campo dependendo do loci).

Requer painel extenso de sondas no kit.
Mao detecta alelos ndo incluidos no painel
(pode haver resultado ambiguo).

(sem hibridizacio)
O Controle interno/extemo

] o Q o @

A

Figura 7. Tipificagdo HLA por PCR-SSO (Sequence-Specific
Oligonucleotides).

A escolha do método depende do objetivo clinico, da resolugdo necessaria,
dos recursos disponiveis e do tempo requerido para o resultado.
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SSO - COMO O SISTEMA LUMINEX IDENTIFICA OS ALELOS HLA

Hibridizacao de sondas de oligonucleotideos especificas em microesferas fluorescentes

- - bt
MICROESFERAS PRE-CONJUGADAS COM SONDAS ESPECIFICAS
Cada populagdo de microesferas possui uma cor interna caracteristica e contém na sua superficie
uma sonda de oligonucleotideo especifica para uma sequenua HLA.
3 3%, Exemplos de sondas HLA
2 o 9 W &
Q@ ~~~ HLAB07:02
@ 0 O 0 -SRGT
.
- @ — HLADRBI*15:01
' __ @ -~ HADaB1'06:02
ey Mm@ whoran
- P com sondas na superficie
LS .y

HIBRIDIZAGCAO E MARCACAO

0s produtos de PCR biotinilados hibridizam com as sondas complementares presentes nas microesferas.
Aligacdo é revelada pela estreptavidina conjugada a ficoeritrina (SAPE).

1. Produto de PCR 2. Desnaturagéo 3. Hibridizagdo 4, Adicéo de SAIPE
biotinilado ik _-Estreptavidina-

“/ Biotina W 7\1), ./ Ficoeritrina (SAPE)
WINIIN

» ™M P »
q N ™M, A
Amplicon de DNA HLA Fitas simples de DNA Hibridizagdo do DNA ; Qi
marcado com biotina (prontas para hibridizar) a sonda especifica A SAPE liga-se a biotina
da microesfera e gera sinal fluorescente

s B
. LEITURA NO LUMINEX '
Duas fontes de laser identificam cada microesfera e medem a fluorescéncia da ficoeritrina.
0 software interpreta o padrdo de reatividade e atribui os alelos HLA.

Intensidade

Identificaghio de fluorescéncia

Microesfera
- da sonda

Laser verde

HLA-A*02:01
(532 nm) 2

Laser vermelho
(635 nm‘]

.-""

] A-DRB1*15:01
Identifica a m|cmesfera Detecta a fluorescéncia HLA-DPB1*04:01
(qual sonda esta sendo da ficoeritrina
analisada) (houve hibridizagao?)

06:02
As microesferas passam individualmente Software analisa o padrdo de reatividade
pela célula de fluxo. (positivo/negativo) e determina os alelos HLA. )
ST 5 ™y
( No SSO, o alelo HLA é inferido pelo padran de hibridizagao
com sondas conhecidas; a sequéncia do gene nao é determinada diretamente.

Figura 8. Tipificagéo HLA por Luminex
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Principio da tipificagéo HLA por SSO

A tipificag@o HLA por SSO (Sequence Specific Oligonucleotide) baseia-se na
hibridizagcdo de produtos de PCR com sondas de oligonucleotideos
especificas para sequéncias HLA conhecidas. No sistema LABType/Luminex,
essas sondas encontram-se ligadas a diferentes populagées de microesferas,
cada uma com uma identidade fluorescente propria.

Inicialmente, regides selecionadas dos genes HLA sdo amplificadas por PCR
utilizando nucleotideos marcados com biotina. Os produtos amplificados séo
desnaturados e incubados com as microesferas. Quando a sequéncia do DNA
€ complementar & sonda presente na microesfera, ocorre hibridizagéao.

A presenga do DNA hibridizado é revelada pela estreptavidina conjugada a
ficoeritrina (SAPE), que se liga & biotina e produz um sinal fluorescente. No
equipamento Luminex, a microesfera & identificada por sua assinatura
fluorescente e, simultaneamente, € medida a intensidade da fluorescéncia da
ficoeritrina.

O conjunto de reagdes positivas e negativas forma um padréo de
hibridizagcdo que é analisado pelo software e comparado com padrées
conhecidos, permitindo a atribui¢éo dos alelos HLA.

6.7 Sequenciamento de Sanger

O sequenciamento de Sanger permitiu avancar da identificacdo de padrdes
de hibridizagdo para a determinacgdo direta da sequéncia de nucleotideos.
Apbés a amplificagdo da regi@o de interesse, & realizada uma reacdo de
sequenciamento contendo nucleotideos convencionais e dideoxinucleotideos
(ddNTPs) marcados com fluorocromos. A incorporacdo dos ddNTPs interrompe
a extensd@o da cadeiq, produzindo fragmentos de diferentes comprimentos.

Esses fragmentos sdo separados por eletroforese capilar. Um sistema optico
identifica a fluorescéncia associada a cada base, permitindo reconstruir a
sequéncia de DNA. A sequéncia obtida é comparada com bancos de dados de
alelos HLA conhecidos, permitindo atribuir a nomenclatura correspondente.

O sequenciamento de Sanger representou importante avango em relagdo aos
métodos sorolégicos e permanece Gtil em determinados contextos,
especialmente quando se pretende investigar regides especificas. Entretanto,
a grande complexidade e o nUmero crescente de alelos HLA favoreceram a
expansdo das tecnologias de sequenciamento paralelo.
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6.8 Sequenciamento de nova geracdo — NGS

O sequenciamento de nova geracdo, ou NGS (Next-Generation Sequencing),
representa atualmente uma das técnicas de maior resolu¢gdo para a
tipificagdo molecular do sistema HLA. Diferentemente dos métodos baseados
apenas na identificagcdo de determinadas regides ou variantes previaomente
conhecidas, o NGS permite determinar diretamente extensas sequéncias dos
genes HLA.

De forma simplificada, regides selecionadas dos genes HLA sdo amplificadas e
preparadas para formar uma biblioteca de DNA. Milhares de moléculas sdo
entdo sequenciadas simultaneamente. As sequéncias obtidas séo analisadas
por programas de bioinformdtica, que realizam seu alinhamento e
comparagdo com as sequéncias de alelos HLA conhecidas.

Uma vantagem particularmente importante do NGS & a possibilidade de
analisar separadamente as sequéncias herdadas do pai e da mdée, permitindo
determinar com maior precis@o quais variantes pertencem a cada alelo. Essa
caracteristica reduz ambiguidades que podem ocorrer em outros métodos de
tipificagdo.

O NGS permite, portanto, alcangar alta resolugdo e analisar regides mais

extensas dos genes HLA, caracteristica especialmente relevante diante do
elevado polimorfismo desse sistema.

A identificagdo dos alelos segue a nomenclatura internacional mantida na
base IPD-IMGT/HLA e atualizada pelo Comité de Nomenclatura da
Organizagdo Mundial da Saude.
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TIPIFICACAO HLA POR NGS NA PLATAFORMA S5 DA THERMO FISHER

Método molecular baseado no sequenciamento de nova geracao (NGS) para determinagdo de alelos HLA com alta resolucdo.

COMO FUNCIONA - PASSO A PASSO

o ExtraciodoDNA | ' Preparagéo da Biblioteca Adicéo de indices Quantificacdo
(PCR) e Adaptadores e Normalizacdo

P -

et S (a—
N
. AWV NV =5 _

¥ AN

&

XMM —

: e ekl et Amplificagdo por PCR das Os amplicons recebem As bibliotecas sdo quantificadas
O DNA gendmico € extraido regides HLA de interesse adaptadores e indices it ag?upadas fPODl.]
das células do sangue (ex.: loci classelell, com2a 5 {marcadores exclusivos para em concentracio equimolar
do individuo. dos genes de classe Il) utilizando cada amostra), permitindo o para sequenciamento.

primers universais. sequenciamento multiplexado.
Sequenciamento Andlise de Dados o s e .
na Plataforma S5 (Torrent Suite™) Atribuicdo de Alelos Resultado Final

HLA-A A"02:01:01
HLA-B B*07:02:1
HLA-C c*07:02:01
Torrent Suite™ HLA-DRB1 DRB1*15:01:01 |
HLA-DQB1 DQB1"06:02:01
HLA-DPB1 DPB1"04:01.01

thermoscientific G s
., . ] Atribuicdo de alelos com A R
0 pool de bibliotecas é carregado 0s dados de sequenciamento = x Relatdrio final com a tipificacdo
; - 2 resolucdo de alta resolugdo =
no sistema IOMN S5™ da sao processados no software (nivel alélico) e detalhamento HLA de alta resolucao, pronto
Thermo Fisher e o sequenciamento  Torremt Suite™, para alinhamento, . para uso clinico e registros
i . : A : de variantes, dependendo
é realizado por sintese em chip chamada de variantes do painel analisado em hanco de dados.
de alta capacidade. e atribuicdo de alelos HLA. i

DEMONSTRAGAO DO PRINCIPIO (NGS — PLATAFORMA S5)

o Alvos HLA e Amplificacdo 9 Pool e Carregamento

Exon1 Exon2 Exon3 Exond Exon5

[——————
HA-A - e ——
HLA-B ) - - [~ —
HAC - - |—— === —] > =T
HLA-DRBY - (s - (s —— F: L T
HLA-DGB! -G - G- P—— -
HLA-DPB1 - - ) G ——- S —— —_—

Regides amplificadas (exons 2 a 5 - classe | Amplificaco dos exons Bibliotecas normalizadas sdo agrupadas
e exons 2 e 3 = classe l). alvo por PCR. e carregadas no chip 55.
o Sequenciamento (ION 55) o Analise de Dados o Resultado
A c 6 HLAA & W ———= | AY2:01:01
' " HAB o B07:0201
HLA-C et COT02:01
Torrent Suite™ HLA-DRB1 sss=cm—ecm——== DRB1'15:01:01
HLA-DGB1 ess=cmr-cmms—= DOB1*06:02:01
HLA-DPB1 =sse——csms—a—m DPB1*04:01:01
Sequenciamento por sintese Alinhamento das leituras, chamada de variantes Tipificacdo HLA de alta resolucio
em chip de semicondutares. e atribuicdo de alelos. com detalhamento de variantes.
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Figura 9. Fluxo simplificado da tipificagdo HLA por NGS:
amplificagéo do DNA — preparacdo da biblioteca —
sequenciamento paralelo — andlise bioinformatica —
identificacéo dos alelos HLA.

Figura 10. Exemplo de equipamento utilizado para
sequenciamento de nova geracgdo.

6.9 Resolugdo da tipificagdo HLA

A resolugdo da tipificagdo HLA indica o grau de precis@o com que os alelos
HLA podem ser identificados. A evolugdo dos métodos de tipificagcdo permitiu
passar da identificagdo das moléculas HLA expressas na superficie celular
para a andlise direta dos genes que as codificam.
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Sorologia — identifica antigenos HLA

A tipificacdo soroldgica utiliza anticorpos para reconhecer moléculas HLA
expressas na superficie dos linfécitos. O resultado & apresentado como uma
especificidade antigénica, como HLA-A2 ou HLA-B27.

PCR-SSP [ PCR-SSO — identifica variantes diretamente no
DNA

As técnicas de PCR permitem pesquisar sequéncias especificas dos genes HLA.
Dependendo do desenho e da abrangéncia do ensaio, podem identificar
grupos de alelos ou fornecer maior grau de discriminagéo. Assim, uma
especificidade reconhecida sorologicamente como HLA-A2 pode ser
caracterizada molecularmente dentro do grupo HLA-A*02.

Sequenciamento de Sanger — determina diretamente a
sequéncia de regides selecionadas dos genes HLA

O sequenciamento permite identificar diferencas de nucleotideos entre alelos
muito semelhantes, aumentando a capacidade de discriminagdo em relagdo
aos métodos baseados na deteccdo de sequéncias especificas.

NGS — sequencia simultaneamente regides extensas dos
genes HLA

O NGS permite analisar grande quantidade de informagdo genética em
paralelo e, dependendo da estratégia utilizada, estudar regides extensas dos
genes HLA. Essa abordagem favorece a identificagdo precisa dos alelos e a
determinagdo da fase das variantes, reduzindo muitas das ambiguidades
encontradas nos métodos anteriores.

De forma simplificada, o aumento da capacidade de discriminagdo pode ser
representado por:

HLA-A2 — HLA-A*02 — HLA-A*02:01

antigeno — grupo alélico — alelo especifico

Essa representagdo é didatica: a nomenclatura molecular e a resolugdo da
tipificagdo estdo relacionadas, mas ndo sdo conceitos equivalentes. A

resolucdo efetivamente alcangcada depende do método, das regides
analisadas e das caracteristicas do ensaio.
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Na baixa resolugéio, o resultado geralmente permite identificar grupos de
alelos, sem distinguir todas as variantes existentes dentro daquele grupo.
Assim, um resultado pode identificar HLA-A*02, sem definir qual alelo
especifico estd presente.

Na alta resolugdo, € possivel discriminar alelos muito semelhantes com base
em diferengas especificas de sua sequéncia. Dessa forma, a tipificagdo pode
identificar, por exemplo, HLA-A*02:01 em vez de apenas HLA-A*02.

Essa diferenca é clinicamente importante. Dois individuos aparentemente
semelhantes quando avaliados em baixa resolugdo podem apresentar
diferencas alélicas quando estudados em alta resolugdo. Quanto maior a
resolugcdo, mais precisa se torna a comparagdo genética entre doador e
receptor.

Nem todo resultado permite identificar inequivocamente um unico alelo.
Quando permanecem possibilidades alternativas compativeis com os dados
obtidos, ocorre uma ambiguidade de tipificagdo. Nesses casos, o laboratério
deve reportar o resultado de acordo com a resolucdo efetivamente obtida e
informar as ambiguidades relevantes.
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e )

Resultados de Tipagem HLA

_ Tipagem HLA por Tipagem HLA por
Microlinfocitotoxicidade PCR-SSP
(Soroldgica)
Resultado em especificidades antigénicas | Resultado em grupos de alelos
HLA-A 2,3 HLA-A*02,03 |
HLA-B 7,60 HLA-B*07,40 |
HLA-DR 17,18 HLA-DRB1* 03,03 J
HLA-DQ 2,7 HLA-DQB1*02,03 ',
Identifica antigenos HLA na superficie Identifica variantes diretamente no DNA. |
dos linfécitos. Resolugao intermediaria.
Baixa resolucao. |
Tipagem HLA por Tipagem HLA por J
PCR-SSO . Sequenciamento (PCR-SBT)
Resultado em grupos de alelos ou alelos Resultado em alelos especificos
HLA-A*02:ADRGS, 03:IMNTR | | [ HLA-A*02:01, 03:02
HLA-B*07:JYTRF, 40:JIUHB HLA-B*07:01, 40:01
HLA-DRB1*03:MNHOI, 03:LNHFR | HLA-DRB1*03:01, 03:02
HLA-DQB1*02:MVSFR, 03:LMKJG | HLA-DQB1*02:01, 03:01
Detecta multiplos alelos por hibridizagado | Determina diretamente a sequéncia
com sondas especificas. de regides selecionadas dos genes HLA.
Resolucao intermediaria a alta, Alta resolucio.

dependendo do ensaio. |

— — ’

Menor resolugao Maior resoluiﬁo
HLA-A2 - HLA-A*02 =

Antigeno Grupo alélico Alelo especifico

\ J

Figura 1. Comparagéo entre tipificagéo sorolégica e métodos
moleculares, demonstrando o aumento progressivo da resolu¢édo
na identificagéo dos alelos HLA.
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6.10 Importéncia clinica nos transplantes

A introdugdo das técnicas moleculares modificou profundamente a tipificagcdo
HLA aplicada aos transplantes. Com a PCR-SSP, a identificagdo deixou de
depender exclusivamente da reacdo entre moléculas HLA e anticorpos e
passou a ser realizada diretamente a partir do DNA.

Esse avango aumentou a precis@o da tipificagdo, eliminou a necessidade de
células vidveis e permitiu identificar diferencas genéticas que ndo eram
adequadamente discriminadas pela microlinfocitotoxicidade.

Posteriormente, PCR-SSO, sequenciamento de Sanger e NGS ampliaram
progressivamente a capacidade de caracterizar os genes HLA. Essa evolugdo
representa uma mudang¢a fundamental na imunogenética:

Sorologia — identificagdo do fenétipo HLA
Biologia molecular — identificagdo do genétipo HLA

Na avaliagdo imunoldgica dos transplantes, a tipificagdo pode incluir os
principais loci HLA de classe | — HLA-A, -B e -C — e de classe || — HLA-DR, -DQ
e -DP — de acordo com o tipo de transplante e a finalidade clinica da
investigagdo.

A tipificagdo molecular fornece a base genética para comparar doador e
receptor. Quando associada a pesquisa de anticorpos anti-HLA, permite
determinar se o receptor apresenta anticorpos dirigidos contra moléculas HLA
presentes no doador — os chamados anticorpos especificos contra o doador
(DsA).

Dessa forma, a evolugdo da sorologia para os métodos moleculares ndo
representou apenas uma mudanga tecnoldgica. A tipificagdo HLA e a
pesquisa de anticorpos anti-HLA fornecem informagdes complementares,
permitindo uma avaliagdo mais precisa da compatibilidade entre doador e
receptor e contribuindo para a selegéo do doador e para a avaliagéo do risco
imunolbgico do transplante.

6.11 Hapl6tipos HLA e heranga familiar

Os principais genes HLA estdo localizados no brago curto do cromossomo 6.
Como esses genes estdo fisicamente proximos, os alelos presentes em um
mesmo cromossomo tendem a ser transmitidos conjuntamente. Esse conjunto
de alelos & denominado haplétipo HLA.
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Cada individuo possui dois haplbtipos: um herdado da mde e outro herdado
do pai. Cada filho recebe, ao acaso, um dos dois haplétipos maternos e um
dos dois haplétipos paternos. Essa forma de heranga explica os diferentes
graus de compatibilidade HLA observados entre irmdos.

6.12 Compatibilidade HLA entre irmdos

Considerando as quatro combinagdes possiveis de haplétipos parentais, dois
irmdos apresentam, em média, 25% de probabilidade de serem HLA-idénticos,
50% de serem haploidénticos e 25% de ndo compartilharem nenhum haplétipo
HLA parental.

Essas probabilidades se aplicam a cada par de irmdos e ndo significam que,
em uma familia com quatro filhos, obrigatoriamente haverd um representante
de cada combinagdo.

Dois irmdos HLA-idénticos herdaram os mesmos dois haplétipos HLA dos pais.
Isso ndo significa que sejaom geneticamente idénticos, pois continuam
apresentando diferengas em numerosas outras regides do genoma. O doador
haploidéntico, por sua vez, compartilha com o receptor apenas um dos dois
haplétipos HLA. Pais e filhos s@o, por definicdo, haploidénticos entre si.

6.13 Compatibilidade HLA na selecéo do

doador de células-tronco hematopoéticas

No transplante alogénico de células-tronco hematopoéticas, procura-se
elevado grau de compatibilidade HLA, pois existe reconhecimento imunoldgico
tanto do receptor contra o enxerto quanto do enxerto contra o receptor, este
altimo relacionado a doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH/GVHD).

Na selecdo de doadores ndo aparentados, a tipificagdo é realizada em alta
resolucdo. Frequentemente sdo avaliados HLA-A, HLA-B, HLA-C e HLA-DRBI.
Quando os dois alelos desses quatro loci sGo compativeis, o doador pode ser
descrito como 8/8. Quando HLA-DQBI1 também é incluido na comparacao,
pode-se utilizar a expressdo 10/10. Essas designacées devem sempre ser
interpretadas de acordo com os loci efetivamente avaliados.

Os irmdos constituem uma das primeiras fontes investigadas na busca de um
possivel doador HLA-idéntico. Na auséncia de doador familiar adequado, pode
ser realizada busca em registros de doadores voluntdrios. No Brasil, 0 REDOME
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— Registro Brasileiro de Doadores Voluntdrios de Medula Ossea — reane dados
HLA de potenciais doadores e permite a busca informatizada de individuos
com elevada compatibilidade com o receptor.

A selecdo final do doador ndo depende exclusivamente do HLA. Idade,
condigdes clinicas, disponibilidade e outros fatores também participam da
decisdo.
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HERANCA DOS HAPLOTIPOS HLA

COMO IRMAOS PODEM SER HLA-IDENTICOS,
HAPLOIDENTICOS OU INCOMPATIVEIS ENTRE SI

0Os genes HLA estdo localizados no cromossomo 6.
Cada individuo possui dois haplétipos HLA: um herdado da mae e outro do pai.
Cada filho recebe, ao acaso, um haplétipo materno e um haplétipo paterno.

PAI MAE
Haplétipo paterno 1 Haplétipo paterno 2 Q‘ [:J Haplétipo materne 1 Haplétipo materno 2

(P1) (P2) e (m1) (M2)
I ."';" N
[

x - '.} l '

i | |

oy
Cromossomo 6 Cromossomo 6
GAMETAS PATERNOS GAMETAS MATERNOS

P1 P2

) @)

C)
— xa -
COMBINAGOES POSSIVEIS NOS FILHOS

o1 | [ FILHO 2 FILHO 3 FILHO 4

P1 + M P1 + M2 P2 + M P2 + M2
i
Haplétipo paterno 1 Haplétipo paterno 1 Haplétipo paterno 2 Haplétipo paterno 2
+ + + +
Haplétipo materno 1 Haplétipo materno 2 Haplétipo materno 1 Haplétipo materno 2

RELAGAO ENTRE DOIS IRMAOS (PROBABILIDADES)

HLA-IDENTICOS HAPLOIDENTICOS SEM HAPLOTIPO COMPARTILHADO
Compartilham os dois haplétipos Compartilham apenas um Nao compartilham nenhum
(mesma combinagao) dos dois haplétipos haplétipo HLA
7 @ L] : o] ,C “-\ Q J-"i__ @ @
i L l
PROBABILIDADE APROXIMADA PROBABILIDADE APROXIMADA PROBABILIDADE APROXIMADA

23% 90% 25%

» Cada par de irmdos tem, em média, 25% de chance de serem HLA-idénticos,
50% de chance de serem haploidénticos e 25% de chance de ndo compartilharem haplétipos HLA.

+ Essas probabilidades se aplicam a cada par de irmos e ndo significam que,
em uma familia com vérios filhos, havera obrigatoriamente um representante de cada combinagio.

Figura 12. Herangca dos haplétipos HLA e probabilidades de
compatibilidade entre irméos.
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Capitulo 7 -

Sensibilizacdo e
anticorpos anti-HLA

A presenga de anticorpos anti-HLA no receptor € um dos elementos centrais
da avaliagdo imunoldgica do transplante. Esses anticorpos podem surgir apos
exposi¢cdo prévia a moléculas HLA diferentes das préprias e, quando
reconhecem antigenos presentes em um possivel doador, passam a ser
classificados como anticorpos especificos contra o doador (DSA).

A investigagdo da sensibilizagdo complementa a tipificagdo HLA. Enquanto a
tipificagdo identifica quais moléculas HLA estdo presentes no individuo, a
pesquisa de anticorpos determina contra quais especificidades HLA o receptor
desenvolveu resposta humoral. A integragdo dessas informacées é
fundamental para a avaliagdo do risco imunologico.

7.1 Sensibilizagdo HLA

Sensibilizagdo HLA é o desenvolvimento de anticorpos contra moléculas HLA
alogénicas apds contato do sistema imunoldégico com células ou tecidos de
outro individuo. A resposta envolve reconhecimento do aloantigeno, ativagéo
de linfécitos T auxiliares e B, diferenciacéo de plasmécitos e formacgéo de
células B de memoria.

A sensibilizagdo nd&o significa, isoladamente, que um transplante seja
impossivel. Sua importdncia depende das especificidades dos anticorpos
presentes, do HLA do doador, da intensidade e das caracteristicas da resposta
humoral e da interpretacdo conjunta dos demais testes de
histocompatibilidade.
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7.2 Principais eventos sensibilizantes

Os trés eventos cldssicos associados & sensibilizagcdo HLA sdo gestacoes,
transfusbes de componentes sanguineos e transplantes anteriores.

Gestagdo. A gestante pode ser exposta a antigenos HLA de origem paterna
expressos pelo feto e desenvolver aloanticorpos. Por esse motivo, multiplas
gestacdes constituem importante antecedente na histéria imunolégica do
candidato ao transplante.

Transfusdo. A exposicdo a leucdcitos e plaquetas do doador pode induzir
formagdo de anticorpos anti-HLA. A histéria transfusional deve ser
considerada na interpretagdo do perfil de sensibilizagdo.

Transplante anterior. O enxerto expressa moléculas HLA do doador e pode
induzir resposta humoral contra incompatibilidades HLA. Apds perda do
enxerto, anticorpos previamente formados podem persistir ou reaparecer em
exposicdes subsequentes.
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Principais vias de sensibilizacao HLA

Gestacdo ‘ Transfusio | Transplante anterior
=
-\

Leucacitos do doador
com antigenos HLA

5 |

Antigenos HLA
do enxerto

\ |

Antigenos HLA
do feto
(heranga paterna)

Yy
1"y

EXPOG!.I;ﬁD materna a antigenm EX]JOSiQﬁO a antigenos HLA EKPUS]QEO d ml'lltlplos antl'genos
HLA fetais durante a gestacio de leucécitos do doador HLA do doador durante
e 0 parto. durante a transfuséo. um transplante anterior.

W

Exposi¢ao a HLA nao préprio

A entrada de antigenos HLA de origem fetal,
sanguinea ou de enxertos estimula o sistema imune
do receptor.

v

Resposta imune e formacao de anticorpos anti-HLA

Antigeno HLA
‘ nio proprio
- y¥
) -
¥ _,1, — s
Linfécito T
Célula apresentadora auxiliar Linfocito B
de antigeno (CPA) (CD4+) ativado

.

Sensibilizacio e formacao de anticorpos anti-HLA

A exposi¢do a antigenos HLA nao proprios pode levar a sensibilizacao,
com formacao de anticorpos anti-HLA, que podem persistir por longo periodo e
ter significado clinico na selecao do doador e no risco de rejeicio.

Figura 1. Principais eventos capazes de induzir sensibilizagdo HLA.
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7.3 Formacdo dos anticorpos anti-HLA

Os anticorpos anti-HLA s&o aloanticorpos dirigidos contra determinantes
presentes nas moléculas HLA de outro individuo. Podem reconhecer antigenos
de classe |, principalmente HLA-A, -B e -C, ou de classe I, como HLA-DR, -DQ e
-DP.

Apbs a exposicdo ao aloantigeno, linfocitos B especificos podem ser ativados
com auxilio de linfécitos T, sofrer diferenciacdo e produzir imunoglobulinas. A
formagdo de meméria imunolbgica explica por que um paciente previomente
sensibilizado pode apresentar resposta rdpida apds nova exposicdo a
antigenos HLA semelhantes.

7.4 Pesquisa de anticorpos anti-HLA

A pesquisa de anticorpos anti-HLA é realizada no soro do receptor e tem dois
objetivos principais: verificar se hd sensibilizacdo e definir as especificidades
HLA reconhecidas pelos anticorpos. Atualmente, os ensaios de fase sélida
baseados em microesferas permitem caracterizagdo muito mais detalhada
do repertério de anticorpos.

Neste capitulo, a pesquisa de anticorpos & abordada independentemente da
prova cruzada. A prova cruzada CDC, a prova cruzada por citometria de fluxo e
a prova cruzada virtual serdo discutidas no capitulo seguinte, dedicado &
avaliagdo da compatibilidade imunolégica entre receptor e um doador
especifico.

7.5 Luminex e Single Antigen Beads (SAB)

Nos ensaios com microesferas, moléculas HLA sd&o fixadas a particulas
identificaveis por fluorescéncia. O soro do receptor &€ incubado com essas
microesferas; quando hd anticorpo capaz de reconhecer determinado HLA,
ocorre ligacdo & superficie da particula. Um anticorpo anti-IgG humana
marcado permite detectar essa ligagdo.

No Single Antigen Beads (SAB), cada populacdo de microesferas apresenta
uma especificidade HLA definida. Isso permite identificar, em uma mesma
amostra, contra quais moléculas HLA o receptor apresenta reatividade. O SAB
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é particularmente Gtil na caracterizagdo de pacientes sensibilizados e na
identificagcdo de anticorpos que podem ser especificos contra um possivel
doador.

Principio do Single Antigen Beads (SAB)

1. Microesferas com 2. Soro do receptor 3. Ligaciio do anticorpo 4. Detecgio por
antigenos HLA individuais = (anticorpos anti-HLA) & microesfera correspondente  fluorescéncia (duplo laser)

HLA-B7 % m Anti-HLA-A2

(ligado)

Y | Laser 1 Laser 2
HLA-DR4 F :
Identifica Quantifica
amicroesfera  a fluorescéncia
(codigodecor)  do anticorpo
ligado (MFT)
HLA-DQ5 Anti-HLA-DR4
(ligado)
Anticorpos anti-HLA
Cada populacio de microesferas presentes no soro Somente as mnctnesfems s
Wm anfl’gem HLA especifico do receptor. anhgems_Hhﬂ. sdo reconhecidos
¢ um cédigo fluo te proprio pelos antmc@os fjn receptor
(interno). apresentam ligagiio.
\4
5. Resultado

Intensidade de
fluorescéncia A
(MFI) A

| =

DR4 A2 B7

Especificidades HLA

MFI

(sinal semiquantitativo da quantidade de anticorpo ligado)

» Quanto maior o MFI, maior a quantidade de anticorpo ligado 4dquele antigeno HLA.

» O MFI deve ser interpretado em conjunto com o contexto clinico e outros testes.

« A presenca de anticorpos anti-HLA ndo significa, necessariamente, que sejam
especificos contra o doador (DSA).
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Figura 2. Representacdo simplificada do principio do ensaio Single
Antigen Beads (SAB).

7.6 MFI: interpretacdo e limitacdes

O resultado dos ensaios SAB & frequentemente expresso como intensidade
média de fluorescéncia (Mean Fluorescence Intensity — MFI). Quanto maior a
fluorescéncia detectada, maior é o sinal produzido pela ligagdo do anticorpo a
microesfera.

Entretanto, o MFI deve ser interpretado como uma medida semiquantitativa e
ndo como uma concentragdo absoluta de anticorpos. Seus valores podem ser
influenciados por caracteristicas do ensaio, densidade antigénica nas
microesferas, variacdo entre lotes, tratamento da amostra e fendmenos de
interferéncia. Por isso, ndo existe um Unico valor universal de MFI que,
isoladamente, defina a relevancia clinica de um anticorpo.

A interpretagdo deve considerar o padrdo de reatividade, a historia de
sensibilizagdo, resultados anteriores, especificidade do anticorpo e o contexto
clinico do transplante.

7.7 PRA e cPRA

O PRA (Panel Reactive Antibody) foi desenvolvido para estimar o grau de
sensibilizagdo do receptor pela proporgcdo de um painel de antigenos ou
células contra a qual seu soro apresenta reatividade. Valores mais elevados
indicam sensibilizagédo mais ampla.

O cPRA (calculated Panel Reactive Antibody) utiliza as especificidades HLA
consideradas inaceitdveis para o candidato e a frequéncia desses antigenos
na populacdo de doadores. Assim, estima a propor¢cdo de potenciais
doadores que provavelmente expressariam um ou mais antigenos contra os
quais o receptor estd sensibilizado.

E importante distinguir os conceitos: o PRA deriva de reatividade observada
em um painel, enquanto o cPRA & um cdlculo populacional baseado nas
especificidades HLA consideradas inaceitaveis.
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7.8 Anticorpos especificos contra o doador (DSA)

Um anticorpo anti-HLA é denominado donor-specific antibody (DSA) quando
sua especificidade corresponde a uma molécula HLA presente no doador.
Portanto, a identificagdo de um anticorpo anti-HLA no receptor ndo significa
automaticamente que exista DSA: & necessdrio comparar o perfil de
anticorpos do receptor com a tipificacdo HLA daquele doador.

Exemplo: se o receptor possui anticorpo anti-HLA-A2 e o doador expressa HLA-
A2, esse anticorpo € um DSA para essa combinagdo doador-receptor. Se o
doador ndo expressa HLA-A2, o mesmo anticorpo permanece relevante para o
perfil de sensibilizagdo, mas ndo é especifico contra esse doador.
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Como um anticorpo anti-HLA se torna DSA

1. HLA do doador
Exemplo de tipificacio HLA do doador

O doador expressa
varias moléculas HLA
O e o e = em suas células.
HLA-B44 HLA-DR7
2. Anticorpos do receptor
Anticorpos anti-HLA identificados no soro do receptor
(exemplo)
\ / \ / O receptor pode ter
diversos anticorpos anti-HLA
detectados por testes de
fase solida (ex.: Luminex).
Anti-A2 Anti-B8 Anti-DQ5
3. Comparacao das especificidades

O software compara as especificidades dos anticorpos do receptor
com os antigenos HLA do doador.

anL;gc?:?iiador O teste identifica
quais anticorpos do receptor
A2 reconhecem antigenos HLA
B44 presentes no doador.
| or7 |

4. Identificacdo do DSA

Quando hé correspondéncia entre o anticorpo do receptor e um antigeno HLA do doador,
o anticorpo é classificado como DSA (donor-specific antibody).

Anti-A2 Antl-BB\
do receptor do receptor

x lHLA-B:.M

HLA-A2
do doador do doador
DSA identificado Néio é DSA
(Anti-HLA-A2) (sem anﬁmmm

Um anticorpo anti-HLA se torna DSA (donor-specific antibody) quando sua
especificidade corresponde a um antigeno HLA presente no doador.

Figura 3. Identificagcéo de DSA pela comparacgdo entre o HLA do
doador e as especificidades de anticorpos do receptor.
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7.9 DSA pré-formados e DSA de novo

Os DSA podem estar presentes antes do transplante ou surgir posteriormente.
Os DSA pré-formados refletem sensibilizagcdo anterior e sdo particularmente
importantes na avaliag&o pré-transplante. J& os DSA de novo (de novo DSA,
dnDSA) aparecem apds o transplante em resposta a moléculas HLA do
enxerto.

A presenca de DSA deve ser interpretada no contexto clinico e laboratorial.
Nem todo anticorpo detectével produz o mesmo risco, e a avaliagdo ndo deve
se basear exclusivamente em um valor isolado de MFI.

7.10 Significado clinico e integragdo dos resultados

A pesquisa de anticorpos anti-HLA permite reconhecer candidatos
sensibilizados, definir especificidades potencialmente relevantes, estabelecer
antigenos inaceitdveis e identificar DSA quando o HLA do doador é conhecido.

A avaliagdo moderna do risco imunolégico resulta da integragdo de
informacgdes complementares: tipificagdo HLA do doador e do receptor, perfil
de anticorpos anti-HLA, presenca ou auséncia de DSA e, quando indicado,
resultados da prova cruzada.

Conceitos essenciais

e Gestagdo, transfus@o e transplante anterior sdo os principais eventos
sensibilizantes.

e A pesquisa de anticorpos anti-HLA é realizada no soro do receptor e é
diferente da tipificagdo HLA.

e O SAB permite identificar especificidades individuais de anticorpos anti-
HLA.

e O MFI & um sinal semiquantitativo e ndo deve ser interpretado
isoladamente como concentragd@o de anticorpo.

e O CcPRA estima a propor¢do de potenciais doadores com antigenos
considerados inaceitdveis para o receptor.

e DSA é o anticorpo anti-HLA cuja especificidade corresponde a uma
molécula HLA presente no doador.

e CDC, flow crossmatch e prova cruzada virtual pertencem & avaliagcdo da
compatibilidade com um doador especifico e serdo discutidos no Capitulo
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Capitulo 8 - Prova
cruzada e avaliagéio
da compatibilidade
imunologica

A prova cruzada avalia se o receptor apresenta anticorpos capazes de reagir
com antigenos presentes nas células de um doador especifico. Ela
complementa a tipificagdo HLA e a pesquisa de anticorpos anti-HLA,
permitindo estimar com maior precis@o o risco imunoldégico antes do
transplante.

Historicamente, a prova cruzada por citotoxicidade dependente de
complemento (CDC) foi fundamental para prevenir a rejeicdo hiperaguda.
Posteriormente, a citometria de fluxo aumentou a sensibilidade para detectar
anticorpos ligados das células do doador. Com a tipificagdo molecular e os
ensaios Single Antigen Beads (SAB), tornou-se possivel realizar também a
prova cruzada virtual (VXM), baseada na comparagdo entre o HLA do doador
e as especificidades de anticorpos do receptor.

8.1 Conceito de prova cruzada

Nas provas cruzadas celulares, linfécitos do doador sdo colocados em contato
com o soro do receptor. Se houver anticorpos capazes de reconhecer
antigenos presentes nessas células, ocorre ligagcdo a superficie celular. O
modo como essa ligagdo & demonstrada diferencia os principais métodos: no
CDC observa-se lise dependente de complemento; no flow crossmatch
detecta-se, por fluorescéncia, IgG do receptor ligada as células do doador.

A prova cruzada virtual é diferente: ndo hd contato fisico entre soro e células. O
laboratério compara a tipificagdo HLA do doador com o perfil de anticorpos
anti-HLA previaomente definido no receptor. Assim, identifica-se se algum
anticorpo é especifico contra aquele doador, isto €, um DSA.
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8.2 Prova cruzada por citotoxicidade

dependente de complemento — CDC

Na prova cruzada por CDC, linfécitos do doador sdo incubados com o soro do
receptor. Em seguida, adiciona-se complemento. Quando anticorpos do
receptor se ligam ds células do doador e ativam eficientemente a via classica
do complemento, ocorre lesGio da membrana e morte celular, demonstrada
com corantes de viabilidade.

Uma CDC positiva, quando causada por DSA anti-HLA, indica risco
imunoldégico elevado e historicamente se associa a rejeicdo hiperaguda.
Entretanto, o método apresenta sensibilidade menor que a citometria de fluxo
e pode sofrer interferéncias, inclusive por anticorpos que ndo correspondem a
DSA clinicaomente relevantes. Por isso, o resultado deve ser interpretado
juntamente com a pesquisa de anticorpos e o contexto clinico.
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Prova cruzada por CDC

(Citotoxicidade dependente do complemento)

Soro do receptor + linfécitos do doador + complemento

Soro do receptor Complemento
(anticorpos anti-HLA)
Clq
c4
- e
Cc3
Z - - C5-C9
Linfécito T Linfécito B
(HLA classe I) (HLA classe 1 e II)
L ‘ J
1. Ligacao de anticorpos 2. Ativacao do 3. Formacao do complexo
aos antigenos HLA complemento de ataque 3 membrana

do doador

Y
X llll.
e A
= A
y =
F -
J Y
~

Se anticorpos ligados ativam complemento - lise celular

CDC negativa CDC positiva
(sem lise significativa) (lise significativa)
Linfécitos vidveis Linfécitos lisados
(com membrana integra) (perda da integridade
da membrana)
Auséncia de anticorpos Presenca de anticorpos
citotdxicos relevantes citotéxicos (risco de rejeicio)

Detecta principalmente anticorpos capazes de ativar complemento (geralmente IgG).

E menos sensivel que o flow crossmatch.

Pode sofrer interferéncia de anticorpos nao-HLA, anticorpos IgM e outras imunoglobulinas.

Deve ser interpretada em conjunto com o flow crossmatch, a prova cruzada virtual e a tipificacdo HLA
do doador e do receptor.

Figura 1. Principio da prova cruzada por citotoxicidade
dependente de complemento (CDC).
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8.3 Prova cruzada por citometria

de fluxo — Flow crossmatch (FCXM)

O flow crossmatch detecta anticorpos do receptor ligados aos linfécitos do
doador sem depender da capacidade de ativar complemento. Apds
incubacdo das células com o soro, utiliza-se um anticorpo anti-Igé humana
conjugado a fluorocromo. A fluorescéncia é medida no citdmetro e
comparada aos controles do ensaio.

Linfocitos T e B s@o analisados separadamente. Os linfécitos T expressam HLA
classe |; os linfécitos B expressam HLA classes | e Il. Dessa forma, o padrdo de
positividode em T e B auxilia a interpretacdo, embora o FCXM, isoladamente,
ndo determine qual especificidade HLA estd sendo reconhecida.

O FCXM é mais sensivel que o CDC e pode detectar niveis de anticorpos
insuficientes para produzir lise celular. Essa maior sensibilidade exige
interpretagdo criteriosa, pois uma reagdo positiva pode decorrer de DSA, de
anticorpos ndo-HLA ou de outras interferéncias. A correlagdo com SAB, DSA e
histérico de sensibilizagdo é essencial.
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Prova cruzada por citometria de fluxo (FCXM)

Linfocitos do doador + soro do receptor + anti-IgG fluorescente

Soro do receptor Linfécitos do doador Anti-IgG humano

(anticorpos anti-HLA) o : = P fluorescente

v
4

ok
Aurg ' Liga-se ao IgG humano
Linfécito T Linfécito B fixado na superficie
(HLA classe I) (HLA classes [ e II) dos linfécitos do doador
Principais etapas
o Ligaciio dos anticorpos 9 Adicio do anti-IgG e Anilise por o Resultado
do receptor aos antigenos fluorescente citometria de fluxo : i i
HLA do doador - e

Eventos
-,

-=- Controle
) 3 Receptor
S\

Fluorescéncia anti-IgG (MFI)

ol ) _} g
Detector A /\ ~-- Controle

Tacer de fluorescéncia jj & £ Receptor
L0 S

Flugrescéncia anti-1gG (MFT)

y

CeoetoL OEES

Eventos

Interpretacao
Resultado Aspecto no histograma Interpretagio
Neeativa A Sem aumento significativo da fluorescéncia.
£a Ji Auséncia de anticorpos anti-HLA ligados aos linfacitos do doador.
nOA Aumento da fluorescéncia (deslocamento para a direita).
Positiva A4 Presenca de anticorpos anti-HLA ligados aos linfécitos do doador
oy (risco aumentado de rejeicio).
Tipos de linfécitos e antigenos detectados Caracteristicas e limitagdes
©w _ Mais sensivel que o CDC.

.

® Detecta anticorpos niao complemento-fixadores.

® Nao identifica a especificidade HLA do anticorpo.

; ® Pode detectar anticorpos IgG, incluindo anticorpos
Linfécito B dE balxﬂ aﬁnid&de.

* Linfécito T

(HLA classe ) (HLA classes 1 e II) @ Deve ser interpretada em conjunto com a tipificagdo HLA,
Avalia principalmente Avalia anticorpos anti-HLA a pesqu15a de anticorpos (SAB/DSA), controles e o histarico
anticorpos anti-HLA classe 1 classe I e classe I imunolégico do receptor.

A prova cruzada por citometria de fluxo detecta a presenca de anticorpos anti-HLA .
. ligados aos linfocitos do doador, sendo um método sensivel para avaliar o risco imunoldgico. |

Figura 2. Principio do flow crossmatch: detec¢éo de IgG do
receptor ligada aos linfécitos do doador.
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8.4 Prova cruzada virtual — Virtual Crossmatch (VXM)

A prova cruzada virtual ndo é um novo ensaio laboratorial realizado entre soro
e células. Trata-se de uma interpretagdo integrada de dois conjuntos de
dados previomente obtidos: a tipificagcdo HLA do doador e as especificidades
de anticorpos anti-HLA do receptor, geralmente definidas por ensaios de fase
solida, especialmente SAB.

Quando um anticorpo do receptor reconhece uma molécula HLA presente no
doador, ele é classificado como DSA. A presenca, for¢ca, padrdo e histérico
desses DSA sd@o entdo avaliados segundo critérios validados pelo laboratério e
pelo programa de transplante. A VXM pode acelerar a avaliagdo de ofertas de
orgdos, particularmente de doadores falecidos, e contribuir para reduzir
atrasos logisticos.

A confiabilidade da VXM depende de informagdes atuais e completas:
amostra recente do receptor quando indicada, histérico de eventos
sensibilizantes, tipificagdo adequada do doador e interpretagdo criteriosa dos
ensaios SAB. Resultados fracos, discordantes ou complexos podem exigir
prova cruzada celular.
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Prova cruzada virtual (VXM)

Comparacao da tipificacio HLA do doador com os anticorpos anti-HLA do receptor
(realizada por software)

HLA do doador Anticorpos do receptor
Exemplo de tipificacido HLA Exemplo de anticorpos anti-HLA detectados (SAB)
HLA-A A2, A24 HLA classe | Eapecificdade  ICreidade Y
gt BB + Anti-A2 10.500 -
HLA-C C7,Cl16 Anti-B7 1.200 "

HLA-DRBI  DR7, DRI5 il Anti-B8 8.300 Y Y

HLA-DQB1  DQ2,DQ6 Anti-DR15 2.100
_ c Anticorpos anti-HLA
HLA-DPBI  DP4, DP17 Anti-DQ6 4.500 B iatod
Software de analise

= » Compara as especificidades
T » ldentifica anticorpos contra
Banco de - antigenos do doador (DSA)

+ Considera intensidade (MFI)
e outros parametros

i

VXM positiva (DSA presente) VXM negativa (sem DSA)
O receptor possui anticorpo contra um antigeno Nio hd anticorpos do receptor contra os antigenos
HLA do doador. HLA do doador.
Doador: HLA-A2 ~ Receptor: Doador: HLA-A2 ~ Receptor:
anti-A2 DSA sem anti-A2 DSA
— presente = nio identificado
Alto risco ﬁﬁ % Baixo risco
imunolégico imunolégico
HLA-A2 Anti-A2 HLA-A2 Sem anti-A2
do doador do receptor do doador do receptor
Pontos importantes Limitacoes
. : IR mli.“.‘;fa ﬁficalf!“&‘:f 93"’3 e ik « Depende da deteccio e caracterizaio dos anticorpos anti-HLA.
» Baseia-se na tipificacio o doador e no perfil de : . . s ; : .
anticorpos anti-HLA do receptor (ex.: Single Antigen Beads). N A A e A

= W + Resultados devem ser interpretados no contexto clinico,
F gga Cﬁ:g‘:t:lif:;*iﬁgeggTaiz?;iﬁa?:;lisé;g:ﬁmﬁﬂ considerando historico de sensibilizacdo, tipo de transplante
eq pRELa 4 e protocolos do centro.

o Nio substitui a prova cruzada celular (CDC/flow), que continua
necessaria em muitos casos.

A prova cruzada virtual é uma ferramenta essencial na avaliagio da compatibilidade imunoldogica,

permitindo a identificacio de anticorpos especificos contra o doador (DSA) e auxiliando na sele¢do do doador.

Figura 3. Prova cruzada virtual: comparagdo entre HLA do doador
e anticorpos anti-HLA do receptor.
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8.5 Comparacdo entre CDC, FCXM e VXM

Tabela 1. Caracteristicas gerais dos principais métodos
de prova cruzada.

. . Vantagem Limitaca
Meétodo O que avalia c! ?ge . ?gao
principal principal
Lise de células do
. Menor
doador apods Demonstra .
ligacdo de anticorpos com sensibilidade;
CDC g ,9 .p depende de
anticorpos e capacidade . AT
. « o células vidveis e
ativagdo do citotoxica
complemento
complemento
N&o define
IgG do receptor sozinho a
"9 ada a Iinflgcitos Maior especificidade
FCXM g sensibilidade que | HLA; pode
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8.6 Integracdo dos resultados para

decisdo do transplante

Nenhum resultado deve ser interpretado isoladamente. A avaliagdo
imunolégica moderna integra a tipificagcdo HLA, o histérico de sensibilizacdo, a
pesquisa de anticorpos anti-HLA, a presengca de DSA, a VXM e, quando
indicada, a prova cruzada celular.
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Em termos diddticos, resultados concordantemente negativos — auséncia de
DSA relevante e provas cruzadas celulares negativas, quando realizadas —
indicam menor risco imunoldgico. A presengca de DSA ou uma prova cruzada
positiva aumenta o risco e exige avaliagdo individualizada. A decisdo de
aceitar ou recusar um doador depende do tipo de 6rgdo, urgéncia,
intensidade e caracteristicas dos anticorpos, histérico do receptor, protocolo
do centro e possibilidades terapéuticas.

Assim, uma prova cruzada positiva ndo deve ser apresentada como uma
regra universal e isolada de contraindicagdo. Em determinadas situagoes,
especialmente em pacientes altamente sensibilizados ou em protocolos
especificos, o transplante pode ser considerado apds estratificacdo do risco e
estratégias de manejo apropriadas.
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Integracao da compatibilidade imunologica

Avaliagao do risco imunologico para sele¢ao do doador

Tipificacdo HLA do doador Anticorpos anti-HLA Histérico de sensibilizacio
(classe I e classe II) do receptor -
U (Single Antigen Beads - SAB) a E:s::g;?s
« HLA-DR, -DQ, -DP « Identificagdo das especificidades . Transplalntes pn:i*\rius
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» Definicio dos DSA
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do receptor
Prova cruzada virtual (VXM)
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A diz An"._'mdo +' contra o doador (DSA) DSA presente
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DR7 Anti-DR7 = « Riépida e ndo utiliza células do doador | VXM iva:
DQ2 Anti-DQ2  + negativa:
sem DSA
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Prova cruzada celular

Quando indicada (confirmacao funcional)
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» Citotoxicidade dependente do complemento (CDC)
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+ Considerar protocolos de dessensibilizacao (risco moderado/alto)
+ Buscar outro doador (risco inaceitavel)
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Figura 4. Integracéo dos principais dados laboratoriais na
avaliagdo da compatibilidade imunolégica.

8.7 Resultados discordantes

CDC, FCXM, SAB e VXM avaliam aspectos diferentes da resposta humoral e,
portanto, podem apresentar resultados discordantes. Um FCXM positivo com
CDC negativo pode refletir anticorpos em niveis abaixo do limiar de lise pelo
complemento. Por outro lado, uma prova cruzada celular positiva sem DSA
anti-HLA demonstrdvel exige investigacdo de reatividade inespecificaq,
autoanticorpos, anticorpos ndo-HLA e aspectos técnicos.

Da mesma forma, a presenca de DSA no SAB ndo determina automaticamente
que o CDC ou o FCXM serdo positivos. A expressdo do antigeno nas células, a
quantidade e afinidade dos anticorpos, interferéncias analiticas e outros
fatores podem modificar a relagéo entre os ensaios.

Conceitos essenciais

e CDC, flow crossmatch e VXM sdo métodos complementares, ndo
equivalentes.

e O CDC demonstra citotoxicidade dependente de complemento e tem
menor sensibilidade.

e O FCXM detecta IgG ligada das células do doador e é mais sensivel que o
CDC.

e A VXM compara a tipificagdo HLA do doador com as especificidades de
anticorpos anti-HLA do receptor; ndo utiliza contato fisico entre soro e
células.

e A presenca de DSA deve ser interpretada juntamente com sua intensidade,
historico, resultados celulares e contexto clinico.

¢ A decisd@o do transplante resulta da integragdo laboratorial e clinica, e ndo
de um unico teste isolado.

101



Capitulo 9 -
Transplantes de
orgdos solidos

Os principios de tipificac@o HLA, sensibilizacdo, anticorpos especificos contra o
doador (DSA) e prova cruzada foram apresentados nos capitulos anteriores.
Neste capitulo, esses conceitos sdo aplicados aos diferentes transplantes,
destacando-se as particularidades imunoldégicas do rim, coracgdo, figado,
pulmado e cérnea.
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Transplantes realizados até 2025

(exceto cOrneas)

Total de transplantes (1977 - 2025): 6.375

Inclui figado adulto e infantil e demais programas.
Corneas nao incluidas.
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99
Rim TMO/ Figado Figado ‘Coracdo Pulmio
Oncologia  adulto infantil _ (inclui +300)

Instituto de Cardiologia)

Tipo de : TMO/ | Figado | Figado  Coracio : ‘
i transplante Rim '{Z)'m:i.lle:)giaI adulto infantil m&?:g:&miw Pulmio |

Total

(1977 - 2025) 3.035 | 1.935 537 324 445 99

Total (sem corneas): 6.375

Figura 1. Transplantes de érgédo sélidos com histocompatibilidade

do HCPA
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1.Transplante renal

O transplante renal € um dos melhores modelos para compreender a
importancia da resposta imunoldégica contra o enxerto. A compatibilidade HLA,
a presencga de anticorpos anti-HLA especificos contra o doador e o resultado
da prova cruzada influenciam diretamente a selegcéo do doador e o risco de
rejeicdo.

Importédncia do HLA

As moléculas HLA constituem os principais aloantigenos reconhecidos pelo
sistema imunoldgico do receptor. No transplante renal, diferengas entre os HLA
do doador e do receptor podem desencadear respostas celulares e humorais
contra o enxerto.

Historicamente, a compatibilidade nos loci HLA-A, HLA-B e HLA-DR teve papel
central na selegcdo de doadores. Com o desenvolvimento das técnicas
moleculares e da pesquisa de anticorpos, outros loci, particularmente HLA-DQ,
adquiriram grande importdncia, especialmente porque anticorpos anti-HLA-
DQ podem surgir apos o transplante.

Uma maior compatibilidade HLA tende a reduzir a aloimunizagdo e o risco de
rejeicdo e pode contribuir para maior sobrevida do enxerto.

Avaliagéo imunolégica pré-transplante

No transplante renal, a avaliagdo integra tipificacdo HLA, grau de
sensibilizacdo, pesquisa de anticorpos anti-HLA, identificacdo de DSA e prova
cruzada. A presenca de DSA clinicamente relevantes, sobretudo quando
associada a crossmatch positivo, pode indicar maior risco de rejei¢cdo
mediada por anticorpos e deve ser considerada na sele¢gédo do doador.

Rejei¢do do transplante renal
A rejeic@o pode ocorrer por mecanismos celulares ou humorais.

Na rejeicdo mediada por células T, os linfécitos T do receptor reconhecem
aloantigenos do enxerto e desencadeiom inflamacdo e lesdo do tecido renal.

Na rejeicdo mediada por anticorpos, anticorpos dirigidos contra antigenos do
doador, frequentemente HLA, participam da lesGo da microcirculagdo do
enxerto.

A interpretagdo diagndstica integra os achados clinicos e laboratoriais, a
presenca de DSA e as alteragbes observadas na bidpsia renal.
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Contribuigéo do laboratério

O laboratério de imunologia participa de diferentes etapas do transplante
renal:

Antes do transplante

tipificagdo HLA do receptor e do doador;

pesquisa e caracterizagdo de anticorpos anti-HLA;
identificagcdo de DSA,;

avaliagdo da sensibilizagcdo do receptor;
realizagdo da prova cruzada.

Apos o transplante

acompanhamento de anticorpos anti-HLA;

identificagdo de DSA de novo;

auxilio na investigacdo de rejeicdo mediada por anticorpos;

integragcdo dos resultados imunolégicos com os dados clinicos e
anatomopatolégicos.

Assim, no transplante renal, o laboratério acompanha todo o processo, desde
a avaliagdo imunoloégica do receptor e a selegdo do doador até a
investigacdo de possiveis episddios de rejeicdo apds o transplante.

Conceito essencial

No transplante renal, HLA, anticorpos anti-HLA, DSA e prova cruzadad
constituem elementos fundamentais da avaliagdo imunolbgica. A integracdo
dessas informacgdes permite estimar o risco imunoldégico antes do transplante
e auxilia no diagnéstico e acompanhamento da rejeicdo apds o
procedimento.
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TRANSPLANTE RENAL

AVALIAGAO IMUNOLOGICA E ACOMPANHAMENTO LABORATORIAL
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CONCEITO ESSENCIAL

No transplante renal, a integragdo entre HLA, anticorpos anti-HLA, DSA e prova cruzada permite estimar o risco imunoldgico,

orientar a decisdo do transplante e monitorar a rejeigdo, contribuindo para maior sobrevida do enxerto.

Figura 2. Avaliagcdo imunolégica para transplante renal.
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2. Transplante cardiaco

O transplante cardiaco é o tratamento definitivo para pacientes selecionados
com insuficiéncia cardiaca avangada. Sob o ponto de vista imunoldgico, a
avaliagdo pré-transplante procura identificar anticorpos anti-HLA e DSA,
evitando combinagdes doador-receptor associadas a elevado risco de
rejeicdo. Apds o transplante, o acompanhamento deve considerar tanto a
rejeicdo mediada por células T quanto a rejeicdo mediada por anticorpos.

Importédncia do HLA

As diferencas HLA entre doador e receptor constituem importantes estimulos
para o reconhecimento do enxerto pelo sistema imunolégico.

Entretanto, diferentemente do transplante renal, a necessidade de realizar o
transplante rapidamente e o tempo limitado de isquemia do coracdo
dificultom a selegcdo do doador com base em uma compatibilidade HLA
extensa.

Assim, a compatibilidade HLA é desejavel, mas ndo constitui habitualmente o
principal critério para a escolha do doador cardiaco. A avaliagdo dos
anticorpos anti-HLA do receptor assume grande importdncia na
determinagdo do risco imunolbgico.

Avaliagd@o imunolégica pré-transplante

A pesquisa de anticorpos anti-HLA e a identificagdo de DSA sdo
particularmente importantes nos candidatos sensibilizados, inclusive apds
transfusdes, gestacdes, transplantes prévios ou uso de dispositivos de
assisténcia ventricular.

e Devido a urgéncia e ao curto tempo de isquemia do coragdo, nem sempre
é possivel aguardar uma prova cruzada fisica. Por isso, o crossmatch
virtual tem especial importéncia: compara os anticorpos anti-HLA
previomente identificados no receptor com a tipagem HLA do potencial
doador, permitindo estimar antecipadamente o risco imunolégico.

Rejei¢do do transplante cardiaco

Duas formas principais de rejeicdo merecem destaque.
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Rejei¢cdo mediada por células T

Os linfécitos T do receptor reconhecem aloantigenos do doador e infiltram o
miocdardio, produzindo inflamagdo e lesGo dos cardiomidcitos.

A biépsia endomiocdardica permanece uma ferramenta fundamental para o
diagnoéstico e classificagcdo dessa forma de rejeigdo.

Rejei¢gdio mediada por anticorpos

Na rejeicdo mediada por anticorpos, os anticorpos do receptor reconhecem
principalmente antigenos presentes no endotélio vascular do enxerto.

A ligagdo dos anticorpos pode promover:

DSA — ligagédo ao endotélio — ativagdo do complemento e células efetoras —
inflamacgéo da microcirculagéo — disfungéo do enxerto

O diagnéstico resulta da integracdo dos achados clinicos, histopatoldgicos,
imunopatoldgicos e da pesquisa de DSA.

Vasculopatia do enxerto cardiaco

Uma complicagdo particularmente importante a longo prazo € a vasculopatia
do aloenxerto cardiaco, caracterizada por proliferacdo intimal progressiva e
difusa das artérias corondrias do cora¢do transplantado.

Sua patogénese &€ multifatorial, mas mecanismos imunolégicos celulares e
humorais contribuem para lesdo endotelial crénica.

A vasculopatia pode comprometer progressivamente a perfusdo do
miocdrdio e constitui importante causa de disfungdo tardia do enxerto.

Contribuigéo do laboratério

Antes do transplante:

tipificagdo HLA;

pesquisa de anticorpos anti-HLA;
determinag¢d@o do grau de sensibilizagdo;
identificagcdo de DSA,

definicdo dos antigenos inaceitdaveis;
crossmatch virtual;

crossmatch fisico quando indicado e possivel.

Apods o transplante:
e monitoramento de anticorpos anti-HLA;
e pesquisa de DSA persistentes ou de novo;
e correlagcdo dos DSA com suspeita de rejeicdo;
¢ integracdo dos resultados imunolégicos com a bidépsia endomiocdardica e
a funcdo do enxerto.
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Conceito essencial

No transplante cardiaco, a compatibilidade HLA tem importdncia, mas
geralmente ndo determina isoladamente a escolha do doador. A identificagdo
de anticorpos anti-HLA e DSA e o uso do crossmatch virtual séo
particularmente importantes devido ao curto tempo disponivel para a
realizagdo do transplante.

Apbs o procedimento, devem ser consideradas tanto a rejeicdo mediada por
células T quanto a rejeico mediada por anticorpos, além da vasculopatia
cronica do enxerto.

[N

Figura 3. Equipe do Primeiro Transplante Cardiaco do Rio Grande
do Sul. Na foto sentados, os cirurgiées Paulo Prates, Ivo Nesralla,
Fernando Lucchese, Renato Kalil e o imunologista Luiz Jobim

3. Transplante hepdatico

O transplante hepdtico apresenta caracteristicas imunologicas particulares
quando comparado aos transplantes renal e cardiaco. O figado possui
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relativa tolerogenicidade imunolégica e, de modo geral, apresenta menor
dependéncia da compatibilidade HLA para a selegéio do doador. Apesar disso,
respostas celulares e humorais podem provocar rejeicdo e comprometer o
enxerto.

Avaliagdo imunolégica pré-transplante

A compatibilidade ABO tem importdncia na selegdo do doador, enquanto a
compatibilidade HLA, embora possa influenciar alguns desfechos, geralmente
ndo constitui o principal critério para a alocagéo do figado.

A pesquisa de anticorpos anti-HLA e de anticorpos especificos contra o
doador (DSA) pode fornecer informagées sobre o risco imunolégico,
especialmente em receptores sensibilizados.

Uma particularidade importante é que, diferentemente do transplante renal, a
presenca isolada de DSA ou uma prova cruzada positiva ndo representa
necessariamente contraindicagdo ao transplante hepatico.

Esse comportamento tem sido relacionado d grande massa do 6rgdo, d sua
capacidade de absorver parte dos anticorpos circulantes e ds propriedades
imunorreguladoras do figado.

Rejeicdio mediada por células T

Na rejeicdo celular, os linfécitos T do receptor reconhecem aloantigenos do
doador e desencadeiam resposta inflamatoéria no enxerto.

A rejeicdo celular aguda apresenta caracteristicamente:

inflamagéo portal — lesé@o dos ductos biliares — endotelite
A bidpsia hepdatica ocupa posicdo central no diagndstico da rejei¢cdo.

As alteragdes das enzimas hepdticas ndo sdo especificas e devem ser
diferenciadas de outras causas de disfungcdo do enxerto, como infecgdes,
toxicidade medicamentosa e complicagdes biliares ou vasculares.

Rejei¢gdio mediada por anticorpos

A rejeicdo mediada por anticorpos (AMR) & menos frequente no figado do que
nos transplantes renal e cardiaco, mas pode ocorrer.

Os DSA, particularmente anticorpos contra HLA classe I, podem participar da
leséo endotelial e microvascular e da ativagdo do complemento.

Quando existe suspeita de AMR, a investigagdo pode integrar:
DSA + alteragdes histologicas compativeis + C4d + fungdo do enxerto

Esses achados devem sempre ser interpretados em conjunto.
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Rejei¢cdo cronica
A rejeicdo crénica pode produzir perda progressiva dos ductos biliares

(ductopenia) e alteracées vasculares, levando & deterioracdo progressiva da
funcd@o do enxerto.

Embora menos frequente com os atuais esquemas de imunossupressdo,
permanece uma possivel causa de perda tardia do figado transplantado.

Particularidade imunolégica do figado

O figado recebe continuomente grande quantidade de antigenos
provenientes do intestino através da circulagdo portal. Por isso, seu sistema
imunoldgico estd adaptado para evitar respostas excessivas contra antigenos
inofensivos.

Participam desse ambiente imunorregulador:
e células de Kupffer;
e células dendriticas hepdticas;
e células endoteliais sinusoidais;
e outras populagdes celulares com fungdes reguladoras.

Essa caracteristica ajuda a explicar a maior tendéncia 4 tolerdncia
imunoldgica do figado quando comparado a outros 6rgdos sélidos.

Em alguns receptores cuidadosamente selecionados pode ocorrer toler@ncia

operacional, situagdo excepcional em que a fungdo do enxerto &€ mantida
mesmo apds retirada controlada da imunossupressdo. Isso ndo significa que
a imunossupressdo possa ser suspensa rotineiramente.

Contribuigéo do laboratério

No transplante hepatico, a contribui¢do laboratorial inclui:
o tipificagdo ABO e HLA;
e pesquisa de anticorpos anti-HLA e DSA quando indicada;
e prova cruzada em situagdes selecionadas;
e avaliagdo bioquimica da fungdo hepdtica;
¢ investigagd@o de DSA e C4d quando houver suspeita de AMR;
¢ integracdo dos achados laboratoriais com a bidpsia hepatica.

Conceito essencial

O transplante hepdtico distingue-se dos transplantes renal e cardiaco pela
menor dependéncia da compatibilidade HLA e pela relativa tolerogenicidade
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do figado. DSA e crossmatch positivo apresentam significado diferente
daquele observado no transplante renal e ndo constituem, isoladamente,
contraindicagdo obrigatéria ao procedimento.

Na investigacdo da rejeicdo, a bidpsia hepdtica ocupa posicdo central,
devendo ser interpretada em conjunto com os dados clinicos, bioquimicos e,
quando indicado, com DSA e C4d.
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TRANSPLANTE HEPATICO

Aspectos imunolégicos e principais caracteristicas
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I
+ cutra cova nllo Mumchigicas mantendo a fungdo do enxerto mesmo sem imunossupressio
(situaciio excepcional).
CONTRIBUICAO DO LABORATORIO
Tipagem Pesquisa de s '. " Prova cruzada Avaliacho DSA e Cad Integragio com
ABO & HLA anticarpos i (quando bioquimica da quando suspeita bidpsia hepdtica
anti-HLA & DSA "5- ‘u indicada) fungio hepitica da AMR # dados chinicos

CONCEITO ESSENCIAL
Mo transplante hepatico, a compatibilidade HLA tem menor peso para a selegio do doador & DSA/crossmatch positive
ndo sdo, isoladamente, contraindicagdes. A bidpsia hepatica ¢ fundamental para o diagnéstico da rejeigiio celular
@ de outras causas de disfuncio do enxerto. O figado apresenta maior tolerogenicidade imunolégica entre os drgaos sdlides.
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Figura 4. Transplante hepatico: aspectos imunolégicos

4. Transplante pulmonar

O transplante pulmonar apresenta particularidades  imunolégicas
importantes. O pulméo transplantado permanece continuamente exposto ao
ambiente externo através das vias respiratérias e possui extensa superficie
vascular e epitelial, fatores que contribuem para a ocorréncia de respostas
inflamatoérias e imunoldgicas contra o enxerto.

A rejeicdo pode ser mediada por células T ou por anticorpos, e a disfungéo
cronica do enxerto constitui uma das principais limitagdes para a sobrevida
pulmonar a longo prazo

Avaliagé@o imunolégica pré-transplante

Assim como nos demais transplantes de érgdos sélidos, sGo importantes:
o tipificacdo HLA,;
pesquisa de anticorpos anti-HLA;
avaliagéo do grau de sensibilizagdo;
identificac@o de anticorpos especificos contra o doador (DSA);
prova cruzada fisica ou virtual, conforme a situagdo clinica e o protocolo
do servico.

A compatibilidade HLA é desejavel, mas a selecdo do doador também
depende de fatores clinicos e da necessidade de realizar o transplante em
tempo adequado.

A presenca de DSA pré-formados, particularmente quando em niveis
clinicamente relevantes, pode aumentar o risco de rejeico mediada por
anticorpos e deve ser considerada na avaliagdo do risco imunoldgico.

Rejei¢éio mediada por células T

Na rejeicdo celular agudaq, linfécitos T do receptor reconhecem aloantigenos
do doador e infiltram o enxerto pulmonar.

Histologicamente, a rejeicdo celular caracteriza-se principalmente por
infiltrados  inflamatérios  perivasculares, podendo também  ocorrer
comprometimento das pequenas vias aéreas.

A biépsia pulmonar transbrénquica possui papel importante na investigagdo
da rejeig¢do.
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Rejeico mediada por anticorpos

Na rejeicéio mediada por anticorpos (AMR), DSA podem reconhecer moléculas
HLA presentes no endotélio vascular pulmonar, desencadeando lesdo da
microcirculacgdo.

De maneira simplificada:
DSA — ligagdo ao endotélio = mecanismos efetores/complemento — leséo
microvascular — disfun¢éo do enxerto

O diagndstico da AMR resulta da integragdo entre:
disfungéo do enxerto + DSA + alteragdes histopatologicas compativeis =
evidéncias de ativagéo do complemento

Nenhum desses elementos deve ser interpretado isoladamente.

Disfungdo crénica do enxerto pulmonar

Uma das particularidades mais importantes do transplante pulmonar é a
disfuncdo crénica do aloenxerto pulmonar — CLAD (Chronic Lung Allograft
Dysfunction).

A CLAD representa deterioragdo persistente da fungdo pulmonar do enxerto e
pode apresentar diferentes fendtipos.

O mais conhecido & a sindrome da bronquiolite obliterante — BOS
(Bronchiolitis Obliterans Syndrome), caracterizada funcionalmente por
obstrucdo progressiva ao fluxo aéreo e associada a obliteracdo das pequenas
vias aéreas.

Outro fenétipo é a sindrome restritiva do aloenxerto — RAS (Restrictive Allograft
Syndrome), caracterizada por padrdo restritivo e alteragées fibréticas.

Mecanismos imunolégicos e ndo imunolégicos podem participar do
desenvolvimento da CLAD.

Monitoramento do enxerto

O acompanhamento apos o transplante integra:
avaliagdo clinica;

provas de fun¢gdo pulmonar, especialmente VEFI;
métodos de imagem;

pesquisa de anticorpos anti-HLA e DSA,
broncoscopia;

bidpsia transbrénquica quando indicada;
investigagdo de infecgdes.

A distingdo entre rejeicdo e infecgcdo & particularmente importante no pulméo
transplantado, pois ambas podem produzir deterioragdo clinica e funcional do
enxerto.
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Contribui¢do do laboratério

O laboratoério participa por meio da:

tipificagdo HLA;

pesquisa e caracterizagdo de anticorpos anti-HLA;

identificagcdo de DSA,;

avaliagdo da sensibilizagdo;

prova cruzada fisica ou virtual;

monitoramento de DSA apds o transplante;

investigagcdo microbiolégica das infecgoes;

integracdo dos achados imunolégicos com a fungdo pulmonar e a bidpsia.

Conceito essencial

No transplante pulmonar, HLA, DSA e prova cruzada sdo importantes para a
avaliagéo do risco imunoldgico, enquanto a bidpsia transbrénquica auxilia no
diagnéstico da rejeicdo.

Uma caracteristica fundamental &€ a possibilidade de disfungéo crénica do
aloenxerto pulmonar (CLAD), particularmente sob as formas BOS e RAS. Além
disso, a exposicdo continua do pulmdo ao ambiente torna essencial
diferenciar rejeigcdo de infecgdo durante o acompanhamento do receptor.
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TRANSPLANTE PULMONAR

Aspectos imunoldgicos e principais caracteristicas

TRANSPLANTE DOS PULMGES

AR

Pulmdes provenientes de implante des pulmies no " Pulmdes transplantados
doador falecido ou vivo com reconexio das vias aéreas e vasos B TRCRERIN

REJEIGAD MEDIADA POR CELULAS T (REJEIGAD CELULAR AGUDA)

+ Linfécitos T do receptor reconhecem
aloantigenos do doador.

AVALIAGAOD IMUNOLOGICA PRE-TRANSPLANTE

HLA) Tipificagio HLA do receptor e do doader.

=

ﬂll Pesquisa de anticorpos anti-HLA,
W/ Avaliaglo do grau de sensibilizado.

ldentificacio de anticorpos especificos contra
o doador (DSA).

« Infiltrados inflamatérios principalmente
perivasculares.

o
e

= Pode ocorrer comprometimento das

Prova cruzada fisica ou virtual, conforme a pequenas vias aéreas,

situagio clinica.

" Compatibilidade HLA é desejével, mas a seleciio
do doador também considera fatores clinicos e
necessidade de tempo adequado para o transplante.

DSA pré-formades, especialmente em niveis
clinicos relevantes, aumentam o risco de rejeigio
mediada por anticorpos.

@)=

Bidpsia pulmonar transbronquica

Importante para o diagnostico
e classificago da rejeigio celular.

>

~'!|l ‘I‘ i A e r’-°"r :g’..
‘f - --'¥ _— ¥= | —p .-x-,_ - ‘@ b, : _— Disfungdo do enxerto
e = = e, . @ piora da fungio pulmonar
1.08A 2 Ligagio ao endatélio 3. Ativagio do complemento 4. Lesio microvascular
{amti-HLA doadar) da microcinculsgho pulmonas & MECAnEmos efetones & recrulaments inflamativio
Investigagio: DSA, C4d, alteraghes histopatologicas compativeis e fungéo do enxerto.
Diagndstico de AMR = integragio de todos os achados.
DISFUNGAO CRONICA DO ALOENXERTO PULMONAR (CLAD) MONITORAMENTO DO ENXERTO
Daterioracio parsistente da fungBo BOS - SINDAOME DA BRONQUIOUITE OSUITERANTE  RAS - SINDROME RESTRITIVA DO ALOENXERTO + Avaliaghio clinica
pulmonar do enxerto. (ferstipo obstrusive) {fendtips restritive) = Provas de fungiio pulmonar (VEF,)
= Métodos de imagem
Principal causa de penda tandia + Pesquisa de anti-HLA e DSA
do enverto pulmonar, « Broncoscopia
Mecanismos Emunoldgices & + Bibpsia transbronquica
ndio imunoldgicnos podem participar, = Investigacio de infecqdes
+ Distingui rejeicho de infecg o

g Y Y 4l il v @ g e

Pesquiza ¢ " imuncligicos com &
Tipagem o 3o de So Avaliagha do grau Prova cruzada 43 funcio pulmanar e
HLA anticorpos anti-HUA deDSA desensbilizacho  (fisica ou vinual) it 5t g g a bidpeta
CONCEITO ESSENCIAL

No transplante pulmonar, HLA, DSA e prova cruzada sdo importantes para a avaliagio do risco imunolégico.

A biépsia transbrdnquica auxilia no diagndstico da rejeigio celular.

Uma caracteristica fundamental é a disfungdo crénica do aloenxerto pulmonar (CLAD), particularmente BOS e RAS.
A exposigio continua do pulmé@o ao ambiente torna essencial diferenciar rejeigiio de infecgo no acompanhamento.

Figura 5. Transplante pulmonar.
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5. Transplante de cérnea

O transplante de cérnea apresenta caracteristicas imunolégicas muito
diferentes das observadas nos transplantes de 6rgdos sélidos vascularizados.
A cérnea normal é avascular e possui mecanismos locais que reduzem a
intensidade da resposta imunoldgica, constituindo um tecido com relativo
privilégio imunolégico.

Por esse motivo, na maioria dos transplantes de cérnea de baixo risco, ndo séo
necessdarias compatibilidade HLA nem prova cruzada entre doador e receptor.

Privilégio imunolégico da cérnea

Diversos fatores contribuem para a menor imunogenicidade da cérnea:
e auséncia de vasos sanguineos na cérnea normal;

relativa auséncia de vasos linfaticos;

menor acesso de células e anticorpos circulantes ao enxerto;

caracteristicas imunorreguladoras do microambiente ocular;

mecanismos locais capazes de limitar respostas inflamatoérias.

Essas caracteristicas adjudam a explicar a elevada taxa de sucesso dos
transplantes realizados em cérneas ndo inflamadas e ndo vascularizadas.

Importéncia do HLA e da prova cruzada

Diferentemente do transplante renal, a tipagem HLA e a prova cruzada ndo
fazem parte da avaliagdo rotineira da maioria dos transplantes de cérnea.
Entretanto, a situagdo pode ser diferente nos transplantes considerados de
alto risco, particularmente quando existe:

vascularizagdo da cérneaq;

inflamagdo ocular importante;

transplantes prévios com rejeicdo;

outras condi¢gdes que comprometem o privilégio imunolégico ocular.

Nessas situagdes, o risco de rejeigdo aumenta significativamente.

Rejei¢do do enxerto

A rejeicdo corneana ocorre predominantemente por mecanismos mediados
por células T.

Quando a cérnea se torna vascularizada, células apresentadoras de
antigenos podem alcangar os linfonodos regionais e favorecer a ativagdo de
linfocitos T contra antigenos do doador.

118



As células efetoras retornam ao olho e podem produzir inflamacdo e lesdo do
enxerto.

Dependendo da camada transplantada, a rejeicdo pode comprometer
diferentes estruturas. A rejeicdo endotelial é particularmente importante
porque as células endoteliais corneanas possuem capacidade proliferativa
muito limitada.

A perda significativa dessas células pode provocar edema e perda da
transparéncia da cérnea.

Anticorpos e DSA

Ao contrdario dos transplantes renal, cardiaco e pulmonar, os anticorpos anti-
HLA e DSA ndo possuem papel rotineiro equivalente na avaliagdo do
transplante de cérnea.

A rejeicdo & predominantemente celular, embora mecanismos humorais
possam participar em determinadas situagées, especialmente em enxertos de
maior risco.

Diagnéstico e acompanhamento

O diagnodstico da rejeicdo é principalmente clinico e oftalmolégico.
Podem ocorrer:
e reducdo da transparéncia da cérnea;
edemaq;
inflamagado;
precipitados endoteliais;
perda progressiva da fungdo do enxerto.

Diferentemente dos transplantes renal, cardiaco, hepdtico e pulmonar, a
bidpsia ndo constitui método rotineiro para o diagnéstico da rejeigdo
corneana.

Contribuicdo do laboratério

Nos transplantes corneanos de roting, a participagdo do laboratério de
histocompatibilidade é limitada.

A principal contribui¢do laboratorial estd relacionada a:
e avaliacdo microbiolégica do tecido doador e do meio de preservacao,
conforme o protocolo do banco de olhos;
¢ investigagdo de infecgdes quando indicada;
e avaliagdo imunolégica em situagdes especiais ou transplantes de alto
risco.
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Conceito essencial

A cdérnea constitui um tecido com relativo privilégio imunoldégico. Na maioria
dos transplantes de baixo risco, HLA, DSA e prova cruzada ndo apresentam o
mesmo papel central observado nos transplantes de o6rgdos sdlidos
vascularizados.

A perda da avascularidade, especialmente pela neovascularizacdo da cérneq,
reduz esse privilégio imunoloégico e aumenta o risco de rejei¢do.

A rejeicGo é predominantemente mediada por células T, sendo a lesdo do
endotélio corneano particularmente importante por poder levar a edema e
perda da transparéncia do enxerto.
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TRANSPLANTE DE CORNEA

Aspectos imunologicos e principais caracteristicas

RECEPTOR

Caornea doadora Enxerto corneano Cornea transplantada

saudavel e avascular implantado no receptor no receptor
PRIVILEGIO IMUNOLOGICO DA CORNEA IMPORTANCIA DO HLA E DA PROVA CRUZADA
+ Avascularidade da cornea normal NS alole s francaidiias f Simf'?ﬁﬁ de ALT(_) RISCO:
» Auséncia relativa de vasos linfiiticos de cémea de baixo risco: * Comea vescularizada

i _ * Inflamagao ocular importante
* Menor acesso de células e anticorpos ao enxerto » Transplantes prévios

+ Microambiente ocular com propriedades Esses fatores explicam » HLA: NAO rotineiro com rejeicao
imunorreguladoras a alta taca de sucesso dos + DSA: papel limitado + Qutras condigbes que
* Mecanismos locais que limitam a resposta transplantes realizados « Prova cruzada: NAO rotineira reduzem o privilégio
. 2 em comeas ndo inflamadas imunologico
inflamatdria 5 :
AL Maior risco de rejeigdo

REJEICAO DO ENXERTO — PREDOMINANTEMENTE MEDIADA POR CELULAS T

1. CORNEA NORMAL 2. NEOVASCULARIZAGAQ 3. ATIVAGAO DE 4. RETORNO DAS CELULAS 5. REJEICAO ENDOTELIAL
{AVASCULAR) E INFLAMAGAO LINFOCITOS T EFETORAS AQ ENXERTO E DISFUNGAD DO ENXERTO

r‘_b 9.

r‘_f’ﬂt‘fh

b‘;/‘f"'-{ E — ;5_‘\‘

Privilégio imunoldgico Novos vasos permitem a entrada " g = < Linfécitos T efetores migram Lesdo do endotélio comeano

Ativagdo de linfocitos T (CD4+) R 2 . iferativa
preservado. de células apresentadoras : para a comea e liberam citocinas, ~ (Pouca capacidade proli )
de antigeno e linfécitos. contra antigenas do doador. causando inflamagcdio e lesfo. » - fd:'é'“ne_e ::';rda
ansparéncia e
ANTICORPOS E DSA DIAGNOSTICO E ACOMPANHAMENTO /’"\
Ao contririo dos transplantes de érgaos sélidos vascularizados, & “", g“;“f :-“i - dm:ﬂ < : e
03 anticorpos anti-HLA & DSA NAO possuem papel rotineiro equivalente w«asmmwuaewmnémmm k. 4

na avaliacio do transplante de comea. A rejeico & predominantements  Dif e do de dralos stiidos. E
celular, embora mecanismos humorais possam participar em situagbes a bidgsia mémmimmudw m“ap:ﬂ:; :
particulares & de maior risco. da rejeigo comeana. transparéncia

CONTRIBUIGAO DO LABORATORIO
HLA PROVA CRUZADA MICROBIOLOGIA IM'EEI,'-&S SmﬁES ESPECIAIS
Tipagem HLA Pesquisa de DSA - e y, Aaliag3o microbioldgica i Investipagdo de By puliagio imunciégica
nao & rotineira apenas em situacies de rotina { }“ | do tecido doador e do meio 3 infeccies ooulanes em transplantes de
na maioria especials ou u ; \:) de preservagio, conforme quanda indicada. 4 altorisco ou falha
dos casos. de alto risco. protocolo do banco de olhos. J priméria do ercerio.

CONCEITO ESSENCIAL

A chrmea é um tecido com RELATIVO PRIVILEGIO IMUNOLOGICO. Na maioria dos transplantes de baixo risco, HLA, DSA

e prova cruzada NAO tém o mesmo papel central observado nos transplantes de drgaos sdlidos vascularizados.

A perda da avascularidade, especialmente pela NEOVASCULARIZAGAO e pela inflamagiio, reduz esse privilégio e aumenta o risco de rejeigiio.
A rejeicio ¢ PREDOMINANTEMENTE MEDIADA POR CELULAS T, sendo a lesdo do ENDOTELIO CORNEAND particularmente importante
por poder levar a EDEMA e 3 PERDA DA TRANSPARENCIA do enxerto.

Figura 6. Transplante de cérnea
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Capitulo 10 -
Rejeicdo aos

Transplantes

10.1 Rejeicdo hiperaguda

Introducdio

A rejeicdo hiperaguda é a manifestagcdo mais fulminante da resposta imune
contra um 6érgdo transplantado. Desenvolve-se em minutos a poucas horas
apébs a reperfusdo do enxerto e resulta da presenca de anticorpos circulantes
pré-formados no receptor, dirigidos contra antigenos presentes no endotélio
vascular do doador.

Antes da introdugdo dos testes de compatibilidade imunolégica, representava
uma das principais causas de perda imediata do enxerto. Atualmente, tornou-
se um evento raro devido ao uso rotineiro da compatibilidade ABO, da
tipagem HLA, da pesquisa de anticorpos anti-HLA e do crossmatch pré-
transplante.

Bases imunolégicas

A rejeic@o hiperaguda é mediada por anticorpos pré-formados capazes de
reconhecer antigenos do endotélio do doador e ativar rapidamente o
complemento.

Os anticorpos responsdveis sdo principalmente:
¢ |gG anti-HLA classe |;
e anticorpos naturais anti-A e anti-B;
e ocasionalmente anticorpos dirigidos contra antigenos endoteliais ndo-HLA.

Esses anticorpos podem resultar de sensibilizagdo prévia por transfusdes,
gestacdes ou transplantes anteriores, conforme discutido no capitulo sobre
sensibilizagdo e anticorpos anti-HLA.
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Sequéncia fisiopatologica

Apbs a reperfus@o do 6rgdo transplantado:

1.0s anticorpos ligam-se ao endotélio vascular do enxerto.

2.0corre ativagdo imediata da via classica do complemento.
3.S80 produzidos C3a e C5a, promovendo intensa resposta inflamatoéria.
4.Forma-se o complexo de ataque & membrana (C5b-9), causando lesdo

direta das células endoteliais.

5.0 endotélio passa a expressar fator tecidual e moléculas pré-coagulantes.
6.HA ativagdo plaquetdria e da cascata da coagulagdo.

7.Desenvolvem-se trombos disseminados na microcirculagdo.

8.0 fluxo sanguineo & interrompido.

9.0 enxerto sofre isquemia macica e necrose.

Todo esse processo pode ocorrer em menos de uma hora.

Papel do complemento

A ativacdo do complemento & o evento central da rejei¢do hiperaguda.

Seus principais efeitos incluem:

lise das células endoteliais;
recrutamento de neutroéfilos;

ativagdo de macréfagos;

aumento da permeabilidade vascular;
ativagdo da coagulacdo;

trombose difusa.

A deposicdo de C4d nos capilares representa uma evidéncia da ativagdo da
via classica do complemento e constitui importante marcador diagnoéstico.

Alteragodes histopatologicas

A bidpsia demonstra:

trombose difusa de arteriolas e capilares;

necrose fibrinoide vascular;

edema intersticial intenso;

hemorragia;

infiltrado neutrofilico;

necrose isquémica do parénquima;

deposi¢cdo de IgG, IgM e C4d nas paredes vasculares.

123



REJEICAO HIPERAGUDA - ACHADOS HISTOPATOLOGICOS

Trombose vascular difusa e deposi¢ao de C4d no endotélio

Kibers > O 5 " T HOPRERoNe ST i B0 O, )1 3
Artéria interlobular com obliteragéo completa da luz por trombo fibrinoso (%) e hemacias.
Observa-se necrose fibrinoide da parede vascular (cabega de seta) e hemorragia intersticial (seta).
Y  TROMBO FIBRINOSO INTRAVASCULAR cabega de seta NECROSE FIBRINOIDE DA PAREDE VASCULAR
seta HEMORRAGIA INTERSTICIAL

B. DEPOSICAO DE C4d - IMUNOHISTOQUIMICA
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Marcagao imunohistogquimica para C4d mostrando depdsito intenso e difuso nas paredes de arteriola e
capilares glomerulares (setas), indicando ativagdo da via classica do complemento mediada por anticorpos.

-
d P = ~
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INTERPRETACAO
* A combinagio de trombose vascular difusa, necrose fibrinoide e deposicdo de C4d é diagnéstica de rejeicdo hiperaguda.
+ As alteragbes podem ser detectadas em minutos a poucas horas apds a reperfusao do enxerto.

TECNICA: C4d - Imunoperoxidase | Aumento: A.400x B. 400x
Figura 1. Rejei¢céo Hiperaguda
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FISIOPATOLOGIA DA REJEICAO HIPERAGUDA

Anticorpos pré-formados, ativacdao do complemento, trombose e perda imediata do enxerto

€ wmcoreos €) ueacionos © mwgionama  €)) ceracione © rorwcionocowpen () LesioenoTELAL
CLASSICA DO ANAFLATOXINAS

PRE-FORMADOS ANTICORPOS AD DE ATAQUE A MEMBRANA E EXPOSIGAO DE

ENDOTELIO DO COMPLEMENTO (C5b-9) FATORES PRO-
ENXERTO COAGULANTES

0 receptor possui 0s anticorpos ligam-se A ligacdo dos anticorpos Formagdo de C3a e C5a, 0 complemento forma o A les3o endotelial leva

anticorpos circulantes aos antigenas ativa a via classica do que recrutam e ativam complexo de ataque 3 & exposicio de colégeno

especificos contra expressos na superficie complemento. neutrdfilos, aumentam a membrana, causando lesio e fator tecidual, ativando

antigenas do doador das células endoteliais permeabilidade vascular & morte das células plaquetas e a cascata da

(ABO, HLA classe /1l ou do doador. eamplificam a inflamacdo.  endoteliais. coagulacio.

outros antigenos

endoteliais).

) AnVACAO DA COAGULAGAD () TRoMBOSE VASCULAR () 1s0uEMIA E NECROSE () PERDA IMEDIATA
E DAS PLAQUETAS DIFUSA DO ENXERTO DO ENXERTO
Ativago da via exrinseca da coagulacio Formagdo de trombos de fibrina e A oclusdio vascular impede a 0 drgdn transplantado
¢ agregagso plaguetiria. W) Lqetsemateobs coplaes WP peruslodobrgo leandod WP perdesua furcloem

& vénulas do enxerto. isquemia & necross. minutos a poucas horas.

FALENCIA DO ENXERTO

PREVENCAD: A CHAVE PARA EVITAR A REJEICAO HIPERAGUDA

Compativiidade | Tosgem ||| || Pessuisadeantcopos |+ ) Crossmatchnegatie Nesiacie immakigica
ABO HLA U avmaeranse Clg Cdq (cioocidate/clomeriad fux) completa do receptor

Figura 2. Fisiopatologia da rejei¢cdo hiperaguda
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Manifestagées clinicas
As manifestagées variam conforme o érgdo transplantado, mas incluem:
Rim

e auséncia imediata de diurese;

e enxerto endurecido e cianético;
e aumento rdpido da creatinina.

Coracdo
e faléncia imediata da contratilidade;
e choque cardiogénico.

Figado

e auséncia de fun¢do hepdtica;
e hemorragia;

¢ instabilidade hemodindmica.

Diagnéstico

O diagnéstico baseia-se na combinagdo de:

evolucdo clinica extremamente precoce;

demonstracdo de anticorpos especificos contra o doador (DSA);
bidpsia do enxerto;

imunohistoquimica para C4d;

testes imunolégicos pré-transplante.

Prevencgdo

A rejeicdo hiperaguda tornou-se rara porque a avaliagdo imunoldgica pré-
transplante permite reconhecer incompatibilidades e anticorpos clinicamente
relevantes.

A prevengd@o integra compatibilidade ABO, tipificagdo HLA, pesquisa de
anticorpos/DSA e prova cruzada, métodos apresentados nos capitulos
anteriores.
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COMPARACAO ENTRE 0S PRINCIPAIS TIPOS DE REJEICAO DE TRANSPLANTES

Parte 1 — Caracteristicas imunoldgicas, clinicas e histopatolégicas (1/2)

REJEICAO MEDIADA POR REJEICAO CELULAR AGUDA

CARACTERISTICAS | REJEICAO HIPERAGUDA | a\micoRpos (ACR) AGUDA | (MEDIADA POR LINFOCITOS )

Minutos a poucas horas Dias a semanas Dias a meses
TEMPO DE INiCIO (mediatamente apds (pode ocorrer mais (geralmente 1 semana
a reperfusdo do enxerto) precocemente se houver a 6 meses, podendo
anticorpos pré-formados) ocorrer mais tardiamente)

Anticorpos do tipo IgG

Anticorpos pré-formados Linfocitos T do receptor
PRINCIPAIS | P AEO #: (anti-HLA dlasse l e I, Mtdne! s ;
anti-ABO, anti- + Thl, CD8+ citotdxicos
MEDIADORES ol antiendoteliais) " } 5
: : e nti
IMUNOLOGICOS classe |, antiendoteliais, Podem ser pré-formados conhecem antigenos do
outros) doador via moléculas HLA

ou produzidos apés

o transplante (de novo)

PAPEL DO Ativagdo intensa da via classica Ativacdo variavel: presente Geralmente ndo é o
COMPLEMENTO (essencial). Deposico de na maioria dos casos. mecanismo principal.
Cdd intensa. Deposigdo de C4d nas Pode haver ativagdo
arvores vasculares. secundria.
* Trombose difusa de arteriolas + Lesio de endotélio e capilares et ot
g ;:::ef:brinoid T I:Dcapi.faritf} + Tubulite (linf.): linfécitos no epitélio tubular
. , *+ Duplicagdo da membrana basal + Endotalie (vasos): lafbdtos
ACHADOS , * Hemorragia e edema intensos 4 Fipringide e trombose focal infiltrando o endotélio
HISTOPATOLOGICOS  * Infiltrade neutrofilico & Gl oo e N i bty

* Deposicio difusa de IgG, IgM e peritubulares e glomerulares

» Cdd geralmente negativo
C4d nas paredes vasculares e egat

* Infiltrado de mononucleares
e neutrdfilos

RS L vl LAy
y - ! 4 b
sl Sy e ff'f

Trombose difusa de arteriola com

Tk ) Depésito intenso de Cdd em capilares Infiltrado linfocitdrio intersticial com
necrose fibrinoide e hemorragia : : s -
. = glomerulares (imunchistoquimica). tubulite (HE).
intersticial (HE).
ABO: sistema ABO sanguineo | HLA: antigeno leucocitario humano | Cdd: fragmento de clivagem do C4 do complemento

Figura 3. Diversos tipos de rejei¢éo |
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COMPARACAO ENTRE 0S PRINCIPAIS TIPS DE REJEICAO DE TRANSPLANTES

Parte 2 — Caracteristicas imunoldgicas, clinicas, diagndsticas, tratamento e progndstico (2/2)

CARACTERISTICAS

REJEICAO HIPERAGUDA

REJEICAO MEDIADA POR
ANTICORPOS (ACR) AGUDA

REJEICAO CELULAR AGUDA
(MEDIADA POR LINFOCITOS T)

MAH'FESTA[;GES * Auséncia imediata de funcio do enerto Disfuncdo do enverto apds dias/semanas ~ » Disfundo progressiva do enxerto
ElIHlCAS * Aniiria desde o transplante * Aumento de creatinina/proteintiria * Aumento de creatinina
Ri * Enyerto ciandtico e edemacia * Hematiiria * QOligiria
(Ex.: Rim) Enverto ciandtico e edemacizdo Hematisi Oligiri
# Dor/hipatensio (dependendo do drgan)  # Pode evoluir para perda tardia do enxerto ~  Febre e dor podem ocorrer
EXAMES . C 4 posio [CDC o cimebd) * DSA (anticorpos especificos do doador) | Crossumaii negplivs
; detectaveis
IMUNOLOGICOS .« Presena de anticorpos pré-formados  , ~44 positivo na biépsia * Nio ha anticorpos especificos
(anti-ABO, anti-HLA, antiendoteliais) Crossmatch pode ser positivo do doador
ou negativo
N3o ha reversibilidade Plasmaférese, imunoglobulina IV, Corticosteroides em altas doses,
TRATAMENT ' : : ]
0 R — rituximabe, bortezomibe, inibidores ~ juste da imunossupresso
do complemento (ex.: eculizumabe) (inibidores de calcineurina,
normalmente necessaria. A ekl 3 antimetabélitos, anticorpos
otimizagao da imunossupressdo. :
anti-linfocito).
Compatibiidade ABO, pesquisade ~ Monitorizacéo de DSA, boa
PREVENCAO anticorpos anti-HLA (PRA, DSA), imunossupressao, adesao ao Imunossupressdo adequada desde
crossmatch negativo antes do tratamento, prevencio de o transplante, adesao rigorosa ao
T sensibilizagdo (transfuses YT
transplante. Dessensibilizagao em 5 . tratamento e monitorizagao clinica.
desnecessarias, gestagbes
casos selecionados. -
quando possivel).
PROGNOSTICO  Muito ruim — perda imedi Variavel - pode levar a penda Geralmente bom com diagndsti
perda imediata eraimente bom com diagnostico

IDEIA-CHAVE

do enxerto.

tardia do enxerto, mas alguns

casos respondem ao tratamento.

precoce e tratamento adequado.

Rejeicao hiperaguda = anticorpos pré-formados + complemento + trombose (minutos—horas)
Rejeicdo mediada por anticorpos = anticorpos (pré ou de novo) + complemento + lesio vascular (dias-semanas)
Rejeicao celular aguda = linfocitos T + citocinas + inflamagéo intersticial (dias-meses)

ABO: sistema ABO sanguineo |  HLA: antigeno leucocitirio humano |  CDC: cytotoxicity dependent complement | DSA: doador especifico anticorpo

Figura 4. Diversos tipos de rejei¢éo Il
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Correlagéao clinica

Uma paciente com mdltiplas gestagbes apresenta anticorpos anti-HLA
detectados no painel imunolégico. Recebe um rim de doador com antigenos
correspondentes sem identificagcdo prévia dos anticorpos especificos. Apds a
reperfus@o, o enxerto torna-se rapidamente cianético e ndo inicia diurese. A
bidpsia evidencia trombose vascular difusa e deposicdo de C4d, confirmando
rejeicdo hiperaguda.

Conceitos essenciais

e A rejeicdo hiperaguda ocorre em minutos a poucas horas apds a
reperfus@o do enxerto.

e Resulta da presenga de anticorpos pré-formados contra antigenos ABO,
HLA ou outros antigenos endoteliais.

e A ativagdo da via classica do complemento desencadeia lesGo endotelial,
inflamagdo e trombose.

e A deposicdo de C4d constitui importante marcador da ativagdo do
complemento.

e O enxerto sofre isquemia e necrose irreversiveis, geralmente exigindo sua
remocdo.

o A prevencgdo depende de compatibilidade ABO, tipagem HLA, PRA, pesquisa
de DSA e crossmatch negativo antes do transplante.

10.2 Rejeicdo mediada por anticorpos (AMR)

Introducgédo

A rejeicdo mediada por anticorpos (AMR) resulta da interacdo entre
anticorpos especificos contra antigenos do doador (Donor-Specific
Antibodies - DSA) e o endotélio vascular do enxerto. Diferentemente da
rejeicdo hiperaguda, que ocorre imediatamente apds o transplante devido &
presenca de anticorpos pré-formados, a AMR geralmente se desenvolve dias,
semanas ou meses apds o transplante, podendo também manifestar-se
tardiamente.

A ligagdo dos DSA das moléculas HLA presentes no endotélio desencadeia
ativagdo do complemento, inflamagdo da microcirculagéo e lesdo vascular
progressiva, comprometendo a fungdo do enxerto.
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Bases imunolégicas

Os anticorpos envolvidos s@o, principalmente:
e |gG anti-HLA classe |;
e |gG anti-HLA classe I
e anticorpos contra antigenos ndo-HLA (menos frequentes).

Os DSA podem ser:
e pré-existentes;
e produzidos de novo apés o transplante.

Formacdo dos DSA

A formacdo de DSA envolve cooperacdo entre células apresentadoras de
antigeno, linfécitos T auxiliares, linfécitos B e plasmécitos. A caracterizagdo
laboratorial desses anticorpos foi apresentada no capitulo anterior.

Apbs ativagdo, ocorre producdo continua de anticorpos dirigidos contra
moléculas HLA do enxerto.
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Mecanismo fisiopatolégico

FISIOPATOLOGIA DA REJEICAO MEDIADA POR ANTICORPOS (awr)

DSA — ligagao ao HLA do endotélio — ativagdo do complemento — deposigdo de C4d —
capilarite/glomerulite — inflamagdo da microcirculagdo — lesdo vascular — fibrose — perda do enxerto

1. DSA & = N "
- : 2. LIGAGAO DOS DSA 3. ATIVAGAD DA VIA CLASSICA ik
specificos 2 : 4. DEPOSICAD DE C4d

Linficitos B do receptor, Os DSA ligam-se as mobéculas HLA A ligagdio dos DSA ativa a via clissica A clivagem do C4 leva & deposicio
com ajuda de linfécitos T, do doader presentes na superficie do complemento. de Cdd na parede dos capilares
diferenciam-se em plasmécitos das células endoteliais dos vasos peritubulares, marcador da
que produzem anticorpos IgG do enxerto, Clg Cho-gp C2 ativacio do complemento
especificos contra antigenos \ mediada por anticorpos.
HLA do doador (DSA). % con

HLA do doador - Cad depositado

DETECGAD DE C4d
* Imunofiucrescéncia
DSA (Ig6) Célula , s S
Donor-Specific Antibodies Skt oSt e Imuno-histoquimica
)
\d
5. CAPILARITE E GLOMERULITE 6. INFLAMAGAO DA MICROCIRCULAGAO 7. LESAO VASCULAR
Ativacao endotelial e recrutamento de Citecinas, quimiocinas ¢ mediadores inflamatdrios Leséic endotelial, edema, trombose de
células inflamatérias causam inflamacio amplificam a resposta, aumentam a permeabilidade capilares e hipertrofia da intima levam

dos capilares peritubulares e glomerulares. vascular & promovem disfungdo endotelial, & reducdo da perfusio do enxerto.

Mondcito!
Neutréfile Macrdfage Linfécite Plaquetas

Infiltrado de neutréfilos  Infiltrado inflamatéric * THF-0. IL-16. 1L-6 * Alvagto e levlo endotelal

& mononucleares no de mononucleares + Quimiocinas (MCP-1, IL-8) v Aumento da permeabididade ' mmfﬂi[:‘ml du pnlzli::l
capilar peritubular & neutrdfilos no glomérulo * Moléculas de adesio + Atvacdo da coagulacio
(ICAM-1, VCAM-1, E-selectina)  + Recrutamento colular ok gR o dc S
8. FIBROSE E REMODELAMENTO 9. PERDA DO ENXERTO RESUMO DA SEQUENCIA
A lesdo vascular cronica evolui para fibrose A progressio da fibrose e da esclerose vascular FISIOPATOLOGICA
intersticial e glomeruloesclerose. cubmina em faléncia funcional do érgiio transplantad, D‘j"‘
Ligacio ao HL: do endotélio
MANIFESTAGOES CLINICAS Ativagio do clomplemlnto
» Aumento da creatining 5
Dey de Cdd
+ Hiperiensdo Capilarite !‘Glamerulile
* Reducho progressiva da Inflamagéo da micracirculaciio
fungio do enxerto il
- 5 . = Mecessidade de didlise Lesdo vascular
« Fibrose intersticial e atrofia tubular AR AR 3

= Glomerulossclerose
= Perda de capilares peritubulares

Fibrose ¢ remodelamento
+

Perda do enxerto
f CORRELAGAO COM 0S TESTES LABORATORIAIS
DSA (Donor-Specific Antibodies) Crossmatch Cad Bitpsia do enxerto Outros exames
(compatibdidade) (marcador de ativagho (padrio-cura)
do complements)
Y + Pespina por nssion de fase siida ¥y = Chowcidade dependente do 4+ g " Formlo s smirio
Yr (Lusmingx®) T ¥ b complements (CDC) * Imunoflucrescbncia = Balacbo de capdanite, | | lereatrena, probirasa)
» Detoct DSA peé-ristentes ou 9000 . Citometria de Suso oulmumchisioquinica ;ﬁ: pomenfte, infitrad + Exchuih ¢ outras
Y g nowo G060 » Posti indica it sevado * Deponsilo em caghanes .'\Kb m.rm u ““*:':W
. L de AMR pertubutares « forte + Clussificacio I calur,
Interixinge Enpotiad por MFI e A L'J Bowscadacie, aeieccde)

A rejeicio mediada por anticorpos pode ocorrer precocemente ou tardiamente apds  transplante e é uma causa importante
de disfuncao tardia e perda do enxerto.
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Figura 5. Fisiopatologia da rejeicdo mediada por anticorpos

Papel do endotélio
O endotélio constitui o principal alvo dos anticorpos.

Apbs sua ativagdo ocorre:

expressdo de ICAM-T;

expressdo de VCAM-1;

producdo de quimiocinas;

ativagdo da coagulacdo;
recrutamento de neutrofilos;
recrutomento de mondécitos;

aumento da permeabilidade vascular.

Papel do complemento

A ativacdo da via classica produz:
e C3q;
e Cbq;
e complexo de ataque @ membrana (C5b-9).

O principal marcador histolégico é:
Deposig¢do de C4d nos capilares peritubulares.

Embora nem toda AMR seja C4d positiva, sua presenca representa forte
evidéncia de ativagdo do complemento mediada por anticorpos.

Alteragées histopatologicas

Os principais achados incluem:

capilarite peritubular;

glomerulite;

edema endotelial;

infiltrado de neutrofilos;

deposi¢cdo de C4d;

duplicagéo da membrana basal (formas crénicas).

Segundo a Classificagdo de Banff, o diagnostico integra:
¢ evidéncia histolégica de lesdo;
e evidéncia de interacdo anticorpo-endotélio (C4d ou alteracées
moleculares);
e presenca de DSA circulantes.
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HISTOPATOLOGIA DA REJEIGAO MEDIADA POR ANTICORPOS (awr)

Principais achados microscépicos e critérios de Banff (rim)

CAPILARITE PERITUBULAR (pte) GLOMERULITE (g) ALTERAGOES ENDOTELIAIS COLORAGAD PARA C4d

(esio da mic culachs peritubular) (hesSo da microc lomerular) [ediema & tums o endotelial) (marcador de ativacio do complemento)

J T . - - = et e
Infiliraghio de neutrdfilos @ mononucieares Infiltragho de neutréfilos e mononucleares Ederna & tumsfagho das chiulas endotelials Deposicho linear ¢ granular de Cdd na parede
nos capilanes pertubulanes. com nos capilanes glomerulanes com edema com reducho da luz capilar das 3 parill i
edema endotelial ¢ manginacio celular, endatelial & proliferacho endocapilar. Pode haver bempd fbrina ¢ extravasamento. ativacio da wia clissica do complemento
{HE, 400x) {HE, 40:0x) (HE, 400x) mediada por anticarpas.

(IHC para Cad, 400x)

OUTROS ACHADOS ASSOCIADOS A AMR

{capilarite & glomerutite).
(HE, 400x) (HE, 400x)

CRITERIOS DE BANFF PARA DIAGNOSTICO DE AMR (RiM)

1. EVIDENCIA DE LESAO TECIDUAL 2. EVIDENCIA DE INTERAGAQ ]
2 ARTICORPO=BH00TRID 3. EVIDENCIA SOROLOGICA

Pele mencs 1 dos seguintes achados: Pt e N Presenca de anticenpos especificos do doador
. (DSA) no zoro do receptor, detectados por:

imm"*::::i“m DaposkiRode Didism : + Ensaios de faze solida (Luminex®)
e i * Imunoflsgrescincia Bnear (difusy) . B o por &
« Escore Banff: ptc = 1 o de Muxo (opcional)
+ = Imuno-histoquimica (= 1+) +,
Glomerulite (g) g FT Citomitria de fluxs

Iefillr e inflamatin nos capilares oy o | Y 1
ghomandures | FR8® = Hogativo
* Escore Bamf: g 2 1 @@ e
ou 08P w Positivo
‘Outros achados de microvasculite e = P bocla de C44) @08
A" oy : ; : e TOBD .
+ Infiltragio do neutréfiles #inairn ghalcy corputivl comn e e R e e
 Fibeina intrahiminal * Outros parfis meleculares validados bersidude i sresobenda
& (Inica que os anticorpos estio interagindo (Indica que hd anticorpos circulantes contra
(Quiclo'atual o vecants da ocirculagdo) com o endotélio do enxerto) antigenos do dosdor)
CLASSIFICAGAO DE BANFF — ESCORES SEMIQUANTITATI
LESAD DEFINIGAD ESCORE DESCRICAD | DIAGNGSTICO DE AMR (BANFF) |
picdl ;
AMR DEFINITIVA: requisiles obrigatirias
Caplarite S picl Lowe (x 10% dos capilures)
il - picz Moderada (11—50% dos. capilares) 1+ 2+ 3 presentes
3 Girave (> S0% dos caplares)
: = AMR PROVAVEL:
1 + 2 presentes (Cad negative mas com
gl Lewe (= 5% dos glomérulos)
Glamerulte (g) bevhiltracks em capilanes glomerdares B2 Moderada (26-50% des gloménios) assinatura molecular ou achados sugestivos)
] Grave (> 50% don glormbrulan) & DISA presente
¢ Haguiva AMR POSSIVEL:
" 1= Fotal (1-10% dos capilanes)
set 2s Difuss {11 - 50% dos capilaret) 1 presente + DSA presents, mas sem
R Difusa forte (> 50% dos capilares) evidincia clar de interagho anticorpo - endatilio
PONTOS-CHAVE | LEGENDA
= A rejeicho medisda por anticorpos & caracterizada por lesho da microcinculacSo do enxerto.
+ 3 achados " 340 caplirite peritubular, glamenilile, edema endatelisl & deposicla de Cad. e ) et Y semeroma
* O diagreéatico de AMR requer integragio enfre bidpsia (morfologia), C4d (cu assinaturas moleculares) & DSA circulantes. @w C_}D-v;wh G ol bebular
o

* A bidpsia do enzerto continua serdo o padrio-owro para o diagndstico.

Figura 6. Histopatologia da rejei¢céo por anticorpos
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Diagnéstico laboratorial

A pesquisa de DSA por ensaios de fase sélida (Luminex®) deve ser integrada
aos achados histolégicos e a avaliagdo da interagdo anticorpo-endotélio.

Quando pertinente, a prova cruzada celular pode ser realizada por CDC ou
citometria de fluxo;, seus principios e interpretagdo foram discutidos no
capitulo de prova cruzada.

Biopsia
A bibpsia do enxerto permanece central para a confirmagdo diagndstica e
para a aplicagdo dos critérios histoldégicos de Banff.

O C4d pode ser pesquisado por imunofluorescéncia ou imunohistoquimica e
deve ser interpretado em conjunto com os demais critérios diagnésticos.

Principais manifestagées clinicas
Rim

aumento progressivo da creatining;
proteindria;

hipertensdo;

redugdo da TFG.

Coracdo
e deterioracdo progressiva da fungdo ventricular.

Pulmdo
e queda da fungdo pulmonar.

Figado
alteracgdes progressivas das enzimas hepdaticas.

Tratamento

O tratamento procura remover ou neutralizar os anticorpos e reduzir sua
producdo.

As principais estratégias incluem:
e plasmaférese;
imunoglobulina intravenosa (IVIG);
rituximabe;
bortezomibe;
inibidores do complemento (eculizumabe, em casos selecionados);
otimizagd@o da imunossupressdo.
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Correlagéo clinica

Um paciente submetido a transplante renal apresenta aumento progressivo
da creatinina trés meses apds o transplante. A pesquisa por Luminex identifica
DSA anti-HLA-B45 antes mesmo da elevagdo da creatining; outros anticorpos
detectados ndo correspondem aos antigenos do doador e, portanto, ndo séo
DSA. A bidpsia demonstra glomerulite, capilarite peritubular e deposicdo de
C4d. O conjunto é compativel com rejeicdo mediada por anticorpos, evoluindo
para perda do enxerto.

Receptor : A23,30,B41,57,DR8,13,0Q1,3 DSA:
Doador: A23,36, ,70,DR11,13,0Q1,6 NDSA:B8,B844,B55,872,876,882

Intensidade de Fluorescéncia

12000 10
Creatinina

— i — S i =
10

Meses apos o transplante

Figura 7. Caso clinico

Conceitos essenciais

e A rejeicdo mediada por anticorpos & causada pelos DSA dirigidos contra
antigenos HLA do doador.

e Os DSA podem estar presentes antes do transplante ou surgir de novo.

¢ O principal alvo é o endotélio vascular.

e A ativacdo da via cldssica do complemento leva a deposi¢cdo de C4d,
inflamacdo da microcirculagéo e lesdo vascular.

e O diagnéstico baseia-se na integracdo entre histopatologia, C4d, DSA e
critérios de Banff.

e O tratamento inclui plasmaférese, IVIG, rituximabe e ajuste da
imunossupressdo.
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10.3 Rejeicdo aguda mediada por células T (TCMR)

Introducgédo

A rejeicdo aguda celular € a principal forma de rejeicdo observada nas
primeiras semanas ou meses apds o transplante. Caracteriza-se pela
ativagdo dos linfécitos T do receptor contra os aloantigenos expressos pelo
enxerto, desencadeando uma resposta inflamatéria que leva & destruicdo das
células do érgdo transplantado.

Ao contrdrio da rejeicdo hiperaguda, mediada por anticorpos pré-formados, a
rejeicdo celular depende da ativagdo clonal dos linfécitos T apds o
reconhecimento dos antigenos do doador. O desenvolvimento de terapias
imunossupressoras reduziu significativamente sua incidéncia, mas ela
permanece uma das principais causas de disfuncdo precoce do enxerto.

Bases imunolégicas

A rejeicdo aguda mediada por células T resulta do reconhecimento dos
aloantigenos do doador pelos linfocitos T do receptor. Esse reconhecimento
ocorre principalmente pelas vias direta e indireta.

Na via diretg, linfécitos T do receptor reconhecem moléculas HLA intactas
apresentadas pelas APCs do doador. Na via indireta, proteinas do doador séo
processadas pelas APCs do receptor e apresentadas como peptideos em
moléculas HLA préprias.

A ativagdo completa dos linfécitos T depende de trés sinais: reconhecimento
do complexo HLA-peptideo pelo TCR, coestimulacdo e acdo de citocinas,
especialmente IL-2.

Os linfécitos T CD8+ exercem citotoxicidade direta, enquanto os T CD4+
produzem citocinas que amplificam a resposta inflamatéria e recrutam outras
células. O resultado é inflamagdo, lesdo endotelial e dano ao enxerto.

Nos transplantes renais, os principais achados incluem infiltrado intersticial,
tubulite e arterite, avaliados segundo os critérios da Classificagdo de Banff.
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REJEICAO AGUDA MEDIADA POR CELULAS T

Da ativacdo linfocitaria a lesao do enxerto

o Vias de alorreconhecimento

e Ativacdo dos linfocitos T

Via diret Via indireta A ativacdo completa requer trés sinais.
APCs do doador apresentam Proteinas do doador sdo \_/ L/lg/
HLA intacto aos linfocitos T processadas pelas APCs do receptor

do receptor. e apresentadas como peptideos. (S

HLA + peptideo —q |fs

do doador do doador
S
cD28 IL-2
HLA do doador (outras citocinas)
I
e %a
e
Linfécito T
do receptor
Sinal 1 Sinal 2 Sinal 3
+ Predomina nas fases iniciais + Mantém a resposta ao longo ziognmh:fé;lem EBEZTEEE(;;;CD&E (p:n;itzccilxi}nente IL-2.
» Ealtamente imunogénica o HLA-peptideo Na auséncia desse ~ Promovem expansio
« Ativa linfécitos T CD4+ e CD8+ = Tem papel importante na pelo TCR. sinal ocorre clonal e diferenciagéo
rejeicdo cronica . dos linfécitos T.
] anergia.
efetores.
e Mecanismos efetores
Linfécitos T CD8+ (citotdxicos) Linfécitos T CD4+ (auxiliares)

f" -

Destroem diretamente células do enxerto por: Secretam citocinas que recrutam e ativam

outras células inflamatorias.
+ Perforina Macroiagos
+ Granzimas @ = L2
* Interagdo % 2 » |FN-y
Fas—Fasl. ] . TN Neutrbﬂlos
4 Células NK
) eol.ltrasoélulas
CD4+ mflama!{:rias
o Inflamacao e lesdo vascular o Alteracoes histopatoldgicas
Expressio de Recruta Lesio endotelial Principais achados (exemplos no rim):
pressio mento  Lesdo endote . Toes R N
moléculas de adesio  leucocitério ¢ edema Principais efeitos das citocinas: 3;,-5 ".‘.i'-"*" ahE L g A E _g,.?
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A rejeicio aguda mediada por células T resulta da ativagdo linfocitaria,
com inflamacao, lesao endotelial e dano ao enxerto.

Figura 8. RejeicGo aguda mediada por células T: vias de
alorreconhecimento, ativagcdo linfocitaria, mecanismos efetores,
inflamacéo vascular e alteragées histopatolégicas.
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HISTOPATOLOGIA DA REJEICAO CELULAR AGUDA

Achados histologicos caracteristicos e critérios de Banff (rim)

1. INFILTRADO LINFOCITARIO INTERSTICIAL 2. TUBULITE 3. ENDOTELITE
Y ;

Infiltrado de linfocitos mononucleares no intersticio Infiltrago de linfocitos no epitélio tubular e no limen Infiltragdo de linfocitos no endotélio de vénula

entre o5 tibulos (setas). (setas). A tubulite reflete agresséo direta ao epitélio | | peritubular (setas). Representa inflamacio vascular
E o achado mais precoce da rejeicio celular aguda. tubular pelos linfécitos T efetores. e estd associada a maior risco de perda do enxerto.
(HE, 400x) (HE, 400x) (HE, 400x)

4. OUTROS ACHADOS ASSOCIADOS

Infiltrado linfacitario na intima de Mecrose focal de células epiteliais Aumento do espaco intersticial Infiltracdo de mononucleares no tufo

arteriola interlobar (seta). tubulares (setas). por edema. glomerular.
(HE, 400x) (HE, 400x) (HE, 200x) (HE, 400x)
INTERPRETAGAO GERAL LEGENDA DOS PRINCIPAIS ELEMENTOS COLORAGAO
+ Rejeicio celular aguda é definida pela presenga de aid W v
infiltrado intersticial (i 2 1) e tubulite (t 21). O R B M R
o A presenca de endotelite (v), arterite (cv) ou @ ey EEBER  Endosiio vascu
glomerulite (g) indica maior atividade e pior
progndstico. @ " @ p—— Aumento das imagens = 400x

+ Qs escores devem ser avaliados em conjunto com os (exceto onde indicado)

achados clinicos e laboratoriais. % Céhla dendritica/APC O Arteriola

» C4d geralmente é negativo na rejeicio celular pura.

Fonte: Banff Working Group on Kidney Transplant Pathology (Atualizagio mais recente).
Figura 9. Histopatologia da rejei¢céo celular aguda.
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Manifestagées clinicas
Rim

e aumento da creatining;

e oliguria;

¢ hipertenséo;

e proteinuria discreta.

Coracdo

e reducdo da contratilidade;
¢ insuficiéncia cardiaca;

e arritmias.

Figado
e elevacdo de AST, ALT, FA e bilirrubinas;
o febre;
e ctericia.

Pulméao

e dispneia;

e hipoxemia;

e queda da fungdo pulmonar.

Diagnéstico

Baseia-se na combinacgdo de:
e suspeita clinica;
testes laboratoriais especificos para cada 6rgdo;
bidpsia do enxerto;
classificagdo histolégica de Banff.

Na rejeicdo celular pura, o C4d geralmente é negativo e ndo hd evidéncia
predominante de anticorpos especificos contra o doador.

Tratamento
O tratamento depende da gravidade.

Inclui:
e pulsoterapia com metilprednisolona;
globulina antitimocito (ATG) nos casos resistentes;
otimizagdo dos inibidores da calcineuring;
ajuste dos antiproliferativos;
intensificagdo da imunossupressdo.

A maioria dos episddios responde satisfatoriamente quando diagnosticada
precocemente.
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Correlacédo clinica

Um paciente submetido a transplante renal apresenta aumento progressivo
da creatinina quatro semanas apds o procedimento. A pesquisa de anticorpos
especificos contra o doador & negativa. A bidépsia demonstra infiltrado
linfocitario intersticial intenso associado & tubulite e endotelite, compativeis
com rejeicdo aguda celular. Apds pulsoterapia com metilprednisolona e ajuste

da imunossupressdo, observa-se recuperacdo da fungdo do enxerto.

Conceitos essenciais

e A rejeicdo aguda celular ocorre principalmente nas primeiras semanas ou
meses apods o transplante.

e E mediada pela ativagdo de linfécitos T CD4+ e CD8+ do receptor.

e O reconhecimento dos aloantigenos ocorre pelas vias direta e indireta de
aloapresentacdo.

e A ativagdo dos linfécitos T depende de trés sinais: reconhecimento
antigénico, coestimulagdo e citocinas.

e Os principais mecanismos efetores incluem citotoxicidade mediada por
perforina/granzimas, secrecdo de citocinas e recrutamento de células
inflamatérias.

e Os achados histopatolégicos caracteristicos sdo infiltrado linfocitario
intersticial, tubulite e endotelite.

e O diagnéstico é confirmado por bidpsia do enxerto e classificagcdo de Banff.

e O tratamento baseia-se na intensificagdo da imunossupressdo,
especialmente com corticosteroides e, quando necessdrio, globulina
antitimacito.

10.4 Rejeicdo cronica

Introducgédo

A rejeicdo crénica & a principal causa de perda tardia dos enxertos sélidos.
Caracteriza-se por inflamagcdo persistente de baixa intensidade,
remodelamento vascular, fibrose progressiva e atrofia do 6rgdo
transplantado.

Ao contrdrio da rejeicdo aguda, raramente ocorre como episddio isolado.
Trata-se de um processo continuo, no qual episdédios repetidos de agressdo
imunologica e fatores ndo imunolégicos promovem lesdo cumulativa da
microcirculagéo e do parénquima.

Seu desenvolvimento pode ocorrer ao longo de meses ou anos apds o
transplante e, uma vez estabelecida a fibrose avangada, geralmente torna-se

irreversivel.
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Bases imunolégicas

A rejeicdo cronica resulta da interagdo entre a resposta celular e humoral:

Resposta celular

Linfécitos T CD4+
Linfécitos T CD8+
Macréfagos
Células NK

Producdo continua de citocinas proé-inflamatérias.

Resposta humoral

e DSA persistentes
e Ativagdo crénica do complemento
e Lesdo endotelial repetitiva

Processo inflamatorio

Citocinas predominantes: IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-6, TGF-[3, PDGF.
Esses mediadores estimulam proliferagdo de fibroblastos e deposicdo de
matriz extracelular.
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Fisiopatologia

fvegiaiall” . oo
- .y ‘ 1ﬂ}'=1
@@ )

FISIOPATOLOGIA DA REJEIGAO CRONICA

Inflamacao persistente — lesdo vascular — fibrose — perda do enxerto

o Infiltrado inflamatério

S persistentes crinico de baixa
‘[::mrpn: especificos "_“'l,\.&._‘.ﬁ intensidade.

o e Citocinas liberadas

« Linfécitos T ativados 'l'; ] continuamente.

+ Citacinas pré-inflamatérias 2

+ Isquemia e lesdo endotelial
repetidas

+ Fatores ndo imunolégicos Expressdo de moléculas
(hipertensdo, diabetes, e ’ -, L de adesfo e quimiocinas.
toxicidade) ; _ - o < Sk = AT Recrutamento de células

=T

-!r'.ﬂ

" s AN S,
- - o . % : * 77 [.‘Q.Wé‘c'ﬁ;:rb‘”}.'

EVOLUGAD CLINICA

Anas Fibrose Faléncia
iniiciais progressiva do enxerto

L

Tempo (meses — anos)

A rejeicdo cronica é o resultado de inflamacéao persistente, lesdo vascular e fibrose progressiva,
culminando em perda irreversivel da fungio do enxerto.
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Figura 10. Fisiopatologia da rejei¢éio crénica

Alteracoes vasculares

As principais alteragdes incluem:
hiperplasia da intima;
estreitamento luminal;
proliferagédo de musculo liso;
fibrose vascular;

redugdo do fluxo sanguineo.

Nos transplantes renais esse processo recebe a denominagdo de arteriopatia
crénica do enxerto.
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HISTOPATOLOGIA DA REJEICAO CRONICA DO ENXERTO

Principais alteragées morfolégicas observadas na biépsia

-
PR \ SIS

annein s e
R SN

Aumento do tecido conjuntive intersticial com Reducio do tamanho e do numero de tibulos, Esclerose glomernular segmentar ¢ global,
deposicio de coldgeno, separando e comprimindo com dilatagho de alguns e espessamento da expansio mesangial e adesio do tufo & cipsula
os tibulos renais. membrana basal.

HE, 200x HE, 200x

ARTERIOPATIA OBLITERATIVA

% AR

R Wy ¥ e o

Duplicacio da membrana basal glomerular

Hiperplasia da intima com proliferacio de musculo

{"tram-track™) caracteristica da glomerulopatia liso & matriz extracelular, levanda ao estreitamento de perfusiio e isquemia crinica dos tibulos.
do transplante. ou oclusio do limen vascular.
PASM-Jones, 400x HE, 200x PAS, 400x
Essas alteragdes refletem lesfio vascular crénica e fibrose progressiva, resultando em perda irreversivel da fungio do enxerto.
Geralmente sio o resultado da ir cio entre r ismos imunolégicos (celulares e humorais) e fatores ndo imunclégicos.
CRITERIOS HISTOLOGICOS DE BANFF PARA REJEIGAO CRONICA (RIM)
LESAD DEFINICAD ESCORE DESCRICAD
o 0 = Ausente
Fibrose intersticial Fibrose @ atrofia tubular 1 1 - Leve (< 25% da drea cortical)
(IFTA) em drea cortical 2 2 - Moderada (25-50% da drea cortical)
3 3 - Intensa (> 50% da drea cortical)
[4] 0 — Ausente
Atrofia tubular Atrofia e dilatacdo 1 1 - Leve (< 25%)
(cT) tubular 2 2 - Moderada (25-50%)
3 3 - Intensa (> 50%)
0 0 = Ausente
Arteriopatia Espessamento intimal 1 1 = Leve
cronica em artérias 2 2 - Moderada
3 3 - Intensa (obliterativa)
Glomerulopatia Alteracdes glomerulares 0 0 = Ausente
do transplante especificas 1 1 = Presente
Perda de capilares Reduglio da densidade 0 0 = Ausente
peritubulares capilar i 1 - Presente
Duplicagio da Presente em 4] 0 = Ausente
membrana basal glomerulopatia 1 1 - Presente

A classificagio diagndstica deve integrar os achados morfolégicos com dades clinicos,
laboratoriais e imunolégicos (DSA, fungio do enxerto, proteindria, etc.).

A rejeigdo cronica € a principal causa de perda tardia do enxerto.
A prevencio depende do controle rigoroso da resposta imune, dos DSA e dos fatores de risco
cardiovasculares e metabélicos.

Figura 11. Histopatologia da rejei¢éio crénica
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Coracdo
e vasculopatia acelerada do enxerto;
e espessamento difuso da intima coronariana.

Pulmdéo
e bronquiolite obliterante.

Figado
o fibrose portal;
e desaparecimento progressivo dos ductos biliares (ductopenia).

Fatores derisco:

Imunolégicos

episddios prévios de rejeigdo aguda;
DSA persistentes;

incompatibilidade HLA,;

inflamacdo residual.

N&o imunolégicos

hipertensdo;

diabetes;

dislipidemiga;

nefrotoxicidade pelos inibidores da calcineuring;
infecgoes;

isquemia-reperfusdo;

idade do doador.

Diagnéstico

Baseia-se em:

evolugdo clinica lenta;

exames laboratoriais;

bidpsia do enxerto;

pesquisa de DSA;

avaliagdo histolégica segundo Banff.

Tratamento
Infelizmente ndo existe tratamento capaz de reverter a fibrose estabelecida.

As estratégias atuais incluem:
e otimizagdo da imunossupressdo;
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controle rigoroso dos DSA;

tratamento da hipertenséo;

controle metabdlico;

reducdo da nefrotoxicidade;

prevencdo de novos episddios de rejeicdo.

Correlagéao clinica

Um paciente transplantado renal hd oito anos apresenta aumento progressivo
da creatinina e proteindria discreta. A pesquisa de DSA permanece positiva. A
bidpsia demonstra fibrose intersticial extensa, atrofia tubular, glomerulopatia
do transplante e arteriopatia crénica. O quadro & compativel com rejeicdo
crénica, sendo instituidas medidas para retardar a progressdo da perda

funcional do enxerto.

Conceitos essenciais

¢ Arejeigcdo cronica é a principal causa de perda tardia do enxerto.

e Resulta da interagcdo entre mecanismos imunologicos e fatores ndo
imunoldgicos.

¢ A inflamagdo persistente leva a ativacdo de fibroblastos e deposi¢cdo de
matriz extracelular.

¢ A lesdo endotelial crénica promove arteriopatia obliterativa e redu¢cdo da
perfusdo.

e Os principais achados histolégicos sdo fibrose intersticial, atrofia tubular,
glomerulopatia do transplante e perda de capilares peritubulares.

o A fibrose estabelecida & em geral, irreversivel.

e A prevencdo depende do controle da resposta imune, da reducdo dos DSA
e do manejo adequado dos fatores de risco cardiovasculares e
metabdlicos.
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Capitulo 11 -

Transplante de Ceélulas-
Tronco Hematopoéticas

O transplante de células-tronco hematopoéticas (TCTH), tradicionalmente
denominado transplante de medula 6ssea (TMO), € uma modalidade
terapéutica destinada a substituir ou restabelecer a hematopoese por meio
da infusdo de células-tronco hematopoéticas.

Essas células possuem capacidade de autorrenovagdo e de diferenciagdo nas
diferentes linhagens celulares do sangue, permitindo a reconstituicdo da
medula 6ssea e do sistema imunoldégico. O TCTH pode ser empregado no
tratamento de doengas hematolégicas malignas e ndo malignas, faléncias
medulares, hemoglobinopatias e imunodeficiéncias.

As células-tronco hematopoéticas utilizadas no transplante podem ser
obtidas da medula 6sseqa, do sangue periférico apdés mobilizagdo ou do
sangue de corddo umbilical.

1. NA MEDULA OSSEA 2. NO SANGUE PERIFERICO

E na medula dssea que se localizam As celulas-tronco hematopoiéticas também
as células-tronco hematopoiéticas, circulam no sangue periférico (caso
responsaveis pela geragio de todo estimuladas com medicamento fator de

o sangue. CELULA-TRONCO crescimente), podendo ser coletadas por

HEMATOPOIETICA aférese.

Medula dssea
{vermelha)

LCeIuIas ~tronco { / y
hematopoiéticas { -
dreulandone .'1/

sangue s

Essas sdo as células substituidas
no transplante de medula,

CELULAS-TRONCO
HEMATOPOIETICAS

3. NO SANGUE DO CORDAQ UMBILICAL

¥
e e As células-tronco hematopoiéticas também estdo
resentes o 30 umbilical e 53 ;
VERMELHOS BRANCOS PLAQUETAS presentes no sangue do corddo umbilical e sdo Vi

coletadas apss o nascmento do bebé.

:#, @ ; 1 *_,
\_LJ‘\Q - W

Por isso, o termo “TRANSPLANTE DE /‘. ‘\‘
“TRANSPLANTE DE MEDULA OSSEA” ‘ CELULAS-TRONCO HEMATOPOIETICAS” | "’ @
tem sido substituido por para estes procedimentos. ‘\. ‘@ /_-
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Figura 1. Diversos tipos de células tronco usadas no transplante

Tipos de transplante

De acordo com a origem das células-tronco hematopoéticas, o transplante
pode ser classificado em:

Autdlogo: as células-tronco sdo obtidas do préprio paciente, armazenadas e
posteriormente reinfundidas apds o regime de condicionamento.

Alogénico: as células sdo provenientes de outro individuo. O doador pode ser
um familiar HLA compativel, um familiar haploidéntico ou um doador
voluntario ndo aparentado.

Singénico: realizado entre gémeos monozigodticos, geneticamente idénticos.

No transplante alogénico, a relagdo imunolégica entre doador e receptor
assume importancia particular. Diferentemente do transplante de 6rgdos
sélidos, no qual predomina o risco de o sistema imunoldégico do receptor
reconhecer o enxerto como estranho, no TCTH ocorre uma relagdo
imunologica bidirecional.

O sistema imunolbgico residual do receptor pode reconhecer e eliminar as
células hematopoéticas provenientes do doador, contribuindo para a falha do
enxerto. Em sentido inverso, linfécitos imunocompetentes presentes no enxerto
podem reconhecer os tecidos do receptor como ndo préprios, originando a
doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH).

Essa caracteristica torna a compatibilidade imunogenética um dos elementos
centrais do transplante alogénico.

Fontes de células-tronco hematopoéticas

As células utilizadas no TCTH podem ser obtidas de trés fontes principais:
¢ medula 6sseaq, geralmente coletada da crista iliaca;
e sangue periférico, apdés mobilizagdo das células-tronco hematopoéticas
da medula para a circulagdo;
e sangue de corddo umbilical.

Cada fonte apresenta caracteristicas préprias quanto & obtencdo das células
e a utilizagdo no transplante.

Principais indicagoes

A indicagd@o do transplante depende da doenga de base, das caracteristicas
do paciente, da disponibilidade de um doador e do equilibrio entre os
beneficios esperados e os riscos relacionados ao procedimento.
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FALHA NA HEMATOPOIESE:

EXEMPLOS DE DOENCAS E INDICACAO DE TRANSPLANTE
DE CELULAS-TRONCO HEMATOPOIETICAS

Quando a medula 6ssea nao produz células sanguineas saudaveis em quantidade
ou qualidade adequadas, podem ocorrer diversas doencas que podem necessitar
de transplante de células-tronco hematopoiéticas.

DOENCAS NAO MALIGNAS

LEUCEMIAS LINFOMAS |  ANEMIA APLASTICA TALASSEMIA MAIOR |
=~ - | o+ TR
2

DOENCAS MALIGNAS (CANCER DO SANGUE)

)e?

Crescimento descontrolado Cancer do sistema Faléncia da medula éssea Defeito genético na

de células brancas linfatico (Hodgkin e com produgdo muito baixa producdo de hemoglobina
imaturas. nao-Hodgkin). de todas as células causa anemia grave e
do sangue. dependéncia de transfusoes.

MIELDI_'!I_.F\_I\Ell.ILTIPLO SINDROMES MIELODIPLASICAS ANEMIA FALCIFORME IMUNDDEFIC}EHCIAS
HEREDITARIAS

Céncer de células plasmat:cas Produgao ineficaz e anormal Defeito genético da Defeitos do sistema imune
da medula dssea. de células sanguineas hemoglobina que causa que levam a infecgdes graves
(risco de leucemia). anemia, dor e danos & recorrentes.
a drgaos.

R

TRANSPLANTE DE CELULAS-TRONCO HEMATOPOIETICAS:

DUAS PRINCIPAIS OPCOES
TRANSPLANTE AUTOLOGO TRANSPLANTE ALOGENICO
(DO PROPRIO PACIENTE) (DE UM DOADOR)

) Lo f '\' N -
A~ ( d | d .
.q-_u.-:-_.:—ri“ ,- ,“—b - %
oo é J i ag;

I 1 — 1
o 74 o
Coleta das As células sdo Paciente recebe Infusdo das D°a’d°' ‘“mpa""" Coleta das Paciente recebe Infusdo das
células-tronco processadase  quimioterapia (efou  células-tronco "z“"::;;‘;gf“ e b ‘”u"?;;;’t’;?am*;‘;f:um células-tronco

do préprio criopreservadas  radioterapia)em  do préprio - (medula éssea, | ,adinmgpia, do doador
paciente altas doses paciente sangue periférico

cu cordao

umbilicial:

\ Indicado para doengas malignas e ndo malignas,
Indicado p(in,cipa|mente para (k)enqas malignas especialmente quando ha faléncia da medula ou risco de recidiva.
(ex.: linfomas, mieloma maltiple). 0 sisterna imune do doador pode ajudar a eliminar as células doentes
(efeito enxerto contra doenga).

0\ | O transplante de células-tronco hematopoiéticas | Aindicagdo do transplante, o tipo (autdlego ou
be odugd | de célul | g 4 e
pade restabelecer a producio normal de celulas | alogénico) e 0 momento ideal dependem de cada caso
30 sangdue € € uma opgao curativa para muitas e devem ser avaliados por uma equipe especializada.
essas doengas.

Figura 2. Doencas com indicag¢do de transplante.
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Compatibilidade HLA no transplante alogénico

O sistema HLA constitui o principal determinante imunogenético da
compatibilidade entre doador e receptor no TCTH alogénico.

As moléculas HLA de classe |, principalmente HLA-A, HLA-B e HLA-C,
apresentam peptideos aos linfécitos T CD8+, enquanto as moléculas HLA de
classe |, incluindo HLA-DR, HLA-DQ e HLA-DP, participam da apresentacgdo de
antigenos aos linfécitos T CD4+.

As células imunocompetentes provenientes do doador sd@o transferidas
juntamente com o enxerto. Por esse motivo, diferengas HLA entre doador e
receptor podem ser reconhecidas pelos linfécitos T e desencadear respostas
alogénicas.

Quanto maior a compatibilidade HLA, menor tende a ser a quantidade de
diferencas imunogenéticas capazes de serem reconhecidas como ndo
proprias.

A avaliagdo precisa da compatibilidade HLA é, portanto, fundamental tanto
para favorecer o estabelecimento do enxerto quanto para reduzir o risco de
complicagées imunolégicas, particularmente a doenca do enxerto contra o
hospedeiro.

Selec¢cio do doador

A selecdo do doador constitui uma das etapas fundamentais do transplante
alogénico de células-tronco hematopoéticas. A compatibilidade HLA ocupa
posi¢cdo central nesse processo, pois diferengas imunogenéticas entre doador
e receptor podem influenciar tanto o estabelecimento do enxerto quanto o
desenvolvimento da doenca do enxerto contra o hospedeiro.

Doador aparentado HLA-idéntico

Entre os doadores aparentados, o irmdo HLA-idéntico representa uma
situagdo particularmente favordvel do ponto de vista imunogenético.

Cada individuo herda um haplétipo HLA do pai e outro da mde. Como existem
quatro combinacdes possiveis desses haplbtipos nos filhos, para cada irméo
existe, em termos de heranca, 25% de probabilidade de apresentar os
mesmos dois haplotipos HLA, 50% de compartilhar apenas um haplétipo e
25% de ndo compartilhar nenhum dos dois haplbtipos.

A identidade HLA entre irmdos reduz significativamente as diferencas
imunogenéticas entre doador e receptor. Entretanto, identidade HLA néo
significa identidade imunoldégica absoluta. Diferengas em outros sistemas
genéticos, particularmente nos antigenos menores de histocompatibilidade,
podem ser reconhecidas pelos linfécitos T e participar da resposta alogénica.
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Na avaliagdo inicial dos familiares, a tipificagdo HLA permite identificar os
haplétipos presentes na familia e determinar quais individuos apresentam
maior grau de compatibilidade com o receptor.

Doador haploidéntico

Na auséncia de um irmé&o HLA-idéntico, um familiar que compartilhe um dos
dois haplétipos HLA com o receptor pode ser considerado como possivel
doador haploidéntico.

Pais e filhos so necessariamente haploidénticos entre si, enquanto irmdos
apresentam aproximadamente 50% de probabilidade de compartilhar apenas
um dos haplétipos parentais.

O transplante haploidéntico amplia consideravelmente a disponibilidade de
doadores familiares. Entretanto, a maior disparidade HLA entre doador e
receptor aumenta a possibilidade de reconhecimento alogénico e exige
estratégias especificas para controlar a resposta imunoldgica associada ao
transplante.

Doador ndo aparentado

Quando ndo existe um doador familiar adequado, a busca pode ser
direcionada para doadores voluntarios ndo aparentados.

No Brasil, essa busca é realizada por meio do Registro Nacional de Doadores
Voluntérios de Medula Ossea (REDOME). A comparacéo dos perfis HLA do
receptor com os dos candidatos cadastrados permite identificar potenciais
doadores com elevado grau de compatibilidade.

Como doador e receptor ndo pertencem A mesma familia e ndo
compartilhham necessariomente os mesmos haplétipos parentais, a
caracterizagdo molecular precisa dos alelos HLA assume importdncia ainda
maior.

Redome e Rereme

Quando um paciente com indicacdo de transplante alogénico de células-
tronco hematopoéticas ndo dispée de um doador aparentado adequado,
pode ser necessdria a busca de um doador voluntario ndo aparentado. No
Brasil, essa busca envolve dois registros complementares:

REDOME — Registro Nacional de Doadores Voluntdrios de Medula Ossea

O REDOME relUne informagdes de individuos que se cadastraram
voluntariamente como potenciais doadores de células-tronco
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hematopoéticas. Entre os dados fundamentais encontra-se a tipificagdo HLA,
que permite comparar o perfil imunogenético dos candidatos com o perfil do
paciente que necessita do transplante.

REREME — Registro Nacional de Receptores de Medula Ossea

O REREME reune os pacientes para os quais estd sendo realizada a busca de
um doador ndo aparentado. Os dados HLA do receptor sdo utilizados para
procurar, nos registros de doadores, candidatos com elevado grau de
compatibilidade.

Assim, REREME e REDOME representam os dois lados da busca: no REREME
encontra-se o receptor que necessita do transplante; no REDOME, os
potenciais doadores voluntdrios.

Quando é identificado um possivel doador, sdo realizadas etapas adicionais
de confirmagdo da identidade e da compatibilidade HLA antes da selecdo
definitiva.

A diversidade genética da populagdo torna necessdria a existéncia de
registros com grande numero de voluntdrios, aumentando a possibilidade de
encontrar um doador HLA compativel para pacientes que ndo possuem um
doador adequado na familia.
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REDOME e REREME no Brasil

Organizacao da busca por doadores ndo aparentados para o transplante
de células-tronco hematopoéticas (TCTH)

REREME REDOME

Registro Nacional de Receptores Registro Nacional de Doadores

de Medula Ossea Voluntérios de Medula Ossea
m Pacientes com indicagéo . v Individuos saudéveis cadastrados
\ /( de TCTH que necessitam m \ ) || voluntariamente como potenciais

™, deum doador néo aparentado. p ( ) doadores de células-tronco
a N hematopoéticas.
J}‘ Ff\ \ : %?r?saiﬂlﬁﬂdo P ; * Tipificagéio HLA
/| " + Atualizacio de dados

2 Sl i b « Disponibilidade para doacio

L e

REREME e REDOME em nameros
em nimeros Busca de compatibilidade HLA
(2023) Comparagédo do perfil HLA do paciente (REREME) > 6 milhﬁes
com o perfil dos doadores (REDOME) de doadores cadastrados
2.021 : 3° maior registro de
pacientes cadastrados doadores do mundo
para busca de doador
ndo aparentado Novos doadores cadastrados
em 2024: 138.701
1°000 ~ Distribui¢do por regido do Brasil
pacientes com doador ¥ A F
identificado Doador compativel identificado ® Norte o . ® Nordeste
- - - g 12166 ¢ w0 b 39,914
Confirmacdo da tipificagdo HLA e avaliagdo clinica, 85% | Y (28,8%)
369 _ antes da seleco definitiva - X
transplantes realizados ‘ {1, | |
doador na tado ;
VAERCKL (RO PR Transplante de células-tronco Contro-Ooste
hematopoéticas (TCTH 13.393 — 4
@ p ( ) (9.7%) ; .\0
W ¥ Tﬁ“‘j h - ./ Sudeste
=4 - ) = .- 55,722
-~ ¥ 4§ % s T 4020
P . . (12,6%)
Cada paciente cadastrado { h
fy | -'-;
representa uma nova [ ) : Total: 138.701 novos doadores em 2024
esperanca de tratamento. -
Doador ndo aparentado (Fonte: INCA - Relatério de Gestdo 2024)
Importéncia do REDOME e REREME Como se tornar um doador
« Ampliam a possibilidade de encontrar um doador HLA compativel. » Ter entre 18 e 35 anos (preferencialmente).

+ Estar em bom estado de saude.

» Realizar cadastro em um hemocentro.

+ Coleta de amostra de sangue para tipificagdo HLA.
+ Manter os dados atualizados.

» A doacdo € voluntaria e ndo remunerada.

+ Beneficiam principalmente pacientes sem doador familiar adequado.
+ Contribuem para a equidade no acesso ao transplante.
« Necessitam de constante expansdo e da diversidade genética

da populagdo brasileira.

REDOME e REREME conectam vidas. :
Mais doadores hoje, mais transplantes amanha. ,&

L]
iINCA REDOME

INSTIR WACIONA (% CACER

Figura 3. Registro de doadores e receptores no Brasil
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Tipificagdo HLA em alta resolugdo

A selecdo de doadores para TCTH foi significativamente aprimorada pelo
desenvolvimento das técnicas de tipificagdo molecular em alta resolugdo.

Na tipificagdo de menor resolugdo, diferentes alelos podem ser agrupados
dentro de uma mesma familia HLA. Dois individuos aparentemente
compativeis podem, portanto, apresentar diferengas quando seus alelos séo
analisados com maior resolugdo.

O sequenciamento de nova geracdo (NGS) permite caracterizar os alelos HLA
com elevada resolucdo e identificar incompatibilidades que poderiom n&o ser
reconhecidas por metodologias de menor resolucdo.

A avaliagdo pode incluir os principais loci HLA de classe | e ll, particularmente
HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRBI], HLA-DQB1 e HLA-DPBI], podendo ser ampliada
para outros loci de acordo com a estratégia de investigagdo.

A confirmacdo da tipificagdo e, quando necessdrio, a utilizagcdo de uma nova
amostra contribui para a seguranca da identificagdo imunogenética do par
doador-receptor.

Assim, a selegdo do doador resulta da integragdo entre grau de
compatibilidade HLA, resolu¢g@o da tipificagcdo e tipo de doador disponivel,
fornecendo a base imunogenética para a escolha do enxerto.

Pega e falha do enxerto

Apbs a infusGo das células-tronco hematopoéticas, essas células migram
para a medula 6sseq, onde devem se estabelecer e iniciar a reconstituicdo da
hematopoese.

Esse processo é denominado pega do enxerto e representa o estabelecimento
funcional das células hematopoéticas transplantadas. Clinicamente, a pega é
acompanhada pela recuperagdo progressiva das séries sanguineas,
particularmente dos neutréfilos e, posteriormente, das plaquetas.

No transplante alogénico, o sucesso da pega depende da capacidade das
células do doador de se estabelecerem no microambiente medular do
receptor. A compatibilidade imunogenética entre doador e receptor participa
desse processo, pois células imunoldgicas residuais do receptor podem
reconhecer as células provenientes do doador como né&o préprias e contribuir
para sua eliminacdo.
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Falha do enxerto

A falha do enxerto ocorre quando as células hematopoéticas transplantadas
ndo conseguem estabelecer adequadamente uma hematopoese derivada do
doador ou quando um enxerto inicialmente estabelecido & posteriormente
perdido.

Do ponto de vista imunoldgico, diferencas HLA entre doador e receptor podem
favorecer respostas contra as células transplantadas e contribuir para o
rejeicdo do enxerto. Entretanto, a falha da pega ndo deve ser atribuida
exclusivamente & incompatibilidade HLA, pois sua ocorréncia pode envolver
diferentes fatores relacionados ao receptor, ao doador, ao enxerto e ao proprio
procedimento de transplante.

Avaliacdo da “pega” do enxerto

A pega é avaliada pela recuperacdo hematolégica e pela evolugdo clinica do
paciente. Entretanto, a contagem das células sanguineas ndo permite
determinar diretamente se a hematopoese recuperada é proveniente do
doador ou do receptor.

Essa informacgdo pode ser obtida pela andlise do quimerismo, que compara
marcadores genéticos do doador e do receptor e determina a propor¢do de
células hematopoéticas provenientes de cada um.

O aumento da proporgdo de células geneticamente derivadas do doador
fornece evidéncia molecular de sua contribuicdo para a hematopoese. Por
outro lado, a persisténcia ou o aumento progressivo das células do receptor
pode justificar investigagdo complementar.

Assim, pega do enxerto e quimerismo sdo conceitos relacionados, mas ndo
equivalentes: a pega representa o estabelecimento funcional da
hematopoese, enquanto o quimerismo identifica a origem genética das
células presentes apds o transplante.

Doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH)

A doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH) & uma das principais
complicagées imunologicas do transplante alogénico de células-tronco
hematopoéticas.

No TCTH, o enxerto contém células imunocompetentes provenientes do
doador. Essas células, particularmente os linfécitos T, podem reconhecer
antigenos presentes nos tecidos do receptor como ndo proprios e
desencadear uma resposta imunoldégica contra o hospedeiro.

A DECH representa, portanto, a direcdo enxerto — receptor da resposta
alogénica, em contraste com a rejei¢cdo ou falha imunolégica do enxerto, na
qual a resposta ocorre predominantemente na dire¢géo receptor — enxerto.
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Bases imunolégicas da DECH

O desenvolvimento da DECH depende fundamentalmente da presenga de
células imunocompetentes no enxerto, do reconhecimento de antigenos do
receptor pelas células do doador e da incapacidade do receptor de eliminar
adequadamente essas células.

Apbs o transplante, linfécitos T provenientes do doador entram em contato
com células apresentadoras de antigenos do receptor. O reconhecimento de
estruturas consideradas ndo préprias promove ativacdo e expansdo clonal
dos linfécitos T.

Os linfécitos T CD4+ participam da coordenagdo da resposta imunologica e
da produc@o de citocinas, enquanto os linfécitos T CD8+ podem exercer
atividade citotéxica diretamente sobre as células-alvo.

A ativacdo dessas populagdes promove produgdo de citocinas, recrutamento
de outras células inflamatérias e ativacdo de mecanismos citotoxicos. Entre os
mecanismos efetores estdo a liberagdo de perforina e granzimas e a ativagéo
de vias relacionadas & morte celular.

O resultado é a amplificagdo da resposta inflamatéria e a leséo dos tecidos do
hospedeiro.

HLA e DECH

O sistema HLA ocupa posi¢gdo central na fisiopatologia da DECH. Diferengas
HLA entre doador e receptor podem ser reconhecidas pelos linfécitos T do
doador e desencadear uma intensa resposta alogénica.

Por esse motivo, a compatibilidade HLA constitui um dos principais critérios
utilizados na selegéo de doadores para o TCTH.

Entretanto, mesmo um irmd&o HLA-idéntico ndo estd completamente protegido
contra a DECH. Doador e receptor podem apresentar diferencas em antigenos
menores de histocompatibilidade, constituidos por peptideos derivados de
proteinas polimérficas que, quando apresentados pelas moléculas HLA,
podem ser reconhecidos como estranhos pelos linfécitos T.

Assim, identidade HLA ndo significa identidade imunoldgica absoluta.

Manifestagées da DECH

Os principais 6rgdos envolvidos sdo:
e pele;
e trato gastrointestinal;
o figado.
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O comprometimento desses 6rgdos decorre da resposta imunolégica das
células do doador contra os tecidos do receptor e pode apresentar diferentes
graus de intensidade.

A DECH constitui, dessa forma, uma consequéncia direta da caracteristica
imunoldgica particular do transplante alogénico: juntamente com as células-
tronco hematopoéticas, transfere-se um novo sistema imunoldgico, capaz de
reconhecer e responder aos antigenos do hospedeiro.
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Doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH)

Apo6s o transplante de células-tronco hematopoéticas

1. Mecanismo imunolégico 2. Principais 6rgaos-alvo e manifestagoes
Linfécito T Célula apresentadora 5
do doador de antigeno do receptor Pele Figado
(enxerto) {hospedeiro)
e QAo \ /"-::_:., \"/f’/’
2 s
= -_ i
N .
doreceptor < AR
o J | _fpr\'uf,.'\\.?: ' « Exantemamaculopapular  + Nauseas e vomitos I(.:Iolestal.r.e el
@ 2 Citocinas A » Eritrodermia + Diarreia aquosa FUIDL L L
o @ L L « Bolhas (formas graves) + Dor abdominal k Elevzfqaodefosfalase
o (IL-2, IFN-y, TNF, etc) g alcalina & GGT
Q « M4 absorcao  Thaits

Ativacao e proliferacdo de linfécitos T do doador .
com resposta contra antigenos do receptor 3. Fatores de risco

* Grau de incompatibilidade HLA

‘ = Fonte de células-tronco (medula dssea > sangue periférico)
* Maior nimero de linfécitos T no enxerto
Inflamagio e leso tecidual : E‘;ad‘;“;gznaﬂa;‘::g‘; it
em miltiplos érgaos = Regime de condicionamento de intensidade reduzida
+ Histdrico prévio de DECH
4. Formas clinicas
DECH aguda DECH crénica
Geralmente até 100 dias apés o TCTH Geralmente apds 100 dias do TCTH
Pele

Exantemna maculopapular ' Mucosa do cdlon com Cc-lang.ite com ‘ Lesdes esclerodérmicas Olho seco Liquen plano

difuso eritema e ulceragbes dano ductal e liquencides (queratoconjuntivite) de mucosa oral
Critérios diagnésticos (classicos) Qutras manifestagdes
+ Pele; exantema « Pulmdo: bronquiolite obliterante

Glandulas exocrinas: boca e olho secos
Trato gastrointestinal: estenoses, ma absorgio
Manifestagdo musculo-esquelética e fasceite

+ Trato gastrointestinal: diarreia (> 500 mL/dia)
« Figado: bilirubina = 2 mgfdL

- & =

5. Prevencdo e tratamento

Profilaxia Tratamento da DECH estabelecida Objetivo
« Inibidores de calcineurina

(ciclosporina ou tacrolimo) « Corticosteroides sistémicos (12 linha) Controlar a resposta imune
« Metotrexato = Manutengdo ou ajuste do inibidor de calcineurina do enxerto sem comprometer
+ Micofenolato mofetil » Terapias de 22 linha (rituximabe, ruxolitinibe, o efeito enxerto contra
« Outras estratégias belumosudil, entre outras) leucemia (GvL) e a

(ex.: inibicdo de JAK, PT-Cy em « Tratamento de suporte e prevencdo de infecgdes reconstitui¢io imunoldgica.

transplante haploidéntico)
A DECH é uma das principais complicacdes do TCTH, decorrente da resposta imunolégica

do enxerto contra os tecidos do receptor, e continua sendo um desafio clinico.

Figura 4. Reagéo enxerto contra hospedeiro
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Figura 5. DECH apé6s TMO

Quimerismo apods o transplante de células-tronco
hematopoéticas

Apbs o TCTH alogénico, células hematopoéticas provenientes do doador e do
receptor podem coexistir no mesmo individuo. A avaliagdo molecular dessa
coexisténcia € denominada andlise do quimerismo.

O exame permite determinar a origem genética das células hematopoéticas
presentes apds o transplante e estimar a proporcdo relativa de células
derivadas do doador e do receptor.

Para essa avaliagdo sdo comparados trés perfis:
e receptor antes do transplante;
e doador;
e receptor apods o transplante.

O perfil pré-transplante identifica os marcadores genéticos proéprios do
receptor, enquanto a amostra do doador estabelece os marcadores
correspondentes ao enxerto. Apds o transplante, a comparagdo desses perfis
permite determinar a contribuigdo de cada populagdo celular.

E importante distinguir quimerismo de pega do enxerto. A pega representa o
estabelecimento funcional da hematopoese, enquanto o quimerismo
determina a origem genética das células presentes na amostra.
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Quimerismo completo

No quimerismo completo, as células hematopoéticas detectdveis sdo
predominantemente derivadas do doador, ndo sendo identificada uma
populacdo relevante de células do receptor dentro do limite de detecgdo do
método utilizado.

Esse resultado pode ser compativel com adequado estabelecimento do
enxerto. Entretanto, a auséncia de células do receptor detectdveis ndo
significa necessariamente sua auséncia absoluta no organismo, pois todo
método apresenta um limite de sensibilidade.

Quimerismo misto

No quimerismo misto, s@o detectadas simultaneamente células
hematopoéticas provenientes do doador e do receptor.

O resultado pode ser expresso como percentual de células derivadas do
doador. Assim, um resultado de 80% de quimerismo doador indica que
aproximadamente 80% do material genético celular analisado apresenta
caracteristicas do doador, enquanto aproximadamente 20% corresponde ao
receptor.

A presenca de quimerismo misto ndo deve ser interpretada isoladamente
como falha do transplante ou recaida. A evolugdo ao longo do tempo é
frequentemente mais informativa do que um resultado isolado.

Anadlise do quimerismo por STR

Uma das metodologias tradicionalmente utilizadas para avaliagdo do
quimerismo é a andlise de STRs (Short Tandem Repeats).

Os STRs sdo regides do DNA constituidas por pequenas sequéncias de
nucleotideos repetidas em tandem. Como o nUmero dessas repeticdes varia
entre os individuos, esses marcadores apresentam elevado poder de
discriminagcdo genética e permitem diferenciar o DNA do doador daquele do
receptor.

Inicialmente sdo identificados loci informativos, isto & marcadores nos quais
doador e receptor apresentam caracteristicas genéticas que permitem
distinguir as duas populagdes.

Os STRs podem ser amplificados simultaneamente por PCR multiplex,
utilizando primers especificos marcados com fluoréforos. Os fragmentos
amplificados séo posteriormente separados por eletroforese capilar,
produzindo um eletroferograma.

A posicdo dos picos identifica os alelos presentes, enquanto a andlise
quantitativa de suas dreas permite estimar a contribuicdo relativa das células
do doador e do receptor.
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Quimerismo por NGS

O sequenciamento de nova geragdo (NGS) também pode ser utilizado na
avaliagdo do quimerismo.

Nessa abordagem, maltiplos marcadores genéticos, incluindo polimorfismos
de nucleotideo Unico (SNPs), podem ser anadlisados simultaneamente. As
diferencas entre os perfis genéticos do doador e do receptor sdo utilizadas
para estimar a propor¢cdo de cada populacdo na amostra pds-transplante.

A utilizagcdo de grande nimero de marcadores permite detectar niveis mais
baixos de células residuais do receptor quando comparada a metodologias
menos sensiveis.

Importancia da avaliagéo seriada

O quimerismo deve ser interpretado principalmente pela sua evolugcdo
temporal.

O aumento progressivo do quimerismo doador pode indicar expansdo da
hematopoese derivada do enxerto. Um quimerismo doador persistentemente
elevado pode ser compativel com manuteng¢do do enxerto.

Por outro lado, a redugdo progressiva do quimerismo doador, acompanhada
pelo aumento da populagdo de células do receptor, pode indicar alteragdo na
estabilidade do enxerto e justificar investigagcdo complementar.

Em pacientes transplantados por doencas hematolégicas malignas, o
aumento progressivo da contribuicdo autbloga pode, em determinadas
situacdes, preceder ou acompanhar a recorréncia da doenca.

Z

Entretanto, quimerismo ndo & sinbnimo de doenca residual mensurdvel. O
quimerismo determina a origem genética das células, enquanto a
investigagdo de doenca residual procura identificar especificamente células
malignas ou altera¢gdes moleculares relacionadas & doencga.

Portanto, alteragbées do quimerismo devem ser interpretadas em conjunto
com a doenga de base, o tempo transcorrido desde o transplante, o tipo de
enxerto, a evolugdo hematoldgica e os demais dados clinicos e laboratoriais.

Papel do laboratoério de histocompatibilidade no TCTH

O laboratério de histocompatibilidade desempenha papel fundamental em
diferentes etapas do transplante alogénico de  células-tronco
hematopoéticas, desde a investigacdo inicial da compatibilidade até o
acompanhamento apds o transplante.
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Antes do transplante

A principal fungdo é estabelecer o perfil HLA do receptor e dos possiveis
doadores. Nos familiares, a andlise permite identificar a segregagdo dos
haplotipos e reconhecer irméos HLA-idénticos ou familiares haploidénticos.

Quando ndo existe doador familiar adequado, os dados de tipificagdo HLA
permitem a busca de doadores voluntdrios ndo aparentados, incluindo
aqueles cadastrados no REDOME.

A utilizagdo de métodos de alta resolugcdo, particularmente o NGS, permite
definir com maior precis@o os alelos HLA e identificar incompatibilidades que
poderiam ndo ser reconhecidas por métodos de menor resolugdo.

Confirmacgédo da compatibilidade

Antes do transplante, a identidade das amostras e os resultados de tipificagdo
devem ser cuidadosamente confirmados. Quando necessdrio, metodologias
complementares podem ser utilizadas para esclarecer ambiguidades ou
confirmar determinados alelos.

A utilizagdo de nova amostra para confirmagdo contribui para a seguranga da
identificagdo do par doador-receptor e reduz o risco de erros pré-analiticos.

Apos o transplante

No periodo pbs-transplante, o laboratério participa do acompanhamento da
origem das células hematopoéticas por meio da andlise do quimerismo.

A comparag@o dos perfis genéticos do receptor antes do transplante, do
doador e do receptor apds o transplante permite determinar a contribuicéo
relativa das duas populagdes celulares.

As andlises seriadas sdo particularmente importantes, pois permitem
acompanhar a evolugdo do enxerto e identificar altera¢gdes na proporcdo de
células do doador e do receptor.

Qualidade e rastreabilidade

Todo o processo exige rigorosa identificagdo das amostras, armazenamento
adequado dos dados e do DNA, documentacdo dos resultados e participagdo
em programas de controle de qualidade.

Dessa forma, o laboratério de histocompatibilidade estabelece uma ponte
entre imunogenética, selecdo do doador e acompanhamento do enxerto,
fornecendo informagdes essenciais para a equipe responsdvel pelo TCTH.
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Transplante de células-tronco hematopoéticas (TCTH)

Fontes de células, infusdo e reconstituicdo hematopoética

1. Fontes de células-tronco hematopoéticas

Medula dssea Sangue periférico : Sangue de corddo umbilical
Coleta por pungao Mobilizacdo com (- ! Coleta no momento

dos ossos da bacia fatores de crescimento do parto (apés o

(sob anestesia) (e.g., G-CSF) e coleta clampeamento do cordéo)

Células-tronco
hematopoéticas (CTH)
+ Capacidade de autorrenovagio
+ Capacidade de diferenciacio
em todas as linhagens hematopoéticas

2. Infusao das células

As CTH séo infundidas por via
endovenosa, de forma semelhante
a uma transfusdo de sangue.

3. Migracao e homing para a medula 6ssea

Apds a infusdo, as CTH migram pela circulagdo

e se alojam na medula dssea, guiadas por - -
moléculas de adesdo e quimiocinas Nicho hematopoético
(e.g., CXCR4-CXCL12). (microambiente medular)

Célula-tronco
hematopoética

Célula estromal

4. Reconstituicao hematopoética
As CTH se estabelecem na medula dssea, proliferam e se diferenciam, reconstituindo as linhagens sanguineas.

Célula-tronco
hematopoética
—
{Q' Progenitor linfoide
A
4 + ¥
C‘ Q [ *
Eritrécitos Granulécitos Maonécitos/ Plaquetas Linfécitos B Linfdcitos T Células NK
(série vermelha)  (neutrdfilos, eosinfilos,  macréfagos (megacariéeitos)  (imunidade humoral)  (imunidade celular)  (imiunidade inata)

basdfilos)

Resultado final: reconstituicao hematolégica e imunolégica do receptor
Figura 6. TMO infuséo, migracgéo e “homing”.
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Selecao do doador no transplante de células-tronco

hematopoéticas (TCTH)

Estratégia e etapas principais

& B Paciente
Doenga hematoldgica maligna ou ndo maligna
com indicacio de TCTH

1. Doador familiar HLA-idéntico 2, Doador familiar haploidéntico 3. Doador nio aparentado
Irmao compativel Familiar parcialmente compativel Buscas em registros de doadores
(HLA-idéntico) (pai, mée, filho ou outro parente) voluntirios (e.g., REDOME)

Sl

Maior probabilidade de encontrar
doador compativel em populagdes
com maior diversidade étnica

: R SN :

Tipificagdo HLA em alta resolucdo
Métodos moleculares (e.g., NGS)

Probabilidade de 25% Compartilham um haplétipo
de irmio HLA-idéntico (50% de compatibilidade)

- « Tipificagdo de loci HLA class e Il
14 DNA (A, B, C, DRB1, DQB1, DPB1)
1 « |dentificacdo de incompatibilidades
u + Resolugdo de ambiguidades
+ Confirmagdo dos resultados

¥

Escolha do doador
Considera-se:
» Grau de compatibilidade HLA
+ Disponibilidade e tempo para o transplante
+ Caracteristicas do doador (idade, sexo, CMV, etc.)
, + Urgéncia clinica
Andlise conjunta pela equipe + Condigdes do paciente e da doenca
transplante e laboratério « Experiéncia do centro
de histocompatibilidade *

Doador selecionado
Inicio do preparo para o transplante

Pontos importantes {4

+ Irmio HLA-idéntico é a primeira opciio, quando disponivel. A escolha do tflc!ador.adequadc.

« Doadores haploidénticos sio alternativa vidvel e amplamente utilizada. com base na tipificacdo HLA e em

« Registros de doadores nio aparentados (e.g., REDOME) aumentam a chance de encontrar caracteristicas clinicas e imunogenéticas,
doador compativel. é essencial para o sucesso do TCTH.

= Tipificagdo HLA em alta resolugdo é fundamental para la selegdo segura do doador. ”

Figura 7. Selecéo do doador para o TMO
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Resposta imunolégica bidirecional no TCTH

Uma caracteristica particular do TCTH alogénico & a existéncia de uma
resposta imunolégica bidirecional entre receptor e enxerto.

Na diregdo receptor — enxerto, células imunocompetentes residuais do
receptor podem reconhecer antigenos presentes nas células do doador como
ndo proéprios. Essa resposta pode contribuir para a rejeicdo das células
transplantadas e falha da pega do enxerto.

Na diregdo oposta, enxerto — receptor, linfécitos T imunocompetentes
provenientes do doador podem reconhecer moléculas HLA ou peptideos
apresentados pelas células do receptor como estranhos. A ativagéo e
expans@do dessas células desencadeiam mecanismos inflamatérios e
citotéxicos responsaveis pela doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH).

A compatibilidade HLA reduz a intensidade potencial dessas respostas, mas
ndo elimina completamente o risco imunolégico. Mesmo entre individuos HLA-
idénticos podem existir diferencas em antigenos menores de
histocompatibilidade, capazes de desencadear reconhecimento alogénico.

Assim, no TCTH alogénico coexistem dois riscos imunolégicos fundamentais: o
receptor pode rejeitar o enxerto, e o enxerto pode atacar o receptor. Essa
dualidade constitui uma das principais diferengas imunolégicas entre o TCTH
e o transplante de 6rgdos sélidos.
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Resposta imunoldgica bidirecional no TCTH

Receptor — Enxerto (rejeicdo) e Enxerto — Receptor (DECH)

Transplante de células-tronco hematopoéticas

Compatibilidade HLA e imunossupressao

Rejeicao do enxerto
Resposta imunoldgica

Receptor - Doador
(hospedeiro) (enxerto)

f A} o
{ — oy
\od
) ) !
3 | P =
\

do receptor contra o enxerto G D lless Resposta imunoldgica
A f do enxerto contra o receptor
Receptor — Enxerto W
Enxerto — Receptor
Linfocito T
do receptor Célula do doador Linfécito T Célul:§ apresentadora
e dod de antigeno do receptor
HLA HLA o doador
Y. \\\\ Infusdo de “ A/
& \. ’ células-tronco » 5 (/ ;
&[ ? };' hematopoéticas E(
| ',l,—- 3
do doador 4 : AR
Compatibilidade HLA &
, o 2, Citocinas pa AN
@0 g (IFN-y, TNF, etc) « Reduz a alorreatividade @ g Litocinas
- ] @\ g I
%o + Diminui o risco de rejeicio ® sig Ik Sl LT 6
. e de DECH
Destr |
? d:s::nt:gftzdas Ll « N&o elimina completamente Principais drgaos-alvo
o 4B i
0 risco
e N @° "j @ g o~ ~
o z Q 3 u‘ ;
$-. @ Fatores que influenciam
. » Grau de incompatibilidade HLA Figado
Consequéncias + Fonte de células-tronco Exantema  Bastrointestinal  (ojectace
Falha d (medula éssea, sangue periférico, Diarreia
. i & peg'fi corddo umbilical) 3
» Aplasia persistente 3 Formas clinicas

Regime de condicionamento

» Necessidade de novo transplante « Imunossupressio pos-transplante

Comparagao das manifestagoes

gl ovosiet oa-L e
Dire¢do da resposta Linfécitos do receptor contra células do doador
Mecanismo Reconhecimento de antigenos HLA e menores
do enxerto
Orgios-alvo Medula dssea (destruicdo do enxerto)
Consequéncia Falha da pega
Prevencdo/tratamento Imunossupressdo e regime de condicionamento

R

lr Doenca do enxerto contra
o hospedeiro (DECH)

= Aguda: primeiros 100 dias
« Crinica: apos 100 dias

DECH
(Enxerto — Receptor)

Linfécitos do doador contra células do receptor

Reconhecimento de antigenos HLA e menores
do receptor

Pele, trato gastrointestinal, figado, outros
DECH aguda ou crinica
Profilaxia e tratamento da DECH

O TCTH é dnico entre os transplantes, pois envolve uma resposta imunolégica bidirecional.
A compatibilidade HLA e a imunossupressdo reduzem, mas nio eliminam, o risco de rejeicdo e de DECH.

Figura 8. Resposta imunolégica bidirecional no TMO
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Quimerismo ap6s o transplante de células-tronco hematopoéticas (TCTH)

Quimerismo completo e quimerismo misto

Receptor Doador Receptor
(pré-TCTH) (enxerto) (p6s-TCTH)
Perfil genético { } Perfil genético \ ,f e
exclusivo ~ A\ exclusivo " Células hematopoéticas
do receptor f ! do doador TCTH de origem do doador
[ | K | |\ podem substituir
STR (exemplo) N IJ [\ STR(exemplo) ( totalmente ou coexistir
Cel) /N A\ $ s /| comascélulas
?«ﬂrwﬁ(, MTi Ahhf : _-'-»-.’1—'5«,“;\ i le ; m;oq s | do receptor.
W -I I|r|| II 4
D851179 D8S1179
Quimerismo completo Quimerismo misto

Predominio das células do doador

» Reconstituicao hematopoética
de origem do doador

« Perfil genético do receptor
nao detectado (ou < 1-5%)

» Situago habitualmente
desejada na maioria
das doengas malignas

O
00

09

0‘0
0‘@

Coexisténcia de células do doador e do receptor

= Coexisténcia de células
do doador e do receptor

= Pode ser estivel e associada
a boa evoluggo clinica,
dependendo da doenca
« Mais frequente em doengas
nao malignas (ex.: imunodeficiéncias)
« Requer monitorizacao seriada

do?

STR (exemplo) STR (exemplo)
Receptor Pés-TCTH Receptor Doador Pés-TCTH
(pré-TCTH) (quimerismo completo) (pré-TCTH) (quimerismo misto)
Alelo1  Alelo 2 Alelo3  Alelo 4 Alelo1 Alelo 2 Alelo3 Alelod4  Alelo1 Alelo2 Alelo3 Alelo4
D851179 D851179 D851179 D851179 D851179
Métodos para avaliagao do quimerismo Interpretagdo clinica

= STR (microssatélites)
» qPCR de polimorfismos

« SNP arrays
« NGS
» Andlise em células totais
ou fragdes celulares T iada
A o onitorizagdo seria
(mieloide e linfoide) Sols Ot

» Quimerismo completo: menor risco de recaida nas doencas
malignas, mas ndo é indispensivel em todas as situagdes.

+ Quimerismo misto: pode ser transitdrio ou estavel.
Em algumas doencas ndo malignas, pode estar associado
a correcdo do defeito imunoldgico mesmo sem quimerismo
completo.

+ A tendéncia ao aumento da fragdo do receptor pode indicar
risco de rejeicdo ou recaida e deve ser avaliada em conjunto
com a evolugdo clinica.

O quimerismo reflete a origem das células hematopoéticas apés o TCTH
e deve ser interpretado no contexto clinico da doenca e do paciente.

Figura 9. Quimerismo pés TMO
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Caso clinico — Quimerismo misto apés TCTH

o o na

Paciente com deficiéncia de adeséo leucocitdria tipo 1 (LAD-1), caracterizada
por deficiéncia de expressdo de moléculas de adesdo leucocitdria, foi
submetido a transplante de células-tronco hematopoéticas utilizando sangue
de cord@o umbilical.

Antes do transplante, apresentava leucocitose importante e expresséo muito
reduzida de CDIllc nos granulécitos (2,7%).

Apbés o transplante, a andlise molecular demonstrou quimerismo misto,
indicando a coexisténcia de células hematopoéticas provenientes do doador
e do receptor. Paralelamente, observou-se aumento da expressdo de CDIlc.
Apesar da persisténcia de quimerismo misto, houve corregdo funcional do
defeito imunoldgico e evolugdo clinica favoravel.

O caso demonstra que a presenca de quimerismo misto ndo significa
necessariamente falha do transplante. Mesmo com a coexisténcia de células
do doador e do receptor, uma propor¢cdo suficiente de células
hematopoéticas funcionais provenientes do doador pode proporcionar
correcdo do defeito imunoldgico.

Na LAD-1, o aumento da express@o das moléculas de adesdo leucocitaria apds
o transplante representa uma evidéncia funcional particularmente importante.
Assim, o resultado do quimerismo deve ser interpretado em conjunto com a
recuperacdo imunolbégica, hematolégica e clinica, e ndo apenas pelo
percentual de células provenientes do doador.

Esse exemplo ilustra um principio fundamental do acompanhamento do TCTH:
o significado clinico do quimerismo depende da doenca de base e da fungdo
das células reconstituidas.

168



Caso clinico — Quimerismo misto apos TCTH

Deficiéncia de adesao leucocitaria tipo 1 (LAD-1)

1. Antes do transplante

nos granulécitos:

2,7%

« Leucocitose importante
» Expressdo de CD11c

2. Transplante

fer— 1

107

1074

CD11c

1007

10°'|

Transplante de
células-tronco
hematopoéticas
com sangue de
corddo umbilical

S55C

Anilise do quimerismo por STR (exemplo ilustrativo)

Receptor (antes do transplante)
3.000
2,000
1.000
0
Al A2 Bl B2
Loco STR

Evolucéo laboratorial e clinica

Leucécitos
Moment
¥ (/uL)
Pré-transplante 35.000

Pés-transplante Normalizagdo

Doador (corddo umbilical)

Al A2 Bl B2
Loco STR

CD11c nos granulécitos
(3%)

2,7
65,4

Curado!

Correcao funcional do defeito imunolégico apesar do quimerismo misto.

3. Apés o transplante

+ Quimerismo misto
+ Aumento da expressao

de CD11c nos
granuldcitos
65,4%
(%]
=
a
&
SSC
Receptor (apds o transplante)
3.000 — Alelo do receptor
2.000 — Alelo do doador
— Quimerismo misto
1.000 (células do doador
0 e do receptor)
Al A2 Bl B2
Loco STR
Quimerismo Situagdo clinica
- InfecqGes de repeticdo
Misto Evolugdo favorével

Mensagem principal

Quimerismo misto ndo significa
necessariamente falha do transplante.

Sua interpretagdo deve considerar a doenga
de base, a evolugdo temporal do guimerismo
e, principalmente, a recuperaco funcional

e clinica do paciente. 929

Figura 10. Transplante de células do cordéo umbilical em paciente

imunodeficiente.

169



Capitulo 12 -

Casos Clinicos
de Transplantes




CASO 1 - IMUNOLOGIA

TRANSPLANTE RIM + FIGADO

-
Doador: V (A02,02 B39,39 C12,12 DR13,14 DQO5,06)
Receptor: A (AO1,24 BO8,18 DR03,04 DQO02,03)
PRA PRE-TX: Cl 34% Cll 0%
Anticorpos Cl: MFI 5.000 a 2.001: B51 B49 B52
MFI 2.000 a 1.000: B78 B75 B59
Paciente transplantou rim + figado em 02/01/16.
Jk Hospital de Clinicas de Porto Alegre Rua Ramira Barcelos, 2350, 2* andar, 90035-003 - Porto Alogre, RS-Brasil
Servico de Imunalogia Crgf: 87.020.517/0001-20 - Fone: +55 51 3359-8308 - Fax: +55 51 3359-8020
ﬁr Responsdvel: Dr Luiz Fernandeo Job Jobim Caixy Postal: 1247 - e-mail: hepa@ihepa edu b - Pag.: hitphaww. hepa, adu br
Doador Falecido - v Idade : 21
Meédico - Sexo: M
Amostra Cross : Grupo ABO @ A
Causa do dbito : TCE Data Entrada Amostra :  01/01/2016
Procedéncia :
Receptores : Resultado Prova Cruzada
e 8 G feoc) Citomatria go Fluxo VIRTUAL
Data | T i * Ral* T I
Nome do Paciente Sare T | Teoir | TencH ’:;I‘-:"' B |ewom| T | mcs | B |mMcs| a B c oR pa
180515 | Neg | Meg | Meg | Neg | Meg | Neg | Neg Neg | Neg
A No Pl:432 | 14009115 | Neg | Neg | MNeg Neg Meg | Noeg | Neg Neg | Neg
041115 | MNeg Neg Neg Neg Meg MNeg Neg 1l Neg | Neg
Legenda:
Pos - Positive
Neg - Negative
Div - Duvidoso
NT - Mao testado
ITL - Impossitilidade Técnica de Leitura Em : 16/01/19
MCS - Madian Channel Shift {desvia de canal)

- A, fem, 68 anos, branca
DRC por rins-figado policisticos, Inicio de HD em novembro de 2010

TX rim/figado: 02/01/2016 - Doador: masc, 18 anos, TCE , 55kg, 160 cm
& Creatinina inicial 1,4 mg/dL, creatinina final 1,4 mg/dL
TIF figado 11 hrs / TIF rim 15hrs, TAV 25 min

TIF figado 11 hrs / TIF rim 15hrs, TAV 25 min

Imunossupressao inicial: indugdo MP 500, bloqueador do receptor de interleucina.
Manutencgao: Pred/MPS/TAC

O HD Pré-op:
Hemedidlise
pré-operatdria g
Alta hospitalar | | MPS = AZA

o
o

O Alta hospitalar:
alta apds
transplante

¥

- litros

0 MPS - AZA:
Micofenclato de
sadio substituido
por Azatioprina

mg/dL

& IPC = 0,05:

indice de perda de
enxerto corrigido 0 1 2 3 4 5 6 7 12 30 S0 180 365 730 1095

(walor atual) Periodo - Dias

O R OW S WM G N WD

——— Creatinina (mg/dL) Diurese (litros)

- >

Figura 1. Transplante de rim e figado sem DSA no pré-transplante
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Caso clinico

Paciente feminina, 68 anos, branca, portadora de doenca policistica renal e
hepdtica, com doencga renal crénica e em tratamento por hemodidlise desde
novembro de 2010. Em 2 de janeiro de 2016, foi submetida a transplante
combinado de rim e figado.

O doador era um homem jovem, de 18 anos, vitima de traumatismo
cranioencefdlico, com 55 kg e 1,60 m de altura. Apresentava boa funcdo renal,
com creatinina de 1,4 mg/dL tanto na avaliag&o inicial quanto imediatamente
antes da captagdo dos 6rgdos. Essas caracteristicas permitiom classifica-lo
como um doador ideal.

O tempo de isquemia fria foi de aproximadamente 11 horas para o figado e 15
horas para o rim. No transplante renal, o tempo de anastomose vascular foi de
25 minutos.

Avaliagdo imunolégica pré-transplante
A tipagem HLA demonstrava incompatibilidade entre doador e receptor:

Doador: HLA-A02,02; B39,39; C12,12; DR13,14; DQO05,06.
Receptor: HLA-AOQI1,24; BO8,18; DR03,04; DQ02,03.

O PRA pré-transplante era de 34% para HLA classe | e 0% para classe ||,
demonstrando sensibilizagcdo prévia contra antigenos HLA de classe |
Entretanto, ndo foram identificados anticorpos especificos contra o doador
(DSA).

Apesar da incompatibilidade HLA, as provas cruzadas redlizadas por
citotoxicidade dependente de complemento (CDC) e por citometria de fluxo
foram negativas nos trés soros avaliados.

Portanto, a presenca de PRA positivo indicava que a receptora possuia
anticorpos contra determinados antigenos HLA da populagdo, mas esses
anticorpos ndo reconheciam os antigenos HLA presentes naquele doador. Esse
achado permitiu a realizagdo do transplante sem evidéncia imunolégica de
anticorpos pré-formados dirigidos contra o enxerto.

Imunossupressdo

A imunossupresséo de indug¢do foi realizada com metilprednisolona 500 mg e
basiliximabe 20 mg, anticorpo monoclonal bloqueador do receptor da IL-2,
administrado no intraoperatério e novamente no quarto dia apds o
transplante.

A imunossupress@o de manutencdo foi constituida por prednisona,
micofenolato sédico e tacrolimo. A prednisona foi utilizada inicialmente na
dose de 20 mg/dia durante o primeiro més.
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Evolucdo do enxerto renal

A evolucdo pbs-operatéria foi excelente. A paciente realizou hemodidlise antes
do transplante e apresentava creatinina de 8,87 mg/dL. J& no segundo dia
pbs-operatério, a creatinina havia diminuido para 13 mg/dL, atingindo
posteriormente valores proximos de 1,0 mg/dL.

A diurese também foi prontamente estabelecida. No pds-operatério imediato
foram registrados aproximadamente 1.300 mL, aumentando posteriormente
para cerca de 1.930 mL com manutenc¢@o de volumes adequados nos dias
subsequentes.

N&o ocorreram episddios de rejeicdo ou outras intercorréncias significativas
durante a internacdo. A paciente recebeu alta hospitalar no 13° dia pos-
operatério, com creatinina de 0,8 mg/dL, indicando excelente funcdo do
enxerto renal.

A relagéo proteino/creotinina urindria foi de 0,05, compativel com auséncia de
proteindria significativa.

Discussdo imunolégica

Este caso demonstra um conceito fundamental na avaliagdo imunologica
pré-transplante: PRA positivo ndo significa necessariomente presenca de DSA.

O PRA de classe | de 34% demonstrava que a receptora havia desenvolvido
anticorpos contra determinados antigenos HLA. Entretanto, nenhum dos
anticorpos identificados era especifico contra os antigenos HLA do doador
selecionado. Além disso, as provas cruzadas por CDC e citometria de fluxo
foram negativas.

Assim, trés informacdes devem ser analisadas conjuntamente antes do
transplante:
PRA — grau de sensibilizagéo do receptor

DSA — verifica se existem anticorpos dirigidos especificamente contra o HLA
do doador

Prova cruzada — demonstra se os anticorpos presentes no soro do receptor
reagem com as células daquele doador

Neste caso, apesar da sensibilizagcdo prévia e da incompatibilidade HLA, a
auséncia de DSA e as provas cruzadas negativas indicavam uma situagdo
imunoldgica favordvel para a realizagdo do transplante. A excelente fungdo
renal imediata e a auséncia de rejeicdo durante a evolugdo inicial foram
compativeis com essa avaliagdo.
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CASO 2 - IMUNOLOGIA

TRANSPLANTE CARDIACO
(@ i
Doador: M (A30,68 B51,76 C02,07 DR04,16 DQ05,08)
Receptor: L (A24,74 B40,42 DRO0S§,11)
PRA PRE-TX: C1 0% CIl 0%

Paciente transplantou cora¢do em 18/12/16.

b w/
Hospital de Clinicas de Porto Alegre Rua Ramiro Barcelos, 2350, 2* andar, 90035-003 - Porio Alegre, RS-Brasil
Servigo de Imunologia Fone: #5551 3359-8300 - Fax: +55 51 3359-8308
Responsavel: Dr Luiz Femando Job Jobim Caixa Postal: 1247 - e-mail: hepa@hcpa.edu.br - www. hcpa edu.br
Doador Falecido: M Idade : 36
Médico: Central de Transplantes Sexo: M
Amostra Cross @ Linfom dos Gmpﬂ ABO: M
Causa do Obito Data Entrada Amostra :  17/1222016
Procedéncia :
Resultade Prova Cruzada
Citstoricidade O de G (coc) Citometria de Flueo VIRTUAL
Data
Nome do Paciente | Soro T | Te0TT | TeaGH 1";1':' B |eotr| T [Mes| B [mMes| A B ¢ oR | Dpa
B76
2iNaié | M9 Negl | Mag | Megy | Meg | (Neg, | Mg Nl = 1.000
L 1812/16 ;
2.000
Legenda:
Pos: Positivo
Neg: Negative Citometria de Fluxo: Os valores referem-se ao desvio de canal.
' )
Doador: M (A30,68 B51,76 CO2,07 DR04,16 DQO05,08)
Receptor: L (A24,74 B40,42 DR08,11)
8 4
Imprimir Exame :
P [
Transfusdes Soro Pra Luminex Single
o Tratamento do Soro MIC-A | Obs esultado
Data dlt. . PRA cLl | cun | c | cn i
POS TX [ | 02/01/19 | DSA DQOS (MFI=12.446) 0% |22% | NT |Anticorpos Cl:
POS TX [¥l | 3011118 | psa B76 (MFI=1.621) E DQDS (MFI=15.048) 11% | 22% | NT |Anticorpos CI:
POS TX [] | 02/10/18 | DsA B76 (MFI=1.461) E DQOS (MFI=14.330) 11% | 22% | NT |Anticorpos Cl:
| POSTX [ | 28/08/18 | DSA B76 (MFI=3.705) E DQOS (MFl=16.849) 11% [ 31% | NT |Anticorpos CI:
POS TX [ ] 11/05/18 | DSA B76 E DQOS (MFI 5001 a 10.000) 11% | 23% | NT |Anticorpos CI:
POS TX 8 | 24/01/18 | DSA B76 E DQOS (MFI 2001 a 5000) 11% | 23% | NT |Anticorpos CI:
| posTx 7 | 3011117 | osa 876 (mF1 2001 a s000) | 11% | 0% | Neg [anticorpos Ci:
POS TX BB | 24/07/17 | psa B76 (MF1<2000) | 11% | 0% | NT |Anticorpos CI:
POS TX [ | 29/03/17 | DSA B76 (MFI<2000) E DQS (MFI=10.900) 11% | 26% | Neg |Anticorpos CI:
-

PACIENTE FEZ REJEIGAO HUMORAL EM 2018.
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Figura 2. Transplante cardiaco com presen¢ca de anticorpo
especifico contra o doador (DSA).

2 L, 40 a, fem, negra, miocardiopatia periparto

CASO 2

CLINICA

CORACAO

%  Priorizada por dependéncia de inotrépico

o Tx coragdo (17/12/2016; Doador 34 a, masc, pardo, ECO normal)

@ TIF: 184 min, T clamp: 135 min , déficit cronotrépico

Imunossupressao: inducio periop: ATG / atual: TAC/Eve/Pred

A~ S
=
Rituximab 20000 1 0.75mg/kg 80 g =
v
. J, Ivig l 3 | Ago/18 CDE8+
|| PF= Plasmaferese 15000 60 g- [
< 2 Dez/18 Edema
"] £
e 10000 0 §
g > Jan/19 OR
 Herpes Zoster 3
Herpes Zoster -
5000 20 .% -
&
3 # FEVE: Fracio de ejegdo do
] wentriculo esquerdo (%)
0 0 & o)
o 5, A 2 % o b K K w * DSA: Anticorpos especificos
i & & vl 2 & ' anti-doador (MFI)
o~ & ' o (S"l & et o o
S s

PF: Plasmaferese

z
"J
7
7z,
s
&
Wy
o
L

Data * Ivlg: Imunoglobalina intravenosa

—— FEVE — DSA | | * ATG: Globulina antitimécito

Figura 3. Dindmica da imunossupresséo

Caso clinico

Paciente feminina, 40 anos, negra, portadora de miocardiopatia periparto,
com insuficiéncia cardiaca avangada e necessidade de suporte continuo com
inotropicos, condigcdo que determinou sua priorizagdo para transplante
cardiaco.

Foi submetida a transplante cardiaco em dezembro de 2016. O doador era
masculino, 34 anos, com ecocardiograma normal. O tempo de isquemia fria
foi de 184 minutos e o tempo de clampeamento aértico, de 135 minutos. No
periodo pds-operatdrio inicial apresentou déficit cronotrépico.

A imunossupressédo de indugdo foi realizada com globulina antitimécito (ATG).
O esquema de manuteng¢d@o incluiu tacrolimo, posteriormente associado a
everolimo e prednisona.
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Avaliagdo imunolégica pré-transplante
A tipagem HLA demonstrava:

Doador: HLA-A30,68; B51,76; C02,07; DR04,16; DQO05,08.
Receptora: HLA-A24,74; B40,42; DRO8,11.

O PRA pré-transplante era de 0% para HLA classe | e 0% para classe I,
indicando auséncia de sensibilizagdo detectavel pelo painel utilizado naquele
momento.

Entretanto, a andlise dos soros demonstrou a presenca de anticorpo
especifico contra o doador (DSA) anti-HLA-B76, inicialmente de baixa
intensidade, com MFI inferior a 2.000.

Evolugdo dos DSA

O acompanhamento imunolbégico pés-transplante demonstrou persisténcia
do DSA anti-B76. Posteriormente, surgiu um novo anticorpo especifico contra o
doador, dirigido contra HLA-DQ5.

Esse DSA anti-DQ5 apresentou intensidade elevadg, inicialmente com MFI em
torno de 10.900, permanecendo detectdvel durante o acompanhamento.

Ao longo de 2018 ocorreu aumento dos niveis dos DSA. O anti-B76 apresentou
valores varidveis e relativamente mais baixos, enquanto o anti-DQ5 atingiu
valores elevados, incluindo MFI de 16.849, 14.330 e 15.048 em diferentes
avaliagoes.

A persisténcia dos DSA, particularmente do anticorpo anti-DQ5 em niveis
elevados, foi acompanhada pelo desenvolvimento de rejeicdio humoral, ou
rejeicéio mediada por anticorpos (AMR), em 2018.

Rejeig¢do e tratamento

Durante a investigagdo da disfun¢gdo do enxerto, a bidpsia cardiaca de agosto
de 2018 demonstrou rejeigdo celular 1R e presenca de células CD68 positivas.
Em dezembro de 2018 foi descrito edema, enquanto a biépsia de janeiro de
2019 foi classificada como OR.

Diante do quadro de rejeico mediada por anticorpos e da presencgad
persistente de DSA, foram utilizadas estratégias destinadas a reduzir a carga
de anticorpos e interferir na resposta humoral, incluindo plasmaférese,
imunoglobulina intravenosa (IVIG) e rituximabe.
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Discussdo imunolégica

Este caso demonstra que a avaliagdo do risco imunolégico do transplante ndo
termina no momento da cirurgia. O monitoramento longitudinal dos
anticorpos anti-HLA e, particularmente, dos DSA pode revelar alteragdes
importantes durante a evolugdo do enxerto.

A paciente apresentava PRA pré-transplante de 0% para classes | e I, mas foi
posteriormente demonstrado DSA anti-B76 de baixa intensidade. Apds o
transplante, além da persisténcia desse anticorpo, surgiu um DSA anti-DQ5,
que atingiu valores elevados de MFI.

O caso também ressalta a importéncia dos anticorpos anti-HLA-DQ no
acompanhamento pés-transplante. A presenca de um DSA ndo deve ser
interpretada isoladamente pelo valor de MFI; sua persisténcia, evolugdo
temporal e associagcdo com alteragdes funcionais e histopatoloégicas do
enxerto sdo fundamentais para a interpretagdo clinica.

Conceito essencial

PRA e DSA fornecem informacdes diferentes. O PRA expressa o grau de
sensibilizagéo do receptor frente a um conjunto de antigenos HLA, enquanto o
DSA identifica anticorpos dirigidos especificamente contra antigenos HLA
presentes no doador.

Apbs o transplante, o acompanhamento seriado dos DSA pode auxiliar na
identificag@o de pacientes com maior risco de lesdo mediada por anticorpos
e deve ser interpretado em conjunto com a fungdo do enxerto e os achados
da bibépsia.
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EVOLUCAO IMUNOLOGICA E CLINICA

NO TRANSPLANTE CARDIACO

=
‘ n TRANSPLANTE CARDIACO ‘
18/12/2016
; J
m& E) PERSISSENCIA DE DSA ANTI-B76
B76 Deteccdo precoce de DSA anti-B76
de baixa intensidade.
/'\\\ / ‘.\ \\\ *
|:' "z','/ :| B APARECIMENTO DE DSA ANTI-DQ5
'\\ : qu Surgimento do DSA anti-DQ5.
r— W3 " . P Rre

n ELEVACAO E PERSISTENCIA DO ANTI-DQ5
Aumento progressivo dos titulos de DSA anti-DQ5,
mantendo-se elevados ao longo do tempo. )

v

- : h
LESAO IMUNOLOGICA DO ENXERTO
Evidéncias de dano tecidual relacionado
a resposta humoral.
+ vy
3 B\
REJEICAO MEDIADA POR ANTICORPOS (AMR)
Confirmagao de rejeigao mediada por anticorpos
(AMR) em 2018. )
+ ™
TRATAMENTO
Plasmaférese + Imunoglobulina intravenosa (IVIG)
+ Rituximabe.
_+ i 4
\

RESPOSTA AO TRATAMENTO

Reducdo dos titulos de DSA e melhora clinica.
Acompanhamento continuo.

M

RESUMO
A evolugdo demonstra a dindmica dos D5SA e sua associagao com lesdo do enxerto,

culminando em rejeicdc mediada por anticorpos e resposta ao tratamento imunomodulador.

Figura 4. Evolugcéo do caso
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g% CUiNICAS
CASO 3 - TRANSPLANTE PULMONAR

= |
xﬁ.':"“MN“HM&HHHﬂmm"nnnnnnlnuan'nn_nnnnnq...w_n_mm,_.
A (@] u s % ' - & B Trun = -0

e Y- - HEM 8- -B--ud¥

E:
B G-ZRENE - SENNNE - EXNF=. KN -K-HSL EI:: [ ERTHE~ a. . 2. AR-RX El ALES o m:..' FE T

[ - - .. R T T TR T - . - L - L - Y - - e e

F, 42 a, fem, branca. Fibrose pulmonar / esclerose sistémica.
TX unilateral esquerdo
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Pré-TX 1M 2M 30 &M 6M THM 8M 98 11M 11M 12M 15M 18M

(" Doador: A (A03,30 B49,51 C07,15 DRO4,- DQO3,-) 1
Receptor: F (HLA NAO TIPADO)
PRA PRE-TX:
Cl 64% Cll 79%(Anticorpos Cl: MFI>10.000:B81 B7 B60 B27 B42 B67 B61 B48 B13 /
MFI 10.000 a 5.001: BS5 B56 B73 B82 / MFI 5.000 a 2.001: A3 B47 B54 A30 A66 B41 /
MFI 2.000 a 1.000:A29 A1l B8)
Anticorpos Cll: MFI>10.000:DR15 DR16 DP20 / MFI 10.000 a 5.001: DP3 DP14 DR51
DP9 DP6 DRY DP17 DR103 DR9 / MFI 5.000 a 2.001: DR1 /
MFI 2.000 a 1.000: DR10 DR52 DP10 DR14 DR53 DR4)
Paciente transplantou pulmio em 20/07/17.
L )
l ﬁl Hospital de Clinicas de Porto Alegre Rua Ramiro Barcelos, 2350, 2* andar, 90035-003 - Porto Alegre. RS-Brasil
Senvigo de Imunalogia Fone: +55 51 3358-8300 - Facc +55 51 J350-8308
Responadval: Dr Luiz Fernando Job Jobim Caixa Postal: 1247 - e-mail: hepa@hepa. edu.br - wiww hepa. edu.br
Doador Falecido: A Idade: 53
Médico: Central de Transplantes Sexo: M
Amaostra Cross: Linfonodos Grupo ABO: O
Causa do 6bite:  AVC hemerragico Data Entrada Amostra:  20007/2017
Procedéncia:
Receptores : Resultado Prova Cruzada
© s C feoe) Citometria de Fluxo VIRTUAL
Data -
Nome do Paciente | gor T |norr.'r+.a.su Tl e |esom| T Iucsl B Iucs A 8 [ DR ba
mep | neg | neg | neg | nep | neg | pos | 115 | pos | 162 | A3OMRI | DRA MFI
F 170517 n2 pos 187 | 5000-2001 2000-1000
200717 A3 MFI
| | 10000-5000 L
Legenda:
Pos: Positive  Neg: Negativo Citometna de Fluxo: Os valores referem-se ac desvio de canal.
[ PRA POS-TX (31/07/17) - ' dias pés-tx: Vo Y )
Anticorpos Cl: MFI>10.000:Cw2 / MFI 10.000 a 5.001: B47 A3 B41 B39 B37 B38 Cw17 B13 B59 B63 /
MFI 5.000 a 2.001: BES8 B82 B57 B54 B55 B62 B8 A32 A29 B48 B61 B60 A66 B56 B72 A74 B49 B73 Cwl
| B27 A43 B42 A25 A2 / MFI 2.000 a 1.000: B64 B67 B81 BS0 B7 Cwl5
| Anticorpos Cll: MFI>10.000: DR7 / MFI 10.000 a 5.001: DR10 DR53 DP9 DQ5 DP20 DP6 DR9 DP17 DQ6
i DR1 DR103 / MFI 5.000 a 2.001: DP3 DP14 DR16 DR51 DR15
Y x ) _{*}ILMJI-——EJJ‘ = = 1

Figura 5. Transplante pulmonar em paciente hipersensibilizada
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Caso clinico

Paciente F, feminina, 42 anos, branca, portadora de fibrose pulmonar
associada & esclerose sistémica, com indicacdo de transplante pulmonar
unilateral esquerdo.

O transplante foi realizado em 20 de julho de 2017, utilizando pulméo de
doador masculino, 52 anos, com avaliagdo pulmonar adequada, PaO, de 308
mmHg e radiografia de térax sem alteracgdes relevantes.

O procedimento cirdrgico teve duragcdo aproximada de quatro horas, com
tempo de isquemia de 5 horas e 30 minutos. A paciente permaneceu em
ventilagdo mecdnica durante o primeiro dia e ndo necessitou de ECMO.

Avaliagdo imunolégica pré-transplante
A paciente apresentava elevado grau de sensibilizagdo imunolégica, com:

PRA classe 1: 64%
PRA classe ll: 79%

Foram detectados numerosos anticorpos anti-HLA de classes | e Il. Entre eles,
trés correspondiom a antigenos HLA presentes no doador e, portanto,
constituiam anticorpos especificos contra o doador (DSA):

anti-HLA-A3: MFl entre 5.001 e 10.000
anti-HLA-A30: MFl entre 2.001 e 5.000
anti-HLA-DR4: MFl entre 1.000 e 2.000

A tipagem HLA do doador era A03,30; B49,51; C07,15; DRO4; DQOS3. A receptora
ndo havia sido tipada para HLA.

Prova cruzada

Apesar da presenca dos DSA, a prova cruzada por citotoxicidade dependente
de complemento (CDC) foi negativa.

Entretanto, a prova cruzada por citometria de fluxo foi positiva, tanto para
linfocitos T quanto para linfocitos B:

Linfocitos T: MCS 115 no soro histérico e 112 no soro atual.
Linfécitos B: MCS 162 no soro histérico e 187 no soro atual.

Portanto, tratava-se de uma paciente altamente sensibilizada, com DSA pré-
formados e prova cruzada por citometria de fluxo positiva, mas CDC negativa.
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Conduta imunossupressora

A imunossupressdo foi realizada com basiliximabe, tacrolimo, micofenolato de
mofetila e prednisona.

O basiliximabe & um anticorpo monoclonal quimérico dirigido contra a cadeia
a do receptor da IL-2 (CD25), reduzindo a ativagéo e proliferagéo dos linfocitos
T.

Em razdo do elevado risco imunoldgico, foi também realizada plasmaférese no
transoperatério e posteriormente em dias alternados, totalizando cinco
sessdes, associada a imunoglobulina intravenosa (IVIG) na dose de 1g/kg.

Monitoramento dos DSA apés o transplante

Onze dias apds o transplante, em 31/07/2017, foi realizada nova pesquisa de
anticorpos anti-HLA.

O DSA anti-A3 permaneceu detectdvel, com MFI entre 5.001 e 10.000.

Por outro lado, os DSA anti-A30 e anti-DR4 deixaram de ser detectados. Surgiu,
entretanto, um novo DSA anti-B49, com MFI entre 2.001 e 5.000.

Assim, a evolugdo imunolégica pode ser resumida:

Pré-TX: A3 + A30 + DR4
Plasmaférese + IVIG + imunossupressdo
1 dias pos-TX: A3 persiste + desaparecem A30 e DR4 + surge B49

O painel pés-transplante do material original confirma A3 na faixa de MFI
5.001-10.000 e B49 na faixa de 2.001-5.000.

Evolugdo clinica e bidpsias pulmonares

A fungdo pulmonar apresentou melhora importante apds o transplante. O VEF],
que correspondia a 42% do previsto antes do transplante, atingiu 61% no
primeiro més e 68% no segundo e terceiro meses. A CVF aumentou de 39% do
previsto no pré-transplante para 60% no primeiro més e 73% no segundo més.

A bidpsia pulmonar realizada em agosto de 2017 mostrou discreta infiltragéo
perivascular, classificada como Al, sem infiltragdo peribrénquica significativa
(BO). Em setembro, a biépsia mostrou A0/BO. A amostra de outubro foi
insatisfatoria. Em fevereiro de 2018, foi registrada como AO-1/Bx.

A paciente apresentou boa evolugéo clinica e funcional apesar do elevado
grau de sensibilizagdo, da presenga de DSA pré-formados e da prova cruzada
positiva por citometria de fluxo.
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Discussdo imunolégica

Este caso é particularmente didatico porque demonstra que CDC e citometria
de fluxo ndo possuem a mesma sensibilidade.

A CDC foi negativa, indicando auséncia de atividade citotoxica detectdvel pelo
método. A citometria de fluxo, mais sensivel para detectar anticorpos ligados
aos linfécitos do doador, foi positiva para células T e B.

A combinagcdo de PRA elevado + DSA pré-formados + crossmatch por
citometria positivo caracterizava uma situagdo de elevado risco imunoldgico.
Ainda assim, o transplante foi realizado com estratégia imunossupressora
intensiva e reducdo de anticorpos por plasmaférese e IVIG.

A evolugdo também demonstra que os DSA sdo dindmicos: alguns anticorpos
pré-formados desapareceram, um permaneceu detectdvel e outro DSA
passou a ser identificado apés o transplante. Por isso, a avaliagdo imunoldgica
ndo deve terminar no momento da cirurgia, sendo fundamental o
acompanhamento dos DSA apds o transplante.

Conceito essencial

Este caso reGne quatro elementos importantes do transplante em receptor
sensibilizado:

PRA elevado — DSA pré-formados — CDC negativa, mas citometria positiva —
transplante com manejo imunolbégico intensivo e monitoramento pods-
transplante.

A boa evolucdo clinica demonstra também que a presenca de DSA ou uma
prova cruzada por citometria positiva ndo equivale, isoladamente, a rejeicdo
clinica do enxerto. Esses resultados precisam ser interpretados juntamente
com fungdo pulmonar, evolugdo dos anticorpos e achados histopatolégicos.
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CASO 4

P - o &
Doador: J (A 02,31 B15,51 C01,16 DRO04,16 DQ 05,08)
Receptor: C (HLA NAO TIPADO)
PRA PRE-TX: Cl 0% CIl 0%
\_Paciente transplantou coragdo em 17/08/16. )
JL Hospital de Clinicas de Porto Alegre Rua Ramiro Barcelos, 2350, 2* andar, 90035-003 - Porto Alegre, RS-Brasil
Servigo de Imunologia Fone: +55 51 3358-8300 - Fax: +55 51 3350-8020
"r’ Responsével: Dr Luiz Fermnando Job Jobim Caixa Postal: 1247 - e-mail: hepa@hcpa.edu.br - www.hepa.edu.br
Doador Falecido: J Jonas N°PL: 46305 RGCT : Idade: 29
Médico : Sexo: M
Amostra Cross : Grupo ABO :
Causa do abito : Data Entrada Amostra:  17/08/2016
Procedéncia :
Receptores : Resultado Prova Cruzada
Cloaodcidade Dependents de Cormplemanta (CDC) Citoemetria de Fluso VIRTUAL
: Data
Nome do Pacionte Sﬂ‘OTTMTmﬁﬁT?BWTDM;SBMOSABCDRDQ
c 1700816 | NEG MNEG NEG NEG NEG MEG | NEG POS | 175
Legenda:
Pos: Positive Neg: Negativo
& Citometria de Fluxo: Os valores referem-se ao desvio de canal
A
PRAs pds-tx:
Datault. s PRA Tratamento do Soro cLI cLnu Cl cl MIC-A | Obs p/Resultado
(]| 21/0119 |DSA DQO5 (MFI=2642) 0% | 26% NT  |Anticorpos Cll:
[]| o3amsrs 0% 0% NT |Anticorpos CII:
M | 10/01/18 |DSA DQOS5 (MFI 5001 a 10.000) 0% | 44% NT |Anticorpos ClI:
[@ | 24/0517 |DSA DQO5 (MFI 5001 a 10.000) 0% | 26% | semki |Anticorpos Cll:
Ol
[ | 29/07/116 |SORO PRE TRANSPLANTE 0% 0% | sem ki
PACIENTE NAO FEZ REJEICAO, MAS TEVE DOENGA VASCULAR DO ENXERTO. ]
A 4

C, masc, branco. Cardiomiopatia dilatada familiar
Priorizado por dependéncia de inotrépico
Tx coragdo (17/08/2016), doador fem, 38 anos, ECO normal

Couts | miopsi

TIF: 255 min, T clamp: 135 min, sem intercorréncias Agc_fl'] A]_?{"B[]

| 50: ATG/Tac/MFS /Pred
mssupressao /Tac/MFS /Pre Set/17  AO0/BO

=0 — DSA (DQs) :
Out/17 Insatisf.
a000 | everoumus | /
ADA ESTENOSE 30%
SEGMENTO MEDIO Fev/18  AO0-1/Bx
2000
1000 CATE IVUS ESPESSAMENTO INTIMAL
0 MAXIMO 1mm
0 12m 24m 30m

Titulo de DSA
g

Figura 6. Transplante cardiaco com DSA no pré-transplante.
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Caso clinico e avaliagdo imunologica pré-transplante

O receptor C recebeu um coragdo do doador J, em 17 de agosto de 2016. O
painel pré-transplante do receptor era de 0% contra os antigenos HLA de
classe | e 0% contra os de classe I, portanto sem presenga de anticorpos anti-
HLA detectdaveis.

A prova cruzada por CDC foi negativa, enquanto a prova cruzada por
citometria de fluxo foi positiva apenas para os linfécitos B, com MCS (desvio de
canal) de 175. Neste caso, foi testado apenas o soro atual.

Acompanhamento poés-transplante

Podemos observar o acompanhamento da presenca de anticorpos no periodo
pbs-transplante. O primeiro teste apresentado foi realizado aproximadamente
nove meses apds o transplante, em maio de 2017, quando surgiu um anticorpo
especifico contra o doador (DSA) anti-DQ5, com intensidade de fluorescéncia
(MFI) entre 5.001 e 10.000.

O DSA anti-DQ5 permaneceu detectdvel no soro de janeiro de 2018, também
com MFI entre 5.001 e 10.000.

No exame de setembro de 2018, o DSA tornou-se indetectdvel.

No soro mais recente, de 21 de janeiro de 2019, o DSA anti-DQ5 reapareceu,
porém em menor intensidade, com MFI de 2.642.

O paciente ndo apresentou rejeicdo, mas desenvolveu doenca vascular do
enxerto.

Resumo

PRA pré-TX 0% [ 0% — DSA anti-DQ5 de novo — persisténcia do DSA —
negativagdo transitéria — reaparecimento em menor intensidade — doencga
vascular do enxerto, sem rejeicGio documentada.
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HOSPITAL DE

CLINICAS

PORTO ALEGRE RS

CASO 5

Paciente hipersensibilizada em lista de espera

Receptor: J (A03,31 B07,39 DRO8,15)
PACIENTE AINDA NAO TRANSPLANTOU!
Historico de sensibilizagées:

Nome ]

_Paciente em Lista | Soro e PRA | Cross-Cadaver | Cross-Vivo ou Pés-TX

Loc 4 soros + recentes Inicio Hemodidlise = 15/03/13 N© de TX 0
Data do Ultimo

Selec [] N Transfus3o 3 N° de Gestacio | 5 Tx Anteriores
Oltimo Soro | 18/12/18 Data da Ultima Dutada Oftina Soros Sorotoco

.Sorusp,' Transfusdes Soro Pra Luminex Single Imprimic Exame | Data Data Ne
Cross | Total Dataglt.| PRA TratamentodoSere = CLI | CLI | €I CIl MIC-A Obsp/Resultado| Classif = Exame | Solicit.

‘18/12/18 | | 18/12/18 } | 77% | 97% | NT [Anticorpos C1: | 18/12/18 | 21/12/18 | 1084780
"06/09/18 | | B . ' ' P | | os/00r18 |
‘28/06118 | | | 280618 T 71% | 97% | NT | Anticorpos CI: | 26/06/18 29/08/18 | 1047761
|_26f02;‘1T - B & | lo6% | 97% | NT |Anticorpos I | 26/02/18 28/08/18| 1032221
| 04/12/17 | ' (Rss i ‘ 1 I ) _ | 041217
25/09/17 | | 25/09/17 | ' 3% | 97% | NT | Anticorpos CI: | 25/09/17 | 30/09/17 1005559
E‘fﬂ?ﬂ? | 17/07/17 T 7% | 97% | Meg |Anticopos@: | 17/07/17 | 18108717 1012639
‘2000417 | | ' 20/04/17 | | 68%| 97% SemKi Anticorpos CI: | 20/04/17 | 24/04/17 976579
|20/02/17 | | [ RO A | 2000217 | e
'_14,'12;-15— [ . 14/12/16 ‘ ' ' 94% | 97% semki.mmurpos CI: | 14/12/16 | 09/01/17 9535010
'Twmn? ' 19710016 | ’ ' '94% | 97% | Neg | Anticorpos CI: | 19/10/16 08/11/16 9578713
19/08/16 | | ' ' ' Il | 19/08/16
'18/02/16 | | ' ‘ ' ' ' \ ' 18/02/16
[11712115 | | 11/12/15 i 88% | 97% | Neg |Anticorpos CI: | 11/12/15 | 24/12/15 889944
| 02/09/15 | . | oz/09/15 | ' 95% | 97% | Pos |Anticorpos C1: | 02/09/15 | 04/09/15 867613
ris.-'uﬂ? - 13/12/13 ' ' 94% | 96% Neg |Anticorpos CI: | 13/12/13 | 21/01/14 733077
" — | ' o e g [ R
r ~
Testes de compatibilidade com a irma (doadora viva - haploidéntica)
HLA da irma: Apple e Denteca l_ Prova Cruzada (CDC) Resultado I Observagies
(1 alelo em comum em cada loco HLA) = T =
: “‘_m"“’“ o Negativo | Controle interno
DSA especifico: anti-DR10 (Células da receptora x soro da receptora)
|
(MF 2:001 —5i000) | Prova cruzada com irmé Positive | DSA anti-DR10
Metodologia: CDC | (Células da irma x soro da receptora) MFI 2.001 - 5.000
s = —_— ¥

Figura 7. Paciente hipersensibilizada em lista de espera néo
consegue doador.
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@9 HOSPITAL DE
@ PORTO ALEGRE RS
Receptor: J (A03,31 B07,39 DR08,15)
Historico provas cruzadas com DRF (ultimos 2 anos):
Nome J
Paciente em Lista | Soro e PRA | Cross-Cadaver I Cross-Vivo ou Pés-TX
Cross - Mﬂl Linfécitos T [Unﬁdlmﬂ Lhrfédtmeh Tipagem Classe | e Il do Doador
cad. | | o017 | T4AGH | T+A+D | B+DTT | SIOTT | DT c/AGH Observagdes
|17/07/17 1 | POS | POS POS POS POS POS A0224 B07,39 C0O7,13
30/03/18
| 26/02/18 POS | POS POS POS POS POS coc J DR 01,08 DQ 05,07
[ el e | I | ! o= . i
17#‘0?{1? 2 POS| 566 i POS | 490 A02,24 B07,39 C07,13
30/03/18
|aem2na POS | 570 POS | 500 CITOMETRIA _| Dro1,08 DQ 05,07
25m9n7 1 | Pos | Pos Pos Pos Pos Pos A02,74 BO7,57 CO7,-
01/03/18 y 3 ;
| 26/02/18 Pos | Pos Pos Pos Pos Pos coc J DRO1,15 DQO05,06
—_— — - — — - —— = —_ — _— —-I— _ - —_— - - —_—
25/09M17 2  Pos | 537 Pos 481 A02,74 BO7,57 CO7,.-
01/03/18
I 26/02/18 Pos | 549 Pos | 493 CITOMETRIA J DRO1,15 DQO05,06
S S S U S - S——-— — - -
| 1910116 1  Pos | Pos Pos Pos Pos | Pos A26,68 B38,60 C10
10/07117
‘ 20004117 Pos | Pos Pos Pos Pos | Pos coC J DR14,15 DQO05,06
19/10/16 2 | Pos | 429 Pos | 458 A26,68 B38,60 C10
10/07/17 | 1 3
| 20/04/17 Pos | 420 Pos | aso | CITOMETRIA ' [ 121415 Daos06
| 19/08M16 1 | Pos Pos Pos Pos | Pos A1,68 B871
06/01/17 | 19/10/16 Pos Pos Pos Pos Pos CcDC J DR18
| 14112116 Pos Pos | Pos | Pos | Pos d
| 19/08/16 2 | Pos | 4255 Pos | 4155 A 168 BS8,71
06/01117 | 19/10/16 Pos | 432,5 Pos | 4265 | CITOMETRIA | | pr1g
| 1412116 Pos | 4315 _ Pos | 4125 )
' 19/08/16 1 | POS | POS POS POS POS I POS A 2430 B0851 C07,15
2712018 | 1g/10/16 POS| POS | POS | POS | POS | POS | CDC | DR15.07 DQ 02,06
14/12/16 POS| POS | POS | POS | POS | POS g K
| 19/08/16 2 | Pos | 539 Pos | 439 A 2430 BO0851 CO07,15
271216 | 1971016 Pos | 530 Pos | 428 | CITOMETRIA | pei5o7 DQ 02,06
| 14/12/16 Pos | 536 Pos | 439 : .
Mét: metodologia (1 = CDC / 2 = Citometria de fluxo) DRF: Doador Falecido
| T:tempo CDC: citotoxicidade dependente do complemento
| POS: positivo / Pos: positivo fraco (Prova cruzada tradicional)
: ditiotreitol M
Ak dltl:.’tmw {quet?ra 1gM) Citometria de fluxo: detecgdo de anticorpos ligados
NS POaTagibtuie DiRng a superficie dos linfocitos do doador (maior sensibilidade
s/DTT: sem DTT / ¢/DTT: com DTT / ¢c/AGH: com AGH que CDQ)
Dados expressos como MFI (desvio de canal na citometria)
quanto maior o valor, maior a reatividade.

Figura 8. Histérico de provas cruzadas com doadores falecidos
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Receptor: J (A03,31 BO07,39 DR08,15)

Histdrico provas cruzadas com possivel DRV (irma):

Prova Cruzada Inicial e Tipagem HLA

Sorodo | Cross s/DTT

NOME N° Solic | Parentesco |ABO| W Raca Receptor /B

o x o w

Mét | Classel- A | Classel-B |Meét | Classell-DR| CI

J Receptor | A |47 |F| C (1) | A03,31 B07,39 |(4) | DR08,15
L] & | ] DRB1.10
C Irma Al44F| C (1) [ A*03,A%66 | B*07 B*58 | (4) DRB1*15

Prova Cruzada Pré-Transplante

MF1>10.000: B78 Cw2 B50 B46 B47 B71 B35

MF1 10.000 a 5.001: Cw1 B75 B56 B62 Cw17 B72 Cw4 Cw8 Cw10 B59 Cw6 B13 Cw9
Cw14 Cw16 B41 A1 B18 A80 B77 Cw12

MF15.000 a 2.001: Cw18 B60 B82 B61 B65 B64 B53 B52

MF1 2.000 a 1.000:

Anticorpos CII:

MFI>10.000: DR12 DR1 DR11 DR18 DR14 DR7

MFI 10.000 a 5.001: DR17 DQ6 DR9 DR52 DR103

MFI 5.000 a 2.001: DP4 DR4 DP2 DR13 DP28 DP18 DP10 DR10 DQ8 DQ9 DQ7
MFI 2.000 a 1.000: DR16 DQ2

OBS: Nao temos tipagem dos locos C, DQ e DP!

s Soro Receptor Linfécitos T T+AGH Linfécitos B | Linfécitos B
NOME | Parentesco | ABO | Id | ¢ | Raca Mét | T « T sDTT
: Atual | Histérico T+DTT | T+AGH B | B+DTT
J Receptor | A | 47 | F | C |271n2/17 | 20/04/17 | (1) |Neg| Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
C Irma A |44 | F | C |271217|20/04117 | (1) |Pos| Pos | Pos | Pos | Pos | Pos
Anticorpos Cl:

Figura 9. Prova cruzada com doador vivo (irmé)
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Caso clinico

Podemos observar o histérico de sensibilizagdo da paciente, que estd em lista
de espera para transplante renal desde 2013. A paciente apresenta historico
de trés transfusdes, cinco gestagdes e nenhum transplante prévio. Todos os
soros testados para o painel indicam hipersensibilizacdo da paciente, tanto
para antigenos HLA de classe | quanto de classe |I.

A sensibilizagdo dessa paciente também pode ser observada pelo histérico de
provas cruzadas com doadores falecidos, realizadas nos Ultimos dois anos.
Tanto nas provas cruzadas por CDC quanto por citometria de fluxo, todas as
provas foram positivas ao longo desses dois anos. Na citometria de fluxo,
como pode ser observado, os valores de desvio de canal (MCS) foram sempre
bastante elevados.

A paciente realizou também testes de compatibilidade com a irmd@, potencial
doadora viva, sendo haploidéntica, isto €, apresentando um alelo emm comum
em cada locus HLA avaliado. A paciente apresentava um anticorpo especifico
contra o doador (DSA) anti-DRI10, com intensidade de fluorescéncia (MFI) entre
2.001 e 5.000 contra a irma@.

Foi realizada prova cruzada pela metodologia CDC. A autoprova cruzada,
utilizando células da propria receptora contra seu soro, foi negativa, enquanto
a prova cruzada utilizando células da irma foi positiva.

Conclusdo: trata-se de uma paciente altamente sensibilizada, com amplo
repertdrio de anticorpos anti-HLA e repetidas provas cruzadas positivas, o que
dificulta significativamente a identificagdo de um doador imunologicamente
compativel.
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Transplante rim

Doador: R (A31,33 B64,39 DR01,09)
Receptor: P (A01,32 B14,81 DR01,03)
PRA PRE-TX: C1 93% ClI 82%

Anticorpos Cl:

MPFI>10.000:B44 A2 B82 B57 B45 B58 B76 / MFI 10.000 a 5.001:B46 B51
B63 Cw9 Cw10 B75 / MFI 5.000 a 2.001:B78 A69 B77 B53 B49 B55 B50
B52 B35 B42 B62 B13 / MFI 2.000 a 1.000:B8 B71

Anticorpos Cll:

MFI>10.000:DR7 / MFI 10.000 a 5.001:DQ7 DQ9 DQ8 DP19 DP1 DP5 DP11
DP6 / MFI 5.000 a 2.001:DP3 DP17 DP14 DP20 DR9 DR4 DP9 DP13 DP10
DR53 DR15 DQ4 DR51 DR13 / MFI 2.000 a 1.000:DQ6

Paciente transplantou rim em 08/10/18.
Doacgédo Nacional — ndo tem tipagem dos locos C, DQ e DP!

R ldade : 23
Sexo: M
Grupo ABO : A

Data Entrada Amostra : 08/10/2018

Doador Falecido :
Médico : Central de Transplantes
Amostra Cross : Bago e Linfonodos
Causa do obito: TCE

Procedéncia : .

Rﬂg‘tﬂl‘g& H Resultado Prova Cruzada
Citotoxicidade Dependente do Complemento (COC) Citometria de Fluxo VIRTUAL

Nome do Paciente x
TT!UT[T*AGHT';'%HBB*DTITHCSBHCS A B c DR DQ
#|
p 25/01/18 | Neg | Neg | Neg | Neg | Neg | Neg | Neg Neg DROB MFI
25107118 | Neg | Neg | Neg | Neg | Neg | Neg | Neg Neg 12001 2 5000

Figura 10. Segundo transplante renal em paciente
hipersensibilizada.
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CASO 6

Transplante renal

1. AVALIAGAO IMUNOLOGICA PRE-TRANSPLANTE

Receptora: P , feminina, 30 anos, parda

R , masculino, 22 anos, pardo (traumatismo
cranioencefalico)

Data do transplante: 08/10/2018
PRA PRE-TX: Cl93% CIl 82%
DSA (pré-transplante): anti-DR9

MFI 2.001 - 5.000

L

Tempo apos

Doacgdo nacional (érgdo de outro estado): |
tipagem realizada no estado de origem. |
Nio disponivel tipagem dos loci HLA-C, DQ e DP.

Data da

— = J

2. ACOMPANHAMENTO DOS ANTICORPOS POS-TRANSPLANTE

Evolugao dos anticorpos anti-HLA doador especifico (DSA):

Anticorpos Classe | (Cl)

3. HISTORIA CLINICA

Doenga renal crénica de eticlogia desconhecida
associada a hipertensdo arterial.

Hemodislise aocs 10 anos de idade.

1° transplante renal com doador falecido aos 11 anos.
Aos 22 anos: retorno a hemodidlise por nefropatia

cronica do enxerto.

Permaneceu 8 anos em hemodislise até o 2° transplante. |

DADOS DO 2° TRANSPLANTE (08/10/2018) :

Doador: masc., 22 anos, pardo, TCE, creatinina final 1,8 mg/dL
Tempo de isquemia fria (TIF): 25 h 15 min

Tempo de anastomoses: 17 min

Fungio tardia do enxerto (DGF): hemodialise nos

primeiros dias pos-TX

Imunossupressdo inicial: ATG + micofenoclato de sodio

TIPAGEM HLA DISPONIVEL

A DR
Doador R | t = =
A31,33 B64,39 DR01,09
Receptora P A01,32 B14,81 DR01,03
CDC (citotoxicidade
dapand do complamanta) Citometria de fluxo
NEGATIVA NEGATIVA

Anticorpos Classe Il (ClI) Interpretagio

transplante coleta Prasanca de véirios ani
T cla::s I (MFI variado: :) pos DSA anti-DR9 DSA presente
Pré-TX 08/10/18 (ver lista no slide) MFI 2.001 - 5.000 (anti-DRS)
A ' [ |
1 Presenca de varios anticorpos .
17 dias . DSA anti-DR9 DSA persiste
ae 25M10M18 classe | (MFI variado) i i
pés-TX (ver lista no siide) MFI 2.001 - 5.000 (anti-DR9)
0 Anticorpos presentes em =5 . DEA rilio ditectado]
§7 ds 14111118 baixa intensidade (MFI variado) Aaishngia S DA T e |
pos-TX - : detectaveis (anti-DR9)
| {ver lista no slide) /
L Obs_: As provas cruzadas pds-transplante (CDC e citometria de fluxo) foram negativas, J

4. REJEIGAO E TRATAMENTO

+ Por volta do 18° dia pés-transplante: bidpsia renal
por fungdo tardia do enxerto.

+ Resultado da bidpsia: Rejeicio Aguda Mediada por
Células (RAC - Grau lIA.

+ Tratamento: pulsoterapia com metilprednisolona
(MP) por 3 dias.

BIOPSIA RENAL

Tempo pés-TX Data Resultado
_ -ladias  26M0/2018 | RAC - Grau IlA
(Acompanhamenta)

- =

5. EVOLUGAO E DESFECHO

¥ DSA anti-DR9: presente pré-TX e aos 17 dias pés-TX;

+ prednisona nao detectado aos 37 dias pés-TX.
¥ Tratamento da rejeigéo celular com pulsoterapia.
—a— Creatining (mgldl) —a— Diurese (mL24h) v Creatinina: diminuiu progressivamente @ manteve-se
e [ 500 i discretamente elevada.
' l 2000 | ¥ Relagdo proteinal/creatinina (IPC): 0,15 (atual) -
| restinina © 1 | dentro da normalidade.
| tmple) [ 1500 picuce | T ——— — ~
44 - S ™y
_ ' 000 ™2 ( CONCEITO IMUNOLOGICO DO CASO
[ 1 ® - * | 500 | Este caso demonstra que a presenca de DSA pré-formado
(com crossmatch negativo) pode persistir no inicio do
L y - y - o | pds-transplante e desaparecer espontaneamente.
0 T L 2 28 35 a2 A rejeigio documentada neste caso foi celular (RAC I1A),
Dias pés-transplante ). e ndo mediada por anticorpos. )

Figura 11. Evolugdo do transplante
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Historia clinica
Paciente P, feminina, 30 anos, parda, com doenca renal crénica de etiologia
desconhecida associada d hipertensdo arterial.

Iniciou hemodidlise aos 10 anos de idade e recebeu seu primeiro transplante
renal com doador falecido aos 11 anos. Aos 22 anos, retornou d hemodidlise
devido & nefropatia cronica do enxerto, permanecendo em terapia renal
substitutiva durante mais oito anos. Esses antecedentes constam do slide
clinico.

O segundo transplante renal foi realizado em 08/10/2018, com rim de doador
falecido, masculino, 22 anos, vitima de traumatismo cranioencefdlico, com
creatinina final de 1,8 mg/dL.

O tempo de isquemia fria foi de 25 horas e 15 minutos, e o tempo de
anastomoses, 17 minutos. Houve fungdo tardia do enxerto (DGF), sendo
necessdria hemodidlise nos primeiros dias apds o transplante.

A imunossupressdo incluiu ATG, micofenolato de sédio e prednisona.

Rejeig¢do celular aguda

Por volta do 18° dia pbs-transplante, foi realizada bidpsia renal, que
demonstrou rejeigéio aguda mediada por células, grau lIA (RAC IIA).

A paciente foi tratada com pulsoterapia com metilprednisolona por trés dias.
O material original registra “Bx: RAC IIA” e “Pulso de MP 3X".

A creatinina apresentou redug¢do progressiva e o volume urindrio aumentou.
Posteriormente, os DSA desapareceram, ndo sendo mais detectados no 37°
dia apébs o transplante.

Ao final do acompanhamento apresentado, a creatinina permanecia
discretamente elevada, enquanto a relagéo proteina/creatinina urindria (IPC)
era 0,15, indicando baixa proteindria.

Conceito imunolégico do caso

Este caso é particularmente interessante porque separa dois fendmenos
imunoldgicos:

DSA anti-DR9 pré-formado + crossmatch negativo — persisténcia transitéria
do DSA apds o transplante — desaparecimento do DSA aos 37 dias

Ao mesmo tempo, ocorreu rejeicéo aguda mediada por células (RAC lIA).
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Portanto, o episédio de rejeicdo documentado pela bidpsia foi celular, e ndo
deve ser classificado simplesmente como rejeicdo mediada por anticorpos
apenas porque havia DSA circulante. Esse € um excelente caso para mostrar
aos alunos que presenga de DSA e rejeicdo celular podem coexistir, e que a
classificagcdo da rejeicdo depende da integragcdo dos dados imunoldgicos
com a bidpsia do enxerto.

Avaliagéo imunolégica pré-transplante
A receptora P recebeu um rim do doador R em 8 de outubro de 2018.

Tratava-se de uma paciente altamente sensibilizada, com:
PRA classe |: 93%
PRA classe ll: 82%

Antes do transplante, apresentava anticorpo especifico contra o doador (DSA)
anti-DR9, com intensidade de fluorescéncia (MFI) entre 2.001 e 5.000.

A tipagem HLA disponivel era:
Doador R: A31,33; B64,39; DR01,09
Receptora P: A01,32; B14,81; DRO1,03

Como se tratava de doagdo nacional, a tipagem HLA havia sido realizada no
estado de origem e ndo estavam disponiveis as tipagens dos loci HLA-C, HLA-
DQ e HLA-DP.

Apesar da presenga do DSA anti-DR9, as provas cruzadas por CDC e por
citometria de fluxo foram negativas.

Evolucdo dos anticorpos apéds o transplante

O primeiro controle foi realizado 17 dias apds o transplante. O DSA anti-DR9
permaneceu detectdvel, com MFI entre 2.001 e 5.000, portanto na mesma faixa
observada antes do transplante.

No controle realizado 37 dias apds o transplante, entretanto, ndo foram mais
detectados DSA.
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CASO 7 - TRANSPLANTE RENAL

Receptora L recebeu um rim do doador R em 19/08/2018.
Paciente altamente sensibilizada com DSA pré-formadaos.

1. AVALIAGAO IMUNOLOGICA PRE-TRANSPLANTE 2. ACOMPANHAMENTO POS-TRANSPLANTE

Data do transplante: 19/08/2018 Evolugéo dos anticorpos anti-HLA doador especifico (DSA):
PRA pré-transplante:
+ Classe |I: 79% [ e Anticorpos Classe | (CI) mwpw- Classe Il (CH) | g
+ Classe Il: 14% transplante coleta B38 Do2 DIEEa S
DSA (pré-transplante): (MF1) )
+ Anti-HLA-B38: MFI 5.001 - 10.000 Antes de 5.001 - 2.001 -
Pré-TX DSA nt
+ Anti-HLA-DQ2: MFI 2.001 - 5.000 19/08/18 10.000 5.000 peE
TIPAGEM HLA DISPONIVEL ' | '
A B DR Imeses | 1971118 DSA ndo
] | ] | pos-TX (=3 ) Ausente [ Ausente datactadas
Doador R ADZ2,03 B38,51 DRO4,15
Receptora L AD1,29 B08,35 DR03,11 -
= - . 3 3 Aos 3 meses pds-transplante, ndo foram detectados
Doagéo nacional (6rgéo de outro estado): anticorpos anti-doador especificos (DSA) que estavam
o ;2’::;:"““““ as tipagens para os loci HLA-C, presentes no periodo pré-transplante.
| AR
PROVAS CRUZADAS PRE-TRANSPLANTE 3. DADOS CLiNICOS
coc Citometria de fluxo 2 LS S, e pestie
(chotexicidade dependents | s ] + Doenga renal crinica secundaria a diabetes mellitus & hiperiensio arterial.
do compbementa) Linfécitos T Linfécitos B * Tratamento renal substitutivo por 5 anos em hemodislise.
MCS histérico: 135 MCS histérica: 204 + Encaminhada para transplante por dificuldade de acesso vascular,
NEGATIVA MCS atual: 138 MCS atual: 238 nunca realizou didlise peritoneal.
POSITIVA POSITIVA DADOS DO TRANSPLANTE (19/08/2018)
! L + Doador falecido: masculine, 53 anos, TCE.
MCS = Desvio de canal mediano (Median Channel Shift) + Hipertensdo arterial; creatinina final: 1,0 mg/dL.

s « Tempo de isquemia fria: 20 h 34 min.

= + Tempo de anastomose: 35 min.
4. EVOLUGCADO FUNCIONAL E LABORATORIAL + Disfungao tardia do enxerto (DGF).

CREATININA SERICA [Wdl.] * ':szig]de hemodialise nos primeims dias de Pé‘S‘OpﬁfamﬂO
k EBEE 3

8 +  Imunossupressdo: Timoglobulina (ATG), tacrolimo, micofenolato

5 1 de sddio e prednisona.

o 4

21 TERAPIA ADICIONAL DE DESSENSIBILIZAGAO

2 Plasmaférese em dias alternados: 4 sessdes

1 + Imunoglobulina intravenosa (IVIG): 5 administragdes

i Le——— 3 _ : ] ] L i (Devido & prova cruzada positiva e DSA MF alto)

0 7 15 30 60 90 =
Dias apés transplante 5. BIOPSIA RENAL - 3 MESES POS-TRANSPLANTE

mL DIURESE (mL/24h) + Esclerose glomerular: 44% I ek N
3000 2600 + Fibrose intersticial: ausente . [l
2500 | + Atrofia tubular: ausente

| - -
2000 | J\rlnriolns:flnrosn. ausente
1500 | 1200 i ) + C4d: negativo AT ol *
| A divfese Mmentou ] + Pesquisa para poliomavirus: negativa [ % 5 : i
1000 1 = a partir do 8* dia. | \ :
500 R 6. EVOLUCAO ATUAL
0 7 15 30 60 90 3 y; )
Dias apés transplante Paciente encontra-se bem clinicamente,
! com fungdo do enxerto estavel.

Relagdo proteina/creatinina (IPC): normal durante o seguimento. DSA néio detectados no seguimento.

p" -'\.

Legenda: DSA = anticorpo especifico anti-doador; MFI = intensidade de fluoresolncia mediana; MCS = desvio de canal mediano;
CDC = cilotexicidade dependente do complemento; DGF = disfungiio tardia do enxerto; ATG = timoglobulina,

Figura 12. Transplante renal em paciente hipersensibilizada e com
DSA
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i )

L, 42 a, fem, parda. DRC: DM + HAS; TRS: 5 anos (HD)

Falta de acesso vascular, mas nunca fez DP (viavel?)

Tx renal (19/08/18; DF, 53 anos, masc, TCE, HAS, creatinina final: 1,0 mg/dL)
TIF: 20:34 horas, anastomoses: 35 min, DGF

Imunossupressao: ATG/Tac/MFS/Pred
Plasmaferese (dias alternados -4x) + Ivig (5x)

ATG PosTx (90d): sem DSA
T3V 37 3

l. Ivig 10

PF= Plasmaferese
HD = Hemodidlise

i3 PBR protocolo 26/11/18:

- 44% esclerose glomerular (8/18)
- IFTA / Aterosclerose ausentes
- C4d [ Polioma negativos

—Creatinina (mg/dL)

mg/dL - litros
5

—Diurese {Litros)

IPC=0,0,5

PéPOI1l 2 3 4 5 6 7 8 9 30 60 120
PF = Plasmaferese

HD = Hemodiélise

>

Figura 13. Imunossupresséo e evolugdo da creatinina

Historia clinica
A receptora L recebeu um rim do doador R, em 19 de agosto de 2018. O painel

pré-transplante da receptora era de 79% contra antigenos HLA de classe | e
14% contra antigenos HLA de classe II.

A receptora apresentava dois anticorpos especificos contra o doador (DSA):
anti-HLA-B38, com intensidade de fluorescéncia (MFI) entre 5.001 e 10.000, e
anti-HLA-DQ2, com MFI entre 2.001 e 5.000.

A prova cruzada por CDC foi negativa. A prova cruzada por citometria de fluxo
foi positiva para linfocitos T, com desvio de canal (MCS) de 135 no soro
historico e 138 no soro atual. Também foi positiva para linfécitos B, com MCS de
204 no soro histérico e 238 no soro atual.

Acompanhamento poés-transplante

Na figura podemos observar o acompanhamento imunoldégico no periodo
pos-transplante. Trés meses apds o transplante, ndo existia a presenga dos
anticorpos especificos contra o doador (DSA) que estavam presentes no
periodo pré-transplante.
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Evolucédo clinica

Paciente L, 42 anos, feminina, parda, com doenca renal crénica secunddria a
diabetes mellitus e hipertens@o arterial. Permaneceu durante cinco anos em
tratamento renal substitutivo por hemodidlise. Foi encaminhada para
transplante devido & dificuldade de acesso vascular e nunca realizou didlise
peritoneal.

O transplante renal foi realizado em 19 de agosto de 2018, com doador
falecido, masculino, 53 anos, cuja causa do O6bito foi traumatismo
cranioencefdlico. O doador apresentava hipertensdo arterial e creatinina de 1
mg/dL.

O tempo de isquemia fria foi de 20 horas e 34 minutos, e o tempo de
anastomose, 35 minutos. A paciente apresentou disfuncéo tardia do enxerto
(DGF).

A imunossupressdo incluiu timoglobulina (ATG), tacrolimo, micofenolato de
sodio e prednisona. Em razdo da presenga de DSA e prova cruzada positiva, foi
realizada também plasmaférese em dias alternados, por quatro sessoes,
associada & imunoglobulina intravenosa (IVIG), por cinco administragées.

Durante o tratamento, ocorreu redugdo progressiva da creatinina. Nos
primeiros dias do pbés-operatério, a paciente necessitou de duas sessdes de
hemodidlise. A diurese aumentou a partir do oitavo dia, acompanhada de
reducdo progressiva da creatininao e manutencdo de indice
proteina/creatinina normall.

A bidpsia renal realizada trés meses apds o transplante mostrou 44% de
esclerose glomerular, auséncia de fibrose intersticial e atrofia tubular. C4d foi
negativo, assim como a pesquisa para poliomavirus.

A paciente encontra-se clinicamente bem e sem anticorpos especificos
contra o doador (DSA) detectdveis.
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CLINICAS

PORTO ALEGRE RS

d
W

CASO 8

Transplante renal

Doador: M (A11,- BO7,14 CO07,08 DRO07,13 DQO02,06)
Receptor: J (A02,24 B1540 DR13,16)

PRA PRE-TX: Cl 34% Cll 2%

Anticorpos Cl:

MFI 10.000 a 5.001:B45 B44

MFI 2.000 a 1.000:B76

Anticorpos CII:
MFI 5.000 a 2.001:DP13

Paciente transplantou rim em 22/03/18.

L S
e Hospital de Clinicas de Porto Alegre Rua Ramiro Barcelos, 2350, 2* andar, 90035-003 - Porto Alegre, RS-Brasil
Senvigo de lmunologia Copj: 87 020.517/0001-20 - Fone +55 51 3359-8300 - Fax: +55 51 3355-8000
o Pk D | kgl ok ki Caixa Posal: 1247 - e-mai: hepi@hcpa. ek - Page: iiihwwicpa.ech e
Doador Falecido: M ldade: 68
Médico: central de transplantes Sexo. m
Amostra Cross:  Linfonodos Grupo ABO: O
Causa do 6bito:  AVC Isquémico Data Entrada Amostra:  22/03/2018
Procedéncia:
Beooptere Resultado Prova Cruzada
Cik e C (cOs) Citometria de Pl VIRTUAL
Dein TeAGH
Nome: do Paciente Soro T | TOTT|TeAGH| U] B BOTT| T | MGS | B | MCS A B c DR DQ
J ZIMNT | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg neg
230118
Legenda: . . -
neg = negative Citometria de Fluxo: Os valores se referem ao desvio de canal
POSTX |[v| 23/08/18 24% 3% NT | Anticorpos Cl:
POS TX [17' 25/04/18 0% 34% NT | Anticorpos Cl:
PosTx |[v| o09/04/18 24% 34% NT |DSA DQO2 (MFI=9586) e DQ6 (MFI=2688)
Data do Exame ....: 11/0418 Data do Exame ....: 240818
Procedéncia ... 3 Procedéncia ....... :  Hosp. Divina Providéncia
Exame ............. . AVALIACAO DE REATIVIDADE CONTRA PAINEL Exame ........ccccoon : AVALIACAO DE REATIVIDADE CONTRA PAINEL
RESULTADO : 1° = RESULTADO : 5° mé
Classe [: 24% _mes Classe |: 24% _mes
A A pos-tx s e pos-tx
o i SEM DSA
MIC-A : NT MIC-A @ NT
Método :  Citometria - Luminesx Método :  Citometria - Luminex
(Labscreen Single Antigen - One Lambda) (Labscreen Single Antigen - One Lambda)
Cutoff PRA: 1000 N° doadores para cdlculo %PRA : 1388 Cutoff PRA: 1000 N° doadores para calculo %PRA : 1388
Observagdes : DSA DQO? (MFI=3586) e DQ6 (MFI=2688) Observacies: Anticorpos Cl:
;ﬁm?" MF1>10.000: -
ME1 10.000 K ' MF1 10.000 a 5.001: -
L5001 BetiBag MF1 5.000 a 2.001; B45
MFI15.000 a 2.001: - sl
MF1 2.000 a 1.000: B44
MF1 2.000 a 1.000: -
Anticorpos ClI: Anticorpos CII:
MFI=10.000: - MFI>10.000: -
MFI1 10,000 a 5.001: - MFI 10.000 a 5.001: -
MF1 5.000 a 2.001: DP13 MF1 5000 a 2.001: DP13
MF1 2.000 a 1.000: DP5 MF1 2.000 a 1.000: DR53

Figura 14. Paciente transplantado de rim com doador falecido,
Prova cruzada negativa e sem DSA pré transplante.
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* ], 63 anos, masc, branco.
* DRC por DM. TRS: HD, inicio em 19/08/2016

* TXrenal: 22/03/2018 (DF, 67 anos, fem, branco, DCE)

esclerosados/IFTA discreta/arterioesclerose discreta
* TIF: 25:05h, Anastomoses: 29 minutos.

+ Imunossupressado inicial: TAC / MFS / Metilprednisolona

5 dias
PBR: Borderline + Glomerulite Leve (G1) | —> \ DSA: DQ2 5-1000 / DQ6 2-5000 ]
apds

5 I |
8 PLASMAFERESE + Ivig Rituximabe
7 |
6 v vlc Yy v v ¥
5
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Figura 15. Imunossupresséo inicial e pulso de metilprednisona,
plasmaferese e rituximab apoés bidpsias renais realizadas.

Histoéria clinica
Paciente J, masculino, 63 anos, branco, com doenc¢a renal crénica por
diabetes mellitus, em hemodidlise desde 19/08/2016.

O transplante renal foi realizado em 22/03/2018, com doadora falecida,
feminina, 67 anos. A creatinina inicial e final da doadora era 1,10 mg/dL.

A bidpsia do rim doado mostrou 18 glomérulos, sendo 2 esclerosados. O tempo
de isquemia fria foi de 25 horas e 5 minutos, e o tempo de anastomoses foi de
29 minutos. A imunossupress@o inicial foi realizada com tacrolimo,
micofenolato de sédio e metilprednisolona.

Avaliagé@o imunolégica pré-transplante

O painel pré-transplante apresentava PRA de 34% para antigenos HLA de
classe | e 2% para classe I, sem anticorpos especificos contra o doador (DSA).
As provas cruzadas por CDC e citometria de fluxo foram negativas.
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A tipagem HLA:

Doador M: All,-; BO7,14; C07,08; DR07,13; DQO02,06
Receptor J: A02,24; B15,40; DRI3,16.

Surgimento de DSA apds o transplante

No primeiro més pds-transplante, em abril de 2018, foram detectados novos
anticorpos especificos contra o doador (DSA):

anti-DQ2: MFI 9.586

anti-DQ6: MFI 2.688

No controle realizado no quinto més pés-transplante, em agosto de 2018, ndo
foram mais detectados DSA.

Disfungdio do enxerto e biopsia

O paciente estava andrico no pré-operatdrio e necessitou de hemodidlise no
segundo dia poés-operatério. Posteriormente, apresentou recuperagdo da
diurese e queda progressiva da creatinina até aproximadamente o décimo
dia, guando ocorreu piora da fung¢do renal.

Foi realizada bibpsia do enxerto e solicitada pesquisa de DSA. Iniciou-se
pulsoterapia com metilprednisolona por trés dias.

A bidpsia mostrou alteragbes que preencheram critérios de Banff para
rejeigéio borderline, associada a glomerulite leve (g1).

Simultaneamente, foram identificados novos DSA anti-DQ2 e anti-DQ6.

Tratamento e evolucgéio

Diante dos achados, foi instituido tratomento com plasmaférese e
imunoglobulina intravenosa (IVIG). O paciente apresentou recuperacgéo da
funcdo renal durante o tratamento.

Apbs completar o esquema terapéutico, recebeu também rituximabe,
anticorpo monoclonal anti-CD20 dirigido aos linfécitos B.

O paciente recebeu alta aproximadamente no 40° dia pds-transplante, com
recuperacdo da fungdo renal, mantendo acompanhamento ambulatorial. Em
avaliagdo posterior, a pesquisa de DSA tornou-se negativa.
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i | I I - ™
' 8
CASO g Doador: M (A02,30 B42,48 C08,17 DRO03,04 DQO02,03)
Receptor: S (A02,74 BO08,35 DRO03,14)
IMUNOLOGIA PRA PRE-TX: CI 0% CII 19%
m Anticorpos CII:
MFI 5.000 a 2.001:DQ4
MFI 2.000 a 1.000:DQ9 DP6 DQ2
Paciente transplantou rim em 30/11/18.
Nao houve acompanhamento pos-tx.
JL Hospital de Clinicas de Porto Alegre Fua Ramiro Barcelos, 2350, 2° andar, 50035-003 - Porto Alegre, RS-Brasi
Servigo de Imunologia Crpi: 87.020.517/0001-20 - Fona +65 51 3350-8308 - Fao: +55 51 3350-8020
ﬁr‘ Responssdivel Dr Luiz Fernando Job Jobim Caecn Postal: 1247 - e-mal hepai@hepa edu br - Page: hitpawesw hopaedu br
Doador Falecido : Marcelo N® PI: 47755 RGCT : 267498-143 Idade : 47
Médico : Central de Transplantes Sexo: M
Amostra Cross © Linfonodos Grupo ABO : O+
Causa do ébito : TCE Data Entrada Amostra : 29/11/2018
Procedéncia: HPS Porto Alegre
m Resultado Prova Cruzada
Data Chcageicitacs Dependents 00 Compamants (CDC) CHomelria de Fiuooo WVIRTLAL
Moo do Pacients Soro | T |TeniT|TeacH|Tiaa | B |BeDm| T |Mcs| B | mMcS A e C DR [3%]
o | 190318 | Neg | Neg | Neg | Neg | Neg | Neg | Pos | 89 | Pos | 126 Doz
S 518 | jnoars | Megp | MNeg | Neg | Neg | meg | Neg | Neg Meg MF1<2000
1911118 | Meg | MNeg | Neg | Neg | Meg | Neg | MNeg Neg
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Pos - Posstive Citometria de Fluxo: Os valores referem-se ao desvio de canais.
HNome S
Paciente em Lista | Soro @ PRA | Cross-Cadaver | Cross-Vivo ou Pos-TX
Inicio Hemodidlise WedeTx 01
Loc 4 soros + recentes
Data do Utimo | 30/11/2018
Selec [ N* Transfusio | 0 N de Gestaghes | 4 Tx Anterones
Uhtime Soro 189/11/18 Data da Ulima Data da Umima | 12/1988 Soros Sorcteca
Soros pf Transfusbes Soro Pra Luminex Single Exame Data Data L =1
Cross Total Duata Ol PRA Tratamento do Soro CL1 CL [+ Cli MIC-A Obs p Resultado Classif Exame Salicit.
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| 1807e | T 300516 | | 0% | 92% | Pos |Anticorpos © | 19/0518 | 0710/16
210016 | | i} | | | | [21/0318 | |
18701716 T eoins 14% | 57% | Pos |Aniicompos C: 18/01116 | 050216 =|
~
S, 62 a, fem, branca. DRC: DM + HAS; TRS: 7 anos (HD+DP)
Priorizada em LE por falta de acesso vascular e faléncia peritoneal
Tx renal (30/11/2018; DF, 47 anos, masc, pardo, creatinina final: 1,1 mg/dL)
TIF: 22:50 horas, anastc min, diurese no BC
Imunossupressao: A
Plasmaferese (dias alternados () + Ivig (4x)
TVP MID/embolia pulmonar
Trombose parcial veia renal enxerto m
—— Creatinina (ma/dL)
—— Diurese (Litros)
Pré POI 1 2 3 2 5 10 20 27 30 60 80
Periodo
L\\- J_d

Figura 16. Transplante renal em paciente sem acesso vascular
(urgéncia)
199



Historia clinica
Paciente S, femining, 62 anos, branca, com doenga renal crénica associada a
diabetes mellitus e hipertens@o arterial. Estava em terapia renal substitutiva

havia sete anos, inicialmente por hemodidlise e posteriormente por didlise
peritoneal.

Foi priorizada na lista de espera por esgotamento dos acessos vasculares e
faléncia da didlise peritoneal.

O transplante renal foi realizado em 30/11/2018, com doador falecido,
masculino, 47 anos, pardo, com creatinina final de 11 mg/dL. O tempo de
isquemia fria foi de 22 horas e 50 minutos, e o tempo de anastomoses
vasculares, 28 minutos. Houve diurese ainda no bloco cirdrgico, indicando
funcdo inicial do enxerto.

A imunossupressdo foi realizada com ATG, tacrolimo, micofenolato de sbdio e
prednisona. Pelo maior risco imunolbgico, recebeu também trés sessbes de
plasmaférese em dias alternados e quatro administra¢gdes de imunoglobulina
intravenosa (IVIG).

Avaliagé@o imunolégica pré-transplante
A receptora S recebeu um rim do doador M em 30 de novembro de 2018.

O painel pré-transplante apresentava:
PRA classe I: 0%
PRA classe II1: 19%

Havia anticorpos anti-HLA de classe I, incluindo anti-DQ2 com MFI inferior a
2.000. A tipagem apresentada era:

Doador M: A02,30; B42,48; C08,17; DR03,04; DQ02,03

Receptora S: A02,74; B08,35; DROS3,14.

Como o doador expressava DQ2, o anti-DQ2 correspondia a um anticorpo
especifico contra o doador (DSA).

As provas cruzadas por CDC foram negativas. A prova cruzada por citometria
de fluxo foi positiva apenas no soro histérico, tanto para linfécitos T (MCS 69)
guanto para linfécitos B (MCS 126).

Acompanhamento dos anticorpos

Neste caso, dispomos apenas do histérico imunoloégico pré-transplante, pois
ndo houve acompanhamento pds-transplante dos DSA.

Portanto, ndo é possivel determinar, com os dados apresentados, se o DSA
anti-DQ2 persistiu ou desapareceu apds o transplante.
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Complicac¢éo vascular e evolugéo

A paciente recebeu alta no 11° dia pbs-operatdrio, com creatinina de
aproximadamente 1,11 mg/dL.

Posteriormente, por volta do 27° dia, apresentou andria e elevagdo importante
da creatinina, chegando a aproximadamente 8 mg/dL. Foi diagnosticada
trombose venosa profunda, associada a trombose parcial da veia renal do
enxerto. O slide original registra também embolia pulmonar.

Foi instituida anticoagula¢g@o, com recuperacdo da fungdo renal nos dias
subsequentes.

Ao final do acompanhamento apresentado, a paciente mantinha boa fungéo
do enxerto, com baixa proteindria.

Ponto didatico

Este caso mostra que uma paciente pode apresentar DSA de baixa
intensidade e crossmatch por CDC negativo, mas ter citometria de fluxo
positiva no soro historico. O transplante foi realizado com estratégia
imunossupressora intensificada e plasmaférese/IVIG.

A complicagdo importante subsequente foi vascular — TVP, embolia pulmonar
e trombose parcial da veia renal do enxerto.
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HOSPITAL DE

CLINICAS

FORTO ALEGRE RS

CASO 10

Transplante pulmao

(e (A02,26 B3544 DRO09,17 DQ02,09) B
Receptor: S (HLA NAO TIPADO)
PRA PRE-TX: Cl 69% CIl 67% I

Anticorpos Cl:MFI 10.000 a 5.001: B76 B45 / MFI 5.000 a 2.001: B75 B44 B8 /
MFI 2.000 a 1.000:A2

Anticorpos Cll: MF| 10.000 a 5.001: DR51 DR15 DR10 DR1 DR16 DR4 / |
MFI 5.000 a 2.001: DRS DP1 DR14 DP5 DR103

Paciente transplantou pulm3o em 14/09/18.

Doador Falecido: A Idade : 45
Midico: Central de TX Sexo: -
Amostra Cross © Bago Grupo ABO: O
Causa do dbito : AVC Data Entraca Amcstra: 14092018
Procedéncia :
Receplores : Resultado Prova Cruzada
Chotoxicidacde Dependents de Complemento (CDC) Citometria de Fluxo VIRTUAL
Data
NomedoPaciente | Soro | T |TeDiT[TeacH| oMl 8 |Beom| T fMcs| B [mes| A B c DR 0Q
140018 | Meg | Meg | Neg | Neg | Meg | Meg | Pos | 64 | Pos | 187 | DSAAZ | DSABH DSA DR9
S MFI < 2.000 | MF1 2,001 a MF1 2001 a
5,000 5.000
Legenda:
Pos: Positive  Meg: Negativo Citometria de Fluxo: Os valores referem-se ao desvio de canal (MCS) _J

PRA 13 DIAS POS-TX (27/09/18): Cl 72% ClI 87%
B44 (7.515), A2 (6.362), DR9 (10.730)

PRA 25 DIAS POS-TX (09/10/18): Cl 72% CIl 85%
B44 (6.839), A2 (3.344), DR9 (2.372)

B44 (4127)

\Xr

S, 50 a, fem, branca. Bronquiectasias, HP secundaria.

Planejado TX bilateral e uso de ECMO

Tx pulmonar 14/09/2018: doadora fem., branca, 44 anos, Pa02 341, RX OK
10h30min de cirurgia. T Isq entre 6 e 12 horas. VM 1 dia, ECMO 4 dias.

Imunossupressao: Basilixi SMME/Pred
Plasmaférese transop. + dias alternados (5x) + IVIG 1g/Kg
80
70
50
= —VEF1 (% prev) Set/18 AOBO
o ——CVF (% prev) Dez/18 AOBX
10
0

Pré-TX 68 75 2M 3IM 4M 5M

&

Figura 17. Transplante de pulméo com DSA positivo inicialmente
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Historia clinica
A receptora S recebeu um pulmdo da doadora A, em 14 de setembro de 2018.

O painel pré-transplante da receptora era de 69% contra antigenos HLA de
classe | e 67% contra antigenos HLA de classe |l

A paciente apresentava trés anticorpos especificos contra a doadora (DSA):
anti-B44, com intensidade de fluorescéncia (MFI) entre 2.001 e 5.000; anti-A2,
com MFI entre 1.000 e 2.000; e anti-DR9, com MFI entre 2.001 e 5.000.

A prova cruzada por CDC foi negativa, enquanto a prova cruzada por
citometria de fluxo foi positiva para linfécitos T, com desvio de canal (MCS) de
64, e para linfécitos B, com MCS de 187.

Acompanhamento pos-transplante

A seguir, podemos observar o acompanhamento dos anticorpos no periodo
pbs-transplante.

O primeiro teste foi realizado 13 dias apds o transplante, em 27 de setembro de
2018. Ainda estavam presentes os trés DSA: anti-B44 (MFI 7.515), anti-A2 (MFI
6.362) e anti-DR9 (MFI10.730).

No exame realizado 25 dias apds o transplante, em 9 de outubro de 2018, os
mesmos anticorpos permaneciam detectdveis, porém com redugdo de seus
valores de MFI: anti-B44 6.839, anti-A2 3.344 e anti-DR9 2.372.

Aos trés meses pos-transplante, em 14 de dezembro de 2018, apenas o DSA
anti-B44 permanecia detectdavel, com MFI de 4.127.

Evolugéo clinica

Paciente S, 50 anos, femininag, branca, com doenga de base caracterizada por
bronquiectasias e hipertensdo pulmonar secunddria. Foi planejado
transplante pulmonar bilateral com utilizagdo de ECMO.

A ECMO (oxigenagdo por membrana extracorpérea) & um sistema de suporte
extracorpéreo capaz de realizar temporariomente as fungdes de oxigenacdo e
remocgdo de dibéxido de carbono do sangue, oferecendo suporte durante
periodos de insuficiéncia pulmonar grave.

O transplante pulmonar foi realizado em 14 de setembro de 2018, com doadora
femining, branca, de 44 anos, apresentando PaO, de 341 mmHg e radiografia
de térax normal.
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A cirurgia teve duragdo aproximada de 10 horas e 30 minutos. O tempo de
isquemia foi de 7 horas e 24 minutos para o pulmdo esquerdo e 9 horas e 24
minutos para o pulmdo direito. A paciente permaneceu em ventilagéo
mecdanica por um dia e em ECMO por quatro dias.

A imunossupressdo foi realizada com basiliximabe, tacrolimo, micofenolato de
mofetila e prednisona. Além disso, foi realizada plasmaférese no
transoperatério e, posteriormente, em dias alternados, totalizando cinco
sessbes, associada & imunoglobulina intravenosa (IVIG), 1 g/kg. O material
original confirma esse esquema terapéutico.

O basiliximabe é um anticorpo monoclonal dirigido contra a cadeia a do
receptor da IL-2 (CD25), expressa nos linfécitos T ativados, inibindo a
prolifera¢gdo dessas células.

As bidpsias pulmonares realizadas no acompanhamento ndo demonstraram
rejeicdo aguda significativa. Em setembro de 2018, a classificagdo foi AOBO,
indicando auséncia de infiltrado perivascular compativel com rejeicdo celular
aguda (A0) e auséncia de inflamacdo das pequenas vias aéreas (B0). Em
dezembro, foi registrada como AOBx.

A funcdo pulmonar apresentou melhora expressiva apds o transplante. Tanto
o VEFI quanto a CVF, que estavam bastante reduzidos no periodo pré-
transplante, aumentaram significativamente apbés o procedimento e
permaneceram relativamente estdveis durante o acompanhamento.

A paciente apresentou boa evolugdo clinica, apesar da prova cruzada por
citometria de fluxo inicialmente positiva e da presenca de anticorpos
especificos contra a doadora, observando-se redugdo progressiva dos DSA no
acompanhamento pds-transplante.
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% HOSPITAL DI
CLINICAS
POETO ALEGRE RS
Transplante coracao
[ Doador:S(A02,31 B13,62 C06,09 DRO07,16 DQ02,07) \
Receptor: E (HLA NAO TIPADO)
PRA PRE-TX: Cl 0% CIl 0%
Paciente transplantou coragdo em 29/11/15.
I Resultado da citometria ainda era pelo valor do MCF (cut off). “
<> Hospital de Clinicas de Pocte Alegre Rua Ramirc Barcoles, 2350, 2* andar, S0035-003 - Porio Alegre, RS-Brasd
Servico de Imunalogia Fona: (51) 33508308 - Fax: (51) 3350.8200
Responsdvel: Dr Luiz Femando Job Jobim Calxa Postal: 1247 - e-mail: hepabihepa, edu.br - hipisssw hepaedu be
Doador Falecido: & Idade : 45
Médico: Sexo: M
Amostra Cross: Grupo ABO - A+
Causa do dbito: AVCH Data Entrada Amostra: 29/11/2015
Procedéncia:
Receptores ; Resullado Prova Cruzada
Data s [+ (o0C) Cilomedria de Fluxo VIRTUAL
Mome 42 racienie Soro T | morr reacn|TaoH| 8 |ewom| T [ mes | B |mes | a ] < DR oo
E 2115 | neg neg | neg | neg | meg | neg | neg neg
<
r PRAs po6s transplante:
Data ult. s s PRA Tratamento do Soro fcincn| a Cll | MIC-A | Obs p/Resultado
POSTX [J| 0502119 | psa pa2 (MFI=5341) E DQ7 (MFI=3114) 0% | 78% NT | Anticorpos Cl:
POSTX | 1911118 | sEmDsa 0% 1% NT | Anticorpos CII:
POSTX [v| 21/08M18 | semDsA 0% | 0% NT
PosTx [J| 24/08/18 | psa pa2 (mFi=1856) 0% | 14% NT | Anticorpos Cll:
PosTx [l 06/08/18 | Dsa DQ2 (MFI=6516) E DQ7 (MFI=4178) 1% | 77% NT | Anticorpos Cl
POSTX [ 29/0118 | DsA DQ2 (MFI=3797) E DQ7 (MFI=2830) 0% | 42% NT | Anticorpos Cl:
Pos Tx ﬁ 19/06/17 DSA DQ2 (MFI ENTRE 5001 e 10.000) 4% T9% Pos Anticorpos Cl:
POSTX | 24/04/17 | DsA DQ2 (MFI=3.777) 1% | 88% | Sem Ki | Anticorpos Cl:
POSTX || 07/0317 DSA DQ2 (MFI=5.126) 0% | 79% Pos | Anticorpos Cl:
| 14/1216 | psa pa2 (MFi=11.418) 1% | 78% | semki | Anticorpos CI:
POSTX 16/09/16 DSA DO2 (MFI>10.000) 0% 80% Ind Anticorpos CII:
Pos Tx il 291215 DSA DR16 (MFI=1800) E DQ2 (MFi=11.418) 1% 81% Neg DSA DQ2 (MFI=896)
v
4 . 3 Y
E, 47 a, femn, branca. Cardiomiopatia dilatada ndo-isquémica
Internagdes frequentes por arritmia e baixo débito
Tx coragdo (29/11/15): 42 a, masc, ecocardio normal
83 min, T Clamp: 124
Imunossupressio: ATG/Tac/MFS -> Eve/Pred
Disfungio diastélica + AMR + CD68 Intern
SN0 Gastoicas ; Congestio + insufic a respiratéria
Ivig 0,8mg/kg
| Rituximab e PF PF7x 1 l '
| e — A H
FF = Plasmaférese 7sp0 " g —— ESPESSURA DE PAREDE
g R 8 i — DSA
g 5000 \ 6 2
2 8 | Data | Biépsia |
§ . g 29/06/2016  DISFUNGAO
o \ oz g DIASTOLICA
0 i é 13/07/2017  AMR
{ﬁg:. £ @ {P{\ ﬂ?,;\ PS’{\ &,\l‘b & b CD68 POSITIVO
o & o of &
4 "u'é?da & & ‘\-"’i? & & \"ﬁ& "L‘éhb
Y o y

Figura 18. Transplante cardiaco em paciente com painel zero e
DSA inicial negativo.
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Historia clinica
Paciente E, 47 anos, feminina, branca, com diagnéstico de cardiomiopatia
dilatada ndo isquémica. Apresentava internacdes frequentes por arritmias e

sindrome de baixo débito, sendo submetida a transplante cardiaco em 29 de
novembro de 2015.

O doador era masculino, com 42 anos, e apresentava ecocardiograma
normal. O tempo de isquemia fria foi de 183 minutos, e o tempo de
clampeamento abrtico, de 134 minutos. No periodo pds-transplante, a
paciente apresentou déficit cronotrdpico e disfun¢gdo do ventriculo direito.

A imunossupressd@o incluiu ATG, tacrolimo e micofenolato de sbédio, com
posterior introdugcdo de everolimo e prednisona.

Avaliagé@o imunoloégica pré-transplante

A receptora E recebeu um coragdo do doador S, em 29 de novembro de 2015.
O painel pré-transplante apresentava PRA de 0% para antigenos HLA de classe
| e 0% para classe I, portanto sem detecgdo de anticorpos anti-HLA.

As provas cruzadas por CDC e por citometria de fluxo foram negativas.
Acompanhamento imunolégico pds-transplante

A seguir, podemos observar o acompanhamento dos anticorpos no periodo
pbs-transplante.

O primeiro teste foi realizado aproximadamente um més apds o transplante,
qguando surgiram anticorpos especificos contra o doador (DSA): anti-DR16, em
baixo titulo, com MFI de 1.800, e anti-DQ2, com MFI de 11.418.

Nos testes realizados ao longo dos anos seguintes, observou-se persisténcia
do DSA anti-DQ2, embora com considerdvel oscilagdo dos valores de MFI. Em
diferentes avaliagcdes, o anti-DQ2 apresentou valores superiores a 10.000 e,
posteriormente, valores progressivamente menores.

Em 2018, além do anti-DQ2, surgiu também DSA anti-DQ7, com MFI entre
aproximadamente 2.000 e 5.000. Em agosto de 2018, por exemplo, foram
detectados anti-DQ2 com MFI de 6.516 e anti-DQ7 com MFI de 4.178.

Em avaliagdes posteriores de 2018, os DSA tornaram-se indetectdveis.
Entretanto, no soro mais recente apresentado, de 5 de fevereiro de 2019,
voltaram a ser detectados anti-DQ2, com MFI de 5.341, e anti-DQ7, com MFI de
3.14.
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DSA e rejeicdo mediada por anticorpos

Nos meses seguintes ao transplante, a paciente passou a apresentar titulos
elevados de DSA, principalmente anti-DQ2, associados ao aumento da
espessura da parede do ventriculo esquerdo, achado que poderia
corresponder a edema relacionado ao processo de rejeicdo.

Posteriormente, apresentou manifestagdes clinicas de insuficiéncia cardiaca, e
a avaliagdo mostrou disfungd@o diastélica e rejeico mediada por anticorpos
(AMR), com CD68 positivo na bidpsia endomiocardica.

Nesse contexto, foi instituido tratamento com plasmaférese e imunoglobulina
intravenosa (IVIG). Houve redug@o dos niveis de DSA, porém, posteriormente,
os anticorpos voltaram a aumentar, coincidindo com nova internagdo por
congestdo e insuficiéncia respiratéria.

Nessa ocasi@io, a paciente foi submetida a sete sessdes de plasmaférese,
além de imunoglobulina intravenosa e rituximabe. Apds o tratamento,
observou-se nova redugdo dos niveis de DSA.

Conceito essencial

A auséncia de sensibilizagdo e de DSA no pré-transplante ndo exclui o
desenvolvimento posterior de anticorpos especificos contra o doador. O
aparecimento e a persisténcia de DSA de novo, particularmente quando
associados & disfungdo do enxerto e a alteragdes histopatoldgicas, podem
indicar rejeicdo mediada por anticorpos e reforcam a importdncia do
acompanhamento imunolégico pbs-transplante.
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Capitulo 13 -

Refratariedade Plaquetaria:
Diagnéstico e Tratamento

Introducgdo

A transfusdo de plaquetas é fundamental para a prevencdo e o tratamento de
hemorragias em pacientes com trombocitopenia grave, particularmente
aqueles com doengas onco-hematoldgicas, submetidos a quimioterapia ou
ao transplante de células-tronco hematopoiéticas.

Entretanto, alguns pacientes apresentam repetidaomente um incremento
plaquetdrio menor do que o esperado apds as transfusées. Essa condicdo &
denominada refratariedade & transfus@o de plaquetas.

A refratariedade plaquetdria pode resultar de mecanismos ndo imunoldgicos,
responsdveis pela maioria dos casos, ou de mecanismos imunolbgicos,
principalmente pela formagdo de anticorpos contra antigenos HLA de classe |
e, menos frequentemente, contra antigenos plaquetdérios humanos (HPA).

A identificagdo correta do mecanismo é fundamental, porque determina a
estratégia transfusional.

Definigéio
A refratariedade plaquetdria corresponde a falha repetida em obter
incremento adequado da contagem de plaquetas apés transfusées.

Uma resposta inadequada isolada nd&o estabelece o diagnéstico. O
incremento deve ser avaliodo apds pelo menos duas transfusdes
consecutivas, preferencialmente utilizando componentes adequados e com
contagens pré e poés-transfusionais realizadas de maneira padronizada. A
contagem pds-transfusional precoce deve ser realizada aproximadamente
10—-60 minutos apds o término da transfusdo.
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AVALIACAO DA RESPOSTA A TRANSFUSAO DE PLAQUETAS

Definicao e critérios de refratariedade plaquetaria

1. Antes da transfusdo 2. Transfusdo de plaquetas 3. Depois da transfusdo
Coleta de sangue para Administrar o componente plaquetario Coleta de sangue para contagem
contagem de plaquetas (idealmente aférese, dose conhecida) de plaquetas (pos-transfusio)
(pré-transfusio)
LN I >
K v % 10 - 60 minutos
< | apds o término
. N ' da transfusdo
Plaquetas pré-transfusdo _— Plaquetas pds-transfusao
(ex.: 5.000/pL) (ex.: 25.000/uL)
Calculo da resposta transfusional
Incremento Plaquetario Pds-Transfusdo (PPI) Incremento Plaquetario Corrigido (CCI)
PPI = contagem pds-transfusdo — contagem pré-transfusdo CCl= — PPI x superficie corporal em m®
nimero de plaquetas transfundidas (x10")
Exemplo: Exernio:
25.000/uL - 5.000/uL = 20.000/pL PPI =pzo x 10%/L | SC=1,8m? | Dose =3 x 10"

(PPl =20 x 10°L) CCl = (20 x 1,8) / 3 = 12.000

Critérios para considerar refratariedade plaquetaria Mensagens importantes
» Uma resposta inadequada isolada néo estabelece

o diagndstico.
9 e O incremento deve ser avaliado apds pelo menos
PPl <10 x 10 / L duas transfusdes consecutivas, utilizando
ou componentes adequados e com contagens
pré e pés-transfusionais realizadas de maneira
. padronizada.
CCI < 5000 10000 e A contagem pds-transfusional precoce deve ser realizada
aproximadamente 10-60 minutos apés o término
da transfusao.
em avallag:oes repetldas e A avaliacio em duas transfusdes consecutivas reduz
(pelo menos duas transfusdes consecutivas) a possibilidade de classificar como refratério um paciente

que apresentou apenas uma resposta transfusional
ocasionalmente inadequada.

A refratariedade plaquetaria corresponde a falha repetida em obter
incremento adequado da contagem de plaquetas apds transfusoes.

Figura 1. Diagnéstico da refratariedade plaquetéria

Refratariedade ndo imunolégica
Representa aproximadamente 80% dos casos.

Entre as principais causas encontram-se:
* sepse;
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febre;

coagulacdo intravascular disseminada;
sangramento ativo;

esplenomegalia e hiperesplenismo;
doenc¢a do enxerto contra o hospedeiro;
doenga veno-oclusiva;

consumo aumentado de plaquetas;
alguns medicamentos.

Nesses pacientes, as plaquetas transfundidas sdo consumidas, sequestradas
ou destruidas por mecanismos que ndo dependem de aloanticorpos.

Refratariedade imunolégica
Representa aproximadamente 20% dos casos.

O principal mecanismo € a aloimuniza¢g@o contra moléculas HLA de classe |,
particularmente HLA-A e HLA-B, expressas na superficie das plaquetas.

Os principais anticorpos envolvidos sdo:

Anti-HLA classe | — aproximadamente 80—-90% dos casos imunolégicos
Anti-HPA — menos frequentes
Anti-HLA + anti-HPA — podem coexistir

Como ocorre a aloimuniza¢éo?

O paciente pode ser previomente exposto a antigenos HLA diferentes dos seus
por:

Transfusdes, Gestagdes e Transplantes

A exposicdo repetida pode induzir linfécitos B a produzir anticorpos contra
epitopos presentes nas moléculas HLA do doador.

As plaquetas expressam moléculas HLA de classe |. Quando plaquetas
portadoras dos antigenos correspondentes sdo transfundidas para um
paciente previamente sensibilizado, os anticorpos ligam-se ds plaquetas e
promovem sua rapida remog¢do da circulagéo.
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MECANISMO DA REFRATARIEDADE PLAQUETARIA IMUNOLOGICA

Aloimunizacdo anti-HLA: da transfusdo incompativel a baixa recuperacao plaquetaria

Em pacientes sensibilizados, anticorpos anti-HLA de classe | reconhecem as moléculas HLA presentes
na superficie das plaquetas doadas, promovendo sua remocao rapida da circulagao.

PLAQUETA TRANSFUNDIDA
COM HLA INCOMPATIVEL

A plagueta do doador expressa
moléculas HLA de classe |
(HLA-A e HLA-B) que sdo
estranhas ao receptor
sensibilizado.

LIGAGAO DO ANTICORPO
ANTI-HLA

05 anticorpos anti-HLA do
receptor ligam-se as moléculas

HLA de classe | presentes na
superficie da plagueta doada.

OPSONIZAGAO

A plaqueta fica opsonizada
por IgG (e, quando presente,

HLA de classe |
(HLA-A, HLA-B)

Yt

PLAQUETA DO DOADOR

wig

0 paciente previamente exposto a
transfusbes, gestages ou transplantes
pode ter desenvoloido anticorpos
anti-HLA.

SORO DO RECEPTOR
(ANTICORPOS ANTI-HLA)

XYYY

A ligagdo anticorpo-antigeno marca
a plaqueta para remogao.

A opsonizagdo aumenta a afinidade
pela ligagdo aos receptores Fece

por componentes do por compenentes do complemento
complementa). C3b nos fagécitos.
(opcional)
Q) Revosioripioanas  MACROFAGO
PLAQUETAS TRANSFUNDIDAS (bago / figade)
As plaguetas opsonizadas sdo = "
rapidamente reconhecidas A depuragdo ocorre em minutos a
e fagocitadas por eélulas do poucas horas apds a transfusdo.
sistema mononuclear fagocitario,
principalmente no bago e no figado.
' | FiGaDo
CONTAGEM DE PLAQUETAS (x 10°
o BAIXO IHiHEME"m 100 g} Qincremento plaquetirio corrigido
PLAQUETARIO 5 Resposta adequada (CCI) ou 0 incremento pds-transfusao
Devido & rapida destruicdo 75 s T Jgfnemdan (PPI) ficam abaixo do esperado.
das plaguetas transfundidas, . P AT RRROLY .
o incremento esperado na L Resposta inadequada CCl < 5,000
contagem plaguetdria ndo é 25 _._—_’__—-__._,_____{re_lrﬂul (ou PPl < 10 x 10°/L)
alcangade. - em avaliagbes repetidas
PRE-TRAMSFUSAD 10-60 min 18-24h
POS-TRANSFUSAD POS-TRANSFUSAD
REFRATARIEDADE s
PLAQUETARIA Consequéncia clinica:
: s - maior risco de sangramento
A falha repetida em obter o it ; :
incremento adequado define e ‘ e ner.esslldadle de es’trartéglas
a refratariedade plaguetdria 4 -~ transfusionais compativeis.
imunoldgica.
Q RESUMO DO MECANISMO
HLA incompativel Anti-HLA liga-se - Depuragio rapida Baixo incremento Refratariedade
na plaqueta i plaqueta Opocnacio = (baga / figada) plaquetirio o plagquetiria
HLA: amigena leucocitirio humane + IgG: imuncglobulina G + C3bcc do comipls * CCL incremento plaquetirio corrigide = PPL incremento plaquetdrio pos-transfusio
o L o P L rd o
Figura 2. Mecanismos imunolégicos responsdveis pela

refratariedade imune
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Diagnostico da refratariedade imunolégica
A investigagdo pode ser organizada em etapas.

1. Confirmar refratariedade

Contagem de plaquetas antes e 10—-60 minutos depois da transfus@o. Calcular
PPl ou CCI. Demonstrar resposta inadequada em pelo menos duas
transfusdes.

2. Procurar causas hdo imunologicas
Avaliar febre, sepse, sangramento, CIVD, esplenomegalia, medicamentos e
outras situagdes de consumo plaquetdario.

3. Investigar mecanismo imunolégico
Realizar:
e pesquisa de anticorpos anti-HLA;
identificagcdo das especificidades dos anticorpos;
pesquisa de anticorpos anti-HPA quando indicada;
tipagem HLA do paciente;
eventualmente tipagem HPA,
prova cruzada entre o soro do paciente e plaquetas de potenciais
doadores.

Pesquisa de anticorpos anti-HLA

Atualmente, os anticorpos anti-HLA podem ser pesquisados por métodos de
fase sélida, particularmente plataformas baseadas em Luminex.

Ensaios com antigenos isolados — single antigen beads — permitem
determinar quais moléculas HLA sdo reconhecidas pelos anticorpos presentes
no soro do paciente.

Pacientes intensamente aloimunizados podem apresentar anticorpos contra
grande nimero de antigenos HLA, tornando muito mais dificil a identificagdo
de um doador adequado.

Pesquisa de anticorpos anti-HPA (Antigenos Plaquetérios
Humanos)

O sistema HPA (Human Platelet Antigens) corresponde a um conjunto de
antigenos geneticamente determinados presentes principalmente em
glicoproteinas da membrana das plaquetas. Assim como ocorre com o
sistema HLA e os grupos sanguineos, existem diferengas entre individuos, e a
exposicdo a um HPA diferente do préprio, por transfusdo ou gestagdo, pode
provocar aloimunizagdo e produgdo de anticorpos IgG anti-HPA.

Os antigenos HPA resultam, em sua maioria, de polimorfismos de um Unico
nucleotideo (SNPs) nos genes que codificam glicoproteinas plaquetdrias.
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Esses polimorfismos determinam pequenas diferencas na sequéncia de
aminodcidos das proteinas da membranag, criando variantes antigénicas
capazes de serem reconhecidas como estranhas pelo sistema imunoldgico.

Os principais sistemas sdo denominados HPA-1, HPA-2, HPA-3, HPA-4, HPA-5,
entre outros. Cada sistema geralmente apresenta dois alelos, designados a e
b. Por exemplo, no sistema HPA-1 existem os antigenos HPA-1a e HPA-1b. Muitos
desses antigenos localizam-se em glicoproteinas importantes para a fungéo
plaquetdria, como GPIlib/llla (integrina allbB3), GPIb/IX e GPla/lla (integrina
a2p1).
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SISTEMA HPA (HUMAN PLATELET ANTIGENS)
ANTIGENOS PLAQUETARIOS HUMANOS

0 QUE E? PRINCIPAIS SISTEMAS HPA

O sistema HPA corresponde a antigenos geneticamente Sistema Antigenos (alelos) Glicoproteina de membrana
determinados presentes principalmente em glicoproteinas g ¥ 3 . 2
in ihomitrand s pac it HPA-1 . HPA-1a / HPA-1b _ GPilla (integrina B3)
Polimorfismos de um tnico nucleotideo (SNPs) nos genes ki | HEA2n /i Av2h | Ghim
dessas glicoproteinas originam variantes antigénicas (alelos) HPA-3 HPA-3a / HPA-3b GPllla (integrina B3)
capazes de desencadear aloimunizagdo e producio de [ | 2 5
ti anti-HPA. HPA-4 . HPA-4a / HPA-4b . GPIIb (integrina allb)
Assim o HLA, a exposicio a um HPA dife HPA-5 HPA-5a / HPA-5b GPla (integrina a2)
do préprio pode levar & produgio de anticorpos anti-HPA. Outros HPA-6, HPA-15, HPA-17... Diversas glicoproteinas
——— —
( 1. HPA NA MEMBRANA PLAQUETARIA T )
Principais glicoproteinas plaquetarias e os antigenos HPA associados HPA # HLA
itegrina R) (integrina a2f1) moléculas HLA de classe |
HPA-1a/HPA-1b HPA-5a/HPA-5b @ antigenos HPA.
s tis e Anticorpas contra qualquer
um desses sistemas podem
. ; y . ; causar destruicio imunoldgica
a) : > k das uetas transfundidas,
GPIb/IX/V PR o o ot gogins e
(complexo} Y £ b’ 1 >+ glicoproteinas embora os anticorpos
y anti-HLA sejam a causa mais
HPA-4a/HPA-4b
HPA-2a/HPA-2b -
& outros slitamas frequente de refratariedade
—_— plaquetaria imunoldgica.
PLAQUETA
il 2. COMO OCORRE A ALOIMUNIZAGAO ANTI-HPA? 1
1. EXPOSICAD 2. RECONHECIMENTO 3. PRODUGAO DE 4. NOVA EXPOSIGAO 5. DESTRUIGAO DA
Transfusio de plaquetas | COMO ALOANTIGENO ANTICORPOS ANTI-HPA A HPA-POSITIVO PLAQUETA
ou gestacio : : -
(feto HPA+ em Re 0 0
mae HPA-). c; -2
-
Q
5 @
a a8 OQQ
i O sistema imunolbgico Produgio de anticorpos Os anticorpos ligam-se Ocorre remegio acelerada
i reconhece o HPA diferente IgG especificos contra a glicoproteina plaquetiria das plaquetas pelo sistema
© do préprio como estranho. © antigeno HPA. 1 que expressa o HPA. reticuloendotelial. J

| 0S ANTIIGENOS HPA ESTAO ASSOCIADOS PRINCIPALMENTE A TRES SITUACGES CLINICAS:
| » Refratariedade a transfusio de plaquetas
+ Trombocitopenia aloimune fetal e neonatal (NAIT)
* Pirpura pés-transfusional
Mo paciente refratdrio com anticorpos anti-HPA, devem ser selecionadas, sempre que possivel,

plaquetas de doadores que nio expressem o antigeno HPA reconhecido pelo anticorpo ou unidades
com prova cruzada plaquetiria negativa.

a

: . @ B
g Anticorpo ® O  Antigenos HPA Concentrado Gestagio
LEGENDA Fapte ‘ﬁ( anti-HPA (IgG) @ i na membrana Q de plaguetas (feto HPA+)

Figura 3. Sistema HPA nas plaquetas
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Figura 4. Tipagem HPA por SSP-PCR. Os alelos HPA foram
amplificados e identificados por eletroforese.

Freqliéncia Genotipica Freqiiencia Alélica
Al AB
n ] n % n ' Alelo A Alelo B

HPAA ; q 0,855 0,145

HPA2 781 D877 0,123
HPA 3 183 421 0p31 0,369
HPA4 183 100 J J 1,000 0,000
HPAS 182 791 0,125
HPA-15 184 49 266 , 0,505

n= numero absolto de pacientes
%= freqUéncia em porcentagem

Human platelet antigen genotyping of platelet donors in southern Brazil

T Merzoni= 1, I §. Fagundest, L. W. Lugardi®, J. D.-R. Lindenavt, B. C. Gilf, M. Jobim?*, V. G. Diast, L.
Merzoanid | L. Sekine, T. G. H. Onstea] & L. F. Jobim* ¢

International Journal of Immunogenetics, 2015, 42, 320-335
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Figura 5. Frequéncia dos HPA em doadores voluntérios tipados no
RS.

Prova cruzada com plaquetas
A prova cruzada permite testar diretamente a compatibilidade entre:
Soro do receptor + plaquetas do potencial doador

Quando existem anticorpos IgG capazes de reconhecer as plaquetas do
doador, ocorre ligagdo a superficie plaquetdria, que pode ser detectada por
citometria de fluxo utilizando anti-IgG marcado.

Prova cruzada negativa: o doador pode ser considerado potencialmente
compativel.

Prova cruzada positiva: existem anticorpos do receptor capazes de reconhecer
as plaquetas daquele doador; sempre que possivel, deve ser selecionado
outro doador com prova cruzada negativa.

Tratamento — refratariedade néo imunolégica
A principal conduta é identificar e tratar o mecanismo responsdvel.

Sempre que possivel:
e controlar sepse e febre;
tratar CIVD;
controlar o sangramento;
revisar medicamentos;
considerar o efeito do hiperesplenismo;
utilizar plaquetas ABO compativeis quando disponiveis.

Refratariedade imunolégica

Quando sdo demonstrados anticorpos anti-HLA ou anti-HPA clinicamente
relevantes, a estratégia fundamental é evitar os antigenos reconhecidos pelos
anticorpos do receptor.

Podem ser utilizadas trés estratégias principais:

1. Plaquetas compativeis pela prova cruzada
Selecionam-se unidades cuja prova cruzada com o soro do paciente seja
negativa.

2. Plaquetas HLA compativeis
Selecionam-se doadores com HLA compativel com o receptor.

3. Plaquetas selecionadas pela auséncia dos antigenos correspondentes aos
anticorpos
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Conhecendo-se a tipagem HLA dos doadores e as especificidades dos
anticorpos do receptor, podem ser selecionados doadores cujas plaquetas
ndo apresentem os antigenos reconhecidos.

Quando existem anticorpos anti-HPA clinicamente relevantes, devem ser
procurados doadores HPA compativeis ou negativos para o antigeno
correspondente.

Paciente hipersensibilizado

O maior desafio ocorre no paciente que apresenta anticorpos contra grande
proporcdo dos potenciais doadores, podendo alcangar mais de 80-85% do
painel de doadores, nos quais a prova cruzada é positiva contra a maioria
deles.

Nesses casos, a simples busca de um doador HLA “idéntico” pode ser
insuficiente.

A andlise baseada em epitopos amplia conceitualmente a compatibilidade:
um anticorpo ndo reconhece uma molécula HLA inteira, mas uma
determinada estrutura antigénica existente em sua superficie. Um mesmo
epitopo pode estar compartilhado por diferentes moléculas HLA.

Experiéncia do HCPA

A experiéncia desenvolvida no Hospital de Clinicas de Porto Alegre demonstra
a aplicagdo pratica da imunogenética @ medicina transfusional.

Em uma série apresentada foram investigados 75 pacientes com
refratariedade plaquetdaria. A prova cruzada foi positiva em 50 pacientes
(67%); entre esses, 28 eram hipersensibilizados, com PRA de classe | 280%. Entre
os 50 pacientes com refratariedade imunolégica, 14 (28%) apresentavam
anticorpos anti-HPA, associados a anticorpos anti-HLA. Foram realizadas 4.096
provas cruzadas plaquetdrias, das quais 1.904 foram positivas, e foi possivel
encontrar doadores para todos os 50 pacientes com refratariedade
imunologica investigados.

Essa experiéncia demonstra que mesmo pacientes intensamente
aloimunizados podem receber suporte transfusional adequado quando existe
integracd@o entre Hemoterapia, Imunologia, tipagem HLA/HPA, pesquisa de
anticorpos, prova cruzada e um registro de doadores previomente
caracterizados.
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Figura 6. Caso clinico de refratariedade plaquetdaria. Apoés trés
transfusées de concentrados de plaquetas histocompativeis,
observou-se incremento sustentado da contagem plaquetaria e
controle do sangramento.

218



EZIBET  ALGORITMO PARA DIAGNOSTICO

DA REFRATARIEDADE PLAQUETARIA

Da suspeita a investigacao das causas

1. SUSPEITA CLINICA 3 i 2. AVALIAR RESPOSTA A TRANSFUSAO
Paciente com il CALCULAR:
[! trombocitopenia que "\ Coletar contagem PP = Ps - Pré ( x 10°L)
. nao alcanga incremento >
- ol CCl = (PPI x SC) / n® de
| adequado de plaquetas 10-60 minutos . funcidas
apés transfusdes POs-transfusio (x 10
consecutivas.
SC = superficie corporal (m?)
\ % v, S * e
3. RESPOSTA ADEQUADA?
PPI=210x10%L ou CCI = 5.000-10.000
em ao menos 2 transfusdes consecutivas
Resposta adequada Refratariedade confirmada
Manter estratégia Prosseguir investigacio.
transfusional habitual
e monitorar.
4. INVESTIGAR CAUSAS Nﬂo |MUNOLGGTC&S (= BO% dos casos) MEDIDAS ADJUVANTES
« Utilizar plaquetas ABO
compativeis sempre
Q " que passivel.
« Evitar transfusdes
Febre / cvo f Esplenomegalia / T, e / desnecessérias.
Infecgdo a‘cm Coagulopatia  Hiperesplenismo i . P \ i
\ J e irradiadas conforme
l SIM i NAO T
+ Reavaliar periodicamente
a presenca de anticorpos.

Prosseguir para investigacio

Tratar causa identificada
de causas imunoldgicas

e manter suporte transfusional.

(Figura 2 de 2).
PPI: incremento CCl: incremento SC: superficie 10-60 min: tempo —  Resultado
LEGENDA plaquetirio plaguetirio corporal ideal para contagem adequado
pés-transfusio corrigido n pés-transfusio ___ Resultado
inadequado

A refratariedade plaquetdria deve ser documentada apenas apés pelo menos duas transfusdes consecutivas
com resposta inadequada, apés exclusdo de causas técnicas (contagem, hordrio da coleta, volume transfundido).

Figura 7. Refratariedade plaquetaria |
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_ ALGORITMO PARA INVESTIGAGAO IMUNOLOGICA,
SELECAO DE PLAQUETAS COMPATIVEIS E MONITORAMENTO DA RESPOSTA

i 5. INVESTIGAGAO IMUNOLOGICA (= 20% dos casos) A

CCl = Incremento Plaguetirio Corrigido

= (Plaquetas pés - Plaquetas pré) x 10%/L

PPl = 10 x 10%/L

ou CCl z 5.000-10.000

PPl < 10 x 10°%L
efou CCl < 5.000-10.000

B Y PACIENTES
| Y [ Y w00 E - ﬁ HIPERSENSIBILIZADOS
| . g |
Pesquisa de anticorpos | Pesquisa de anticorpes | T Prova cruzada plaquetiria e
] i : : T HLA :  TipagemHPA 3 F Quando existirem anticorpos
tm—HLACluulll E l.nb—lHFTﬂ. r“e"f | gt | {citometria de fluxo) . s |
(nfckehfenstite) | pundd Ricach) | (quando indicado) | So0 do paciente x antigenos (PRA alta):
: H i plaguetas de doadores.
r 6. SELECAO DE PLAQUETAS COMPATIVEIS e aan
(HLA eplets) para ampliar
Escolher uma das estratégias (ou combinagao): compatibilidade.
A. PROVA CRUZADA NEGATIVA 1| [ B. HLA COMPATIVEIS C. AUSENCIA DOS ANTIGENOS ALVO ‘ + Buscar doadores voluntirios
I ‘ cadastrados ou familiares
X =@ — 408 . a
Q-0 Y |
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HLA compativel
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Selecionar doadores Selesionar doadores com expressem os antigenos (HLA/HPA)
com prova cruzada negativa. compatibilidade HLA adequads. reconbecidos polos wliconpos. |
J L. .J
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-
! y plaquetirio
| wiredll o=
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1
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1
|
|
I
I
|
I
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I
|
|
1
i

’

._,____________
¥
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W-SOminapdt  feitads oy Ressltade

o término da

200 Y e A B e [ o= (O
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A investigagao imunoldgica e a selegio de plaguetas compativeis devemn ser individualizadas.
O acompanhamento rigoroso do incremento plaquetirio é essencial para confirmar a eficacia da estratégia adotada.

Figura 8. Refratariedade plaquetaria Il
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Capitulo 14 -

HLA e Doencas

O sistema HLA (Human Leukocyte Antigen) apresenta extraordindrio
polimorfismo e desempenha papel central na apresentacdo de peptideos aos
linfocitos T. Além de sua importédncia na histocompatibilidade e nos
transplantes, determinadas variantes HLA estdo associadas a maior ou menor
susceptibilidade a diversas doencas, particularmente doencas autoimunes e
imunomediadas.

Essas associagbes constituem um dos exemplos mais importantes da
influéncia da variabilidade genética sobre a resposta imunoloégica. Ao
modificar quais peptideos s@o apresentados e com que eficiéncia ocorre o
reconhecimento pelos linfécitos T, diferentes moléculas HLA podem alterar a
probabilidade de desenvolvimento de determinadas doencgas.

Associagdo com HLA

A presenca de um alelo HLA associado a determinada doenga ndo significa
que o individuo desenvolverd obrigatoriamente essa condi¢do. Na maioria das
associagdes HLA-doenca, o alelo representa um fator genético de
susceptibilidade e ndo uma causa isolada.

O desenvolvimento da doenca resulta da interagdo entre:
predisposicdo genética + fatores ambientais + mecanismos imunoldgicos.

Da mesma forma, determinados alelos ou haplétipos podem exercer efeito
protetor, estando associados a menor risco de desenvolvimento da doencga.

Portanto, as associagbées HLA devem ser interpretadas em termos de
predisposi¢cdo e risco, e ndo como relagdes simples de causa e efeito. A
tipagem HLA, isoladamente, em geral ndo estabelece um diagndstico.

Por que determinados alelos HLA estdo associados a
doencgas?

A principal explicagdo estd relacionada & funcdo das moléculas HLA na
apresentacdo de peptideos aos linfocitos T.
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Grande parte do polimorfismo HLA modifica aminodcidos localizados na fenda
de ligagdo do peptideo. Como consequéncia, diferentes moléculas HLA
apresentam preferéncias distintas por determinados peptideos.

Uma variante HLA pode favorecer a apresentacdo de determinados peptideos
proprios a linfécitos T autorreativos e, em individuos predispostos, contribuir
para a quebra da tolerdncia imunolbgica.

Esse, entretanto, ndo &€ o Unico mecanismo possivel. As associagdes HLA
também podem envolver alteragdes na selecdo dos linfécitos T no timo,
mimetismo  molecular entre  antigenos microbianos e  préprios,
particularidades do processamento antigénico e genes proximos aos loci HLA
que sdo herdados conjuntamente em razdo do desequilibrio de ligagdo.
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HLA E DOENCAS

Principais associacoes e aplicacdes clinicas

Variantes do sistema HLA podem influenciar a susceptibilidade a doengas autoimunes, imunomediadas e
reacbes a medicamentos. A presenca de um alelo HLA é um fator de risco, ndo uma causa deterministica.

HLA-B27
Espondiloartrite axial

HLA-B*15:02 {espongi It anguc e HLA-DQ2 / HLA-DQ8

Reagdes graves 3 carbamazepina 1 mﬁﬁﬁw Doenga celiaca
« Fortemente associado a

. * Acomete principalmente

= Forte associagdo com a

reagBes cutdneas graves L 0 esqueleto axial e as i
— (sindrome de Stevens-Johnson s, = -l: . articulagbes sacroiliacas 4 gzse@st:ei:ze oo shiten
<BL ] enecrdlise epidérmica toica) o Também relacionado a migf e )
| ) » Testagem recomendada artrite reativa, artrite psoridsica « Ausinela de DQ2 & DQ8
em populagdes de maior risco & outras espondiloartrites ot a Aot 2 sl
: ll[m‘: T:éttmﬁl- - improvavel (alto valor
i ke S O t precitivo negativo)
HLA-B*57:01 ' / HLA-DRB1
Hipersensibilidade ao abacavir Artrite reumatoide

 Associacdo com alelos
que compartilham o
“gpitopo compartilhado”

* Relacionado a apresentagao
de protéinas citrulinadas

» Maior risco e formas

+ Risco elevado de reacdo
de hipersensibilidade ‘

potencialmente grave
\}/)A‘ . » Testagem HLA-B*57:01
2" | recomendada antes do

208V"0 -4 reco
- # inicio do tratamento

» Excelente exemplo de mais graves da doenga
aplicagdo clinica do HLA ) o
na farmacogenética :
Classe | Classe Il
HLA-A HLA-B,  HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DR3 / HLA-DR4
HLA-A29 / HLA-C HLA-DP N Diabetes mellitus tipo 1
Birdshot coriorretinite = Associagio com
' = 7“j‘/ HLA-DR3-DQ2 €
» Forte associacdo com e H'—"'DR“:DQ‘B ‘
HLA-A29 W * Apresentacao de autoantigenos
« Uveite posterior cranica de células P pancredticas
de origem imunomediada + Qutros fatores genéticos
» Evolugdo geralmente e ambientais também sdo
bilateral e com miitiplas importantes
lesdes coriorretinianas
HLA-DQB1*06:02 HLA-DRB1*15:01
Narcolepsia tipo 1 Esclerose miiltipla
« Associagio muito forte ' + Alelo mais fortemente
com narcolepsia tipo 1 associado 3 doenga
* Relacionada a deficiéncia * Relacionado & resposta imune
. de neurdnios produtores contra antigenos do sistema
™ de hipocretina (orexina) _ nervoso central
« Também pode estar presente "\ » A presenca do alelo indica

maior risco, mas nao determina

ey g o desenvolvimento da doenca

CONCEITOS ESSENCIAIS

A presenca de um alelo HLA é um fator de susceptibilidade, ndo uma causa deterministica.

0 desenvolvimento da doenca resulta da interacdo entre predisposicdo genética, fatores ambientais e mecanismos imunolégicos.
Alguns alelos HLA podem exercer efeito protetor.

A tipagem HLA pode auxiliar no diagndstico, na estratificacio de risco e na prevengao de reagdes a medicamentos.

- & @

Figura 1. Principais associag¢ées entre HLA e doencas
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HLA-B27 e espondilite anquilosante

Uma das associagdes mais cldssicas é a existente entre HLA-B27 e espondilite
anquilosante. A doenga acomete predominantemente o esqueleto axial e as
articulagdes sacroiliacas, podendo também apresentar manifestagcdes extra-
articulares, como uveite.

A frequéncia do HLA-B27 & muito maior entre pacientes com espondilite
anquilosante do que na populagdo geral. Entretanto, apenas uma parcela dos
individuos HLA-B27 positivos desenvolve a doencga.

O HLA-B27 &, portanto, um importante marcador de susceptibilidade, mas sua
presenca isolada ndo estabelece o diagnodstico. A interpretagdo deve ser feita
em conjunto com os achados clinicos e os demais elementos da investigagdo.

Além da apresentacdo de peptideos, outros mecanismos relacionados ds
caracteristicas estruturais da proépria molécula HLA-B27 tém sido propostos
para explicar essa forte associagdo.

ESPONDILITE
t | | ANQUILOSANTE

Figura 2. Inflamagéo das articulagées sacriliacas e espondilite
anquilosante

HLA-DQ2/DQ8 e doencga celiaca

A doenca celiaca é uma doenca imunomediada crénica desencadeada pela
exposicdo ao gliten em individuos geneticamente predispostos. Apresenta
forte associagcdo com moléculas HLA de classe I, especialmente HLA-DQ2 e
HLA-DQS8.
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A grande maioria dos pacientes apresenta HLA-DQ2, particularmente DQ2.5,
ou HLA-DQ8. Essas moléculas possuem caracteristicas estruturais que
favorecem a ligagdo e a apresentagdo de peptideos derivados do gldten aos
linfocitos T CD4+.

Apbs a modificagdo de peptideos da gliadina pela transglutaminase tecidual,
sua ligagdo ao HLA-DQ2 ou HLA-DQ8 é favorecida. Os complexos HLA-peptideo
ativam linfécitos T CD4+ na mucosa intestinal e participam da resposta
inflamatoria responsdavel pela lesdo tecidual.

Como HLA-DQ2 e HLA-DQ8 também sdo encontrados em individuos
sauddveis, sua presenca apresenta baixo valor preditivo positivo. Em
contraste, a auséncia das variantes de risco torna a doenga celiaca muito
menos provavel, conferindo & tipagem HLA importante valor preditivo negativo
em situagodes clinicas selecionadas.

Figura 3. Doencga celiaca e glaten

HLA-DRBI1 e artrite reumatoide

A artrite reumatoide € uma doenca autoimune inflamatéria crénica que
acomete principalmente as articulagdes periféricas e pode produzir dor, edema,
rigidez e, quando ndo controlada, dano articular progressivo.
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Determinados alelos de HLA-DRBI apresentam forte associagdo com a artrite
reumatoide. Vdrios desses alelos compartihom uma sequéncia de
aminodcidos na molécula HLA-DR conhecida como epitopo compartilhado
(shared epitope).

Essa regido influencia a ligagcdo e a apresentacdo de peptideos, incluindo
peptideos derivados de proteinas citrulinadas, e estd relacionada &
susceptibilidade a artrite reumatoide, especialmente as formas associadas a
anticorpos contra peptideos citrulinados (ACPA).

HLA-DR3 e HLA-DR4 no diabetes mellitus tipo 1

O diabetes mellitus tipo 1 apresenta importante associagcdo com
determinados haplétipos HLA de classe ll, especialmente HLA-DR3-DQ2 e HLA-
DR4-DQ8.

Essas moléculas podem favorecer a apresentagcdo de peptideos derivados
das células beta pancredticas aos linfécitos T, contribuindo para a resposta
autoimune responsdvel pela destruicdo progressiva dessas células.

Também existem variantes HLA associadas a prote¢céo, demonstrando que o
sistema HLA pode tanto aumentar quanto diminuir a susceptibilidade
imunogenética ao diabetes mellitus tipo 1.

Outras associagdes HLA-doenga

Além das associagdes cldssicas descritas acima, outras relagdes HLA-doenga
apresentam grande relevdncia imunogenética. Entre elas destacam-se HLA-
DRB1*15:01 na esclerose multipla e HLA-DQB1*06:02 na narcolepsia tipo 1. Essas
associagoes reforcam o principio de que diferentes variantes HLA podem
modificar a susceptibilidade a doengas distintas sem, isoladamente,
determinar seu aparecimento.

Desequilibrio de ligagéo e associagéo com doencgas

O complexo principal de histocompatibilidade estd localizado no brago curto
do cromossomo 6 (6p21.3) e compreende uma regid@o de elevada densidade
génica. Além dos genes HLA de classes | e I, encontram-se nessa regido
diversos genes envolvidos na regulacdo das respostas imunoldégica e
inflamatoria.

Como esses genes estdo fisicamente préximos, determinadas variantes
podem ser herdadas conjuntamente, fendmeno denominado desequilibrio de
ligagdo. Dessa forma, uma associagdo observada entre determinado alelo HLA
e uma doenca nem sempre resulta exclusivamente da fun¢gdo da molécula
HLA. Parte do risco pode estar relacionada a outras variantes presentes no
mesmo haplétipo.

226



O haplétipo ancestral 8.1, descrito particularmente em populagdes de
ancestralidade europeiaq, inclui classicamente:

HLA-A1 - C7 - B8 — DR3 - DQ2

Em nomenclatura molecular, um ndcleo representativo pode ser expresso
como:

HLA-A*01:01 — HLA-C*07:01 — HLA-B*08:01 — HLA-DRB1*03:01 — HLA-DQAIT*05:01 —
HLA-DQB1*02:01.

Esse haplétipo estd associado a diferentes doengas imunomediadas. Assim,
quando se observa associagdo entre uma doenga e determinado alelo HLA,
deve-se considerar que parte do efeito observado pode estar relacionada a
outro gene ou variante genética presente no mesmo haplétipo.
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O CROMOSSOMO 6 E A REGIAO HLA

Organizacao genética, proximidade de genes e associagdo com doengas

O complexo principal de histocompatibilidade (MHC), que inclui os genes HLA, esta localizado no brago curto
do cromossomo 6 (6p21.3) e compreende uma regido de elevada densidade génica, com genes envolvidos
na resposta imune, na inflamagéo e na susceptibilidade a diversas doengas.

Cromossomo 6

Regidao do MHC no cromossomo 6 (6p21.3)

Classe I Classe lll Classe |
P ] 6p21.3 (apresentacio de antigenos) (resposta inflamatéria e imune) (apresentacdo de antigenos)
(braco curto) {regido HLA/MHC)
= i
Genes do LTﬁ. HSP
comelemento ouitras . :
: ; : ' (C4, €2, BF) :
(brago longo) : B
Detalhe da organizacdo dos genes (ndo em escala)
Classe Il Classe lll Classe |
[1
——i—4 i | i i—i—i—I—D i L —i——
DPEl DPAL  DQEI DREL C4B C4A (2 LTA B c A
outras

Classe Il Classe Il Classe |
* HLA-DP, HLA-DQ e HLA-DR « Genes do complemento (C4, C2, BF) * HLA-B, HLA-C e HLA-A
« Expressos principalmente em + Citocinas e mediadores inflamatérios + Expressos em todas as células

células apresentadoras de antigeno (TNF, LTA, LTB) \ nucleadas
« Apresentagio de peptideos a linfécitos T CD4+ * Proteinas de choque térmico (HSP) * Apresentagio de peptideos a

» Qutros genes relacionados a imunidade linfécitos T CD8+
Proximidade genética e desequilibrio de ligacdo
Genes fisicamente Menor probabilidade Heranca conjunta e Associagdo com
préximos ’ de separagao ’ de variantes * Dedsel?ulll'bno » doencas imunomediadas
na regido do MHC na recombinagio (haplétipos) e ligagdo e resposta a medicamentos

Como os genes da regido HLA estdo muito proximos, determinadas variantes podem ser herdadas em conjunto.
Assim, uma associacéo observada entre um alelo HLA e uma doenca pode refletir a influéncia de outro gene ou variante
préxima, presente no mesmo hapldtipo.

Exemplo de haplétipo: 8.1 Outros genes da regido do MHC associados a doengas Mensagens principais
0 haplétipo ancestral 8.1 % Apapol ML St doue oo geres
' » CAA: associagio com lipus eritematoso sistémico HLA classicos.

(A1-B8-DR3-DQ2) € um exemplo , Y 'm_ y ' y, « A proximidade genética influencia
clissico de conjunto de variantes » TNF - variantes de expressao: diversas doengas inflamatérias a interpretagio das associagdes
geneticamente relacionadas, + HSP70: resposta a estresse celular e autoimunidade ;ksm doencas. HLAd
associado a diferentes doengas ; : : X B Y e SO

; 3 4 + MICB: doencas autoimunes e inflamatcrias avaliadas no contexto mais amplo
autoimunes, como diabetes mellitus da regido do MHC.

tipo 1, doenga celiaca e outras. TAP1/TAP2: processamento e apresentacdo de antigenos « Compreender essa regiio ajuda a expiicar

a diversidade das respostas imunoldgicas
entre os individuos.

A organizacdo genética da regido do MHC no cromossomo 6 é um elemento fundamental
para entender a relagdo entre HLA, resposta imune, doencas e farmacogenética.

Figura 4. Proximidade genética e associagéo com doencgas

228



. Mf? [?02 II;I‘(\; E %[I)Jﬁ'g mzl[l)ll\lsEpo g
Da variagdo genética do HLA a ativagdo de linfocitos T autorreativos
O sistema HLA é altamente
polimérfico. Diferentes alelos Alelo diferentes -
apresentam variages na moléculas HLA com
sequéncia de aminodcidos, fendas de ligagdo
especialmente nas regides do peptideo
que formam a fenda de diferentes.
ligagio do peptideo.
FENDAS DE I.IGﬁ.G.iD
DIFERENTES Cada HLA tem
As diferengas estruturais na prefer\'!ncias
fenda determinam quais especificas por
peptideos podem se ligar aminodcidos em
com maior afinidade a posi¢des-chave
cada molécula HLA. Fenda do HLA-DRB1*03:01 Fenda do HLA-DRB1*04:01 do peptidec.
APRESENTAGAO DE |
DIFERENTES PEPTIDEOS i )
Come consequéncia, Apwiacio m Pepm
diferentes peptideos apresentado influencia
{derivados de proteinas quais linfécitos T serdio
| : ! ‘ 3 ativados.
| ﬁnas ou mﬂégul:::) RIS e e e e e S RN
finfé II o0s T, Peptideo A apresentado Peptideo B apresentado
' pelo HLA-DRB1*03:01 pelo HLA-DRE1*04:01
ATIVAGAO DE LINFOCITOS
| T AUTORREATIVOS
Alguns peptideos proprios,
quandeo apresentados em
um determinado contexto
HLA, podem ativar linfécitos
T autorreativos que ndo
| foram eliminados durante
| a tolerancia central ou
i stéri
| INFLAMAGAO E DOENGA
AUTOIMUNE
A ativagio e expansdo clonal

dos linfécitos T autorreativos
leva & resposta imune contra

tecidos proprios, resultando 2 \ Inflamagdo, dano tecidual
em inflamacéio crénica e | 0 ) e manifestagiio clinica
lesio dos érgaos-alvo. \ y - da doenga autoimune.

O polimorfismo do HLA altera quais peptideos podem ser apresentados aos linfécitos T.
Determinados alelos HLA podem favorecer a apresentagio de peptideos préprios e a ativagio
de linfécitos T autorreatives, aumentando a susceptibilidade ao desenvolvimento de

@ CONCEITO ESSENCIAL
doengas autoimunes. Fatores ambientais e outros genes também modulam esse risco.

re
f

Figura 5. HLA e autoimunidade
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HLA e doengas relacionadas a medicamentos

O estudo do HLA também adquiriu grande importéncia na farmacogenética.
Nesse contexto, determinados alelos identificam individuos com risco
aumentado de reacdes adversas graves a medicamentos e podem orientar
uma conduta preventiva.

P

Um exemplo cldssico € o HLA-B*57:01, fortemente associado & reagdo de
hipersensibilidade ao abacavir. A pesquisa desse alelo antes do inicio do
tratamento permite identificar individuos de risco, nos quais o medicamento
deve ser evitado.

Outro exemplo importante é o HLA-B*15:02, associado a risco elevado de
sindrome de Stevens-Johnson/necrélise epidérmica toéxica relacionada &
carbamazeping, especialmente em determinadas populagdes asidticas.

Nesses exemplos, a tipagem HLA ultrapassa a simples avaliagdo de
susceptibilidade e passa a ter aplicacdo clinica preventiva direta, auxiliando
na escolha mais segura do medicamento.
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HLA E FARMACOGENETICA

A tipagem HLA como ferramenta para prevenir reagoes adversas graves a medicamentos

Alguns alelos HLA estio fortemente associados a reagdes de hipersensibilidade graves a medicamentos.
A identificacdo desses alelos antes do inicio do tratamento permite evitar complicagdes potencialmente fatais.

HLA-B*57:01 E ABACAVIR HLA-B*15:02 E CARBAMAZEPINA

Associado a reagio de hipersensibilidade ao abacavir Associado a risco aumentado de sindrome de Stevens-Johnson
(sindrome de hipersensibilidade ao abacavir, SHAb). (5JS) e necrélise epidérmica téxica (TEN) por carbamazepina.
Medicamento Alelo de risco Medicamento Alelo de risco
Abacavir HLA-B*57:01 Carbamazepina HLA-B*15:02
NHg

N =2y

& A
|

B*15:02

X
i

2L

K) NH; 0
Como ocorre a reagao Como ocorre a reagio
Abacavir Complexo Ativagio intensa Carbamazepina Ligagio ao HLA-B*15:02 Ativacio maciga de
HLA-B*57:01-abacavir de linfécitos T e ou seu metabdlito e apresentacio anémala linfécitos T citotdxicos
% & reconhecido por liberagdo de citocinas reativo aos linfécitos T e morte de queratindcitos
» linfécitos T > ° > >
e 2 Q ° e o

@ @ f
* o oiViRg

@ J - il ) i :--:
=9 ...
u’“\;ﬁﬁ - /,-' SJS/TEN: descolamento

APC

@ necrose extensa da pele

Linfécita T & mucesas, risco de
morte elevada.
Risco de hipersensibilidade ao abacavir Risco de SJS/TEN por carbamazepina
HLA-B*57:01 POSITIVO HLA-B*57:01 NEGATIVO HLA-B*15:02 POSITIVO HLA-B*15:02 NEGATIVO
Risco muito elevado Risco muito daixo Risco muito elevado Risco muito baixe
(60-80% dos individuos (< 1% dos individuos (100-1000 vezes maior {populacio de risco
expostos podem reagir) expostos) que em nio portadores) & drasticamente reduzido)

teeeer  deded peeeet ReRRRD

Recomendacéo clinica

Realizar a tipagem HLA-B*57:01 antes do inicio do
abacavir. Pacientes positivos nio devem utilizar este
medicamento. Pacientes negativos podem utiliza-lo
cOom seguranga.

Recomendagdo clinica

Realizar a tipagem HLA-B*15:02 antes do inicio da
carbamazepina em populages de risco (ex.: asidticos
do Sudeste, leste asidtico, alguns grupos indigenas

e seus descendentes). Positivos devem evitar o uso
da carbamazepina e de firmacos relacionados.

IMPLICAGOES CLINICAS
Medicina personalizada Prevencio de reagdes Custo-efetividade . Evidéncia e diretrizes
A tipagem HLA permite graves O custo da tipagem ¢ 0ve Diversas sociedades cientificas
escolher o medicamento H Evita hospitalizagdes muita inferior ao custo ‘.‘ recomendarm a tipagem HLA
mais seguro para prolongadas, complicact do tratamento de reagdes para drogas de risco em
o paciente. @ dbifos. graves. populacbes especificas.

A interagdo entre um medicamento (ou seu metabdlito) e determinadas moléculas HLA pode ser reconhecida
CONCEITO por linfécitos T, desencadeando reagdes de hipersensibilidade graves. A tipagem HLA-B*57:01 (abacavir) e
ESSENCIAL HLA-B*15:02 (carbamazepina) & um exemplo claro de como a farmacogenética aplicada a pratica clinica
pode salvar vidas.

OUTROS ALELOS HLA ASSOCIADOS A REAGOES A MEDICAMENTOS (EXEMPLOS)

HLA-B*58:01 HLA-A*31:01 HLA-B*13:01 HLA-DRE1*04:01 HLA-C*03:04
Alopurinel (SJS/TEN) Carbamazepina (algumas populagbes Dapsona (sindrome de Metimazol (agranulocitose) MNevirapina (rash grave)
eUropeias @ japenesas) hipersensibilidada)

$15: Sindrome de Stevens-Johnson | TEN: Necrdlise Epidérmica Tdxica | APC: Célula apresentadora de antigeno
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Figura 6. HLA e farmacogenética

Conceito essencial

As moléculas HLA influenciaom quais peptideos serdo apresentados aos
linfécitos T. Determinados alelos e haplétipos podem aumentar ou diminuir a
susceptibilidade a doencas, mas ndo determinam isoladamente seu
aparecimento. A associagdo HLA-doenga representa predisposi¢do genética e
deve ser interpretada no contexto clinico.
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Capitulo 15 - Questdes

Comentadas e Revisdo

Capitulo 1. Historia da Imunologia dos Transplantes

Questdo 1

Qual foi a principal contribuicéo de Alexis Carrel para o desenvolvimento dos
transplantes?

A) Descoberta do primeiro antigeno HLA

B) Demonstragdo da natureza imunoldgica da rejeicéo

C) Desenvolvimento de técnicas de sutura e anastomose vascular
D) Desenvolvimento da prova cruzada por citometria de fluxo

E) Identificag@o dos anticorpos especificos contra o doador

Questédo 2

Os estudos de Peter Medawar foram fundamentais para a Imunologia dos
Transplantes porque demonstraram que:

A) a rejeicdo do enxerto possui natureza imunolégica.

B) a rejeicdo depende exclusivamente de anticorpos.

C) a compaitibilidade ABO impede completamente a rejeigdo.
D) os antigenos HLA estdo presentes apenas nos linfocitos.

E) a rejeic@o ocorre apenas nos transplantes renais.

Questdo 3

O transplante renal realizado por Joseph Murray e sua equipe em 1954, entre
gémeos idénticos, tornou-se um marco porque:

A) foi o primeiro transplante realizado apés tipificacdo molecular do HLA.

B) Demonstrou que o transplante poderia apresentar sucesso duradouro na
auséncia de uma barreira imunoldgica significativa.

C) utilizou pela primeira vez ciclosporina.

D) demonstrou a existéncia de anticorpos anti-HLA.

E) foi o primeiro transplante realizado com prova cruzada virtual.

Questdo 4

Qual descoberta de Jean Dausset, em 1958, contribuiu decisivamente para o
desenvolvimento da histocompatibilidade humana?

A) A técnica de anastomose vascular
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B) O mecanismo de tolerancia imunolégica adquirida

C) O primeiro antigeno leucocitério humano do sistema posteriormente
denominado HLA

D) A técnica de sequenciamento de nova geragdo

E) A primeira classificagdo histolégica da rejei¢cdo

Questdo 5

A principal contribuigéo de Paul Terasaki para o desenvolvimento dos testes
de histocompatibilidade foi:

A) a descoberta do HLA-B27.

B) o desenvolvimento e aperfeicoamento da técnica de
microlinfocitotoxicidade.

C) a realizagdo do primeiro transplante hepatico.

D) a descoberta da rejeicéo mediada por linfécitos T.

E) o desenvolvimento do primeiro imunossupressor utilizado em transplantes.

Gabarito comentado — Capitulo 1

Questdo 1 — C. Desenvolvimento de técnicas de sutura e anastomose
vascular.

Alexis Carrel estabeleceu bases técnicas fundamentais para a cirurgia
vascular e para os futuros transplantes de 6rgdos. Seus trabalhos com sutura
e anastomose vascular foram reconhecidos com o Prémio Nobel de Fisiologia
ou Medicina em 1912.

Questdo 2 — A. Arejeigdo do enxerto possui natureza imunolégica.

Peter Medawar demonstrou experimentalmente que a rejeigdo ndo era
simplesmente consequéncia de falha cirdrgica ou vascular, mas resultava de
uma resposta imunolégica contra o enxerto. Seus estudos estabeleceram
fundamentos da Imunologia dos Transplantes e da tolerdncia imunoldgica
adquirida.

Questdo 3 — B. Demonstrou que o transplante poderia apresentar sucesso
duradouro na auséncia de uma barreira imunolégica significativa.

Em 1954, Joseph Murray e sua equipe realizaram transplante renal entre
gémeos idénticos. A elevada identidade genética entre doador e receptor
reduziu de forma decisiva a barreira imunolégica e permitiu demonstrar a
viabilidade clinica do transplante renal.

Questdo 4 — C. O primeiro antigeno leucocitario humano do sistema
posteriormente denominado HLA.

Jean Dausset identificou, em 1958, um antigeno leucocitdrio humano que se
tornaria parte do sistema HLA. Essa descoberta foi fundamental para o
desenvolvimento da histocompatibilidade e para a compreenséo das
diferengas imunogenéticas entre doador e receptor.
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Questdo 5 — B. Desenvolvimento e aperfeicoamento da técnica de
microlinfocitotoxicidade.

Paul Terasaki e colaboradores desenvolveram e aperfeigcoaram a
microlinfocitotoxicidade, permitindo a tipificagdo HLA em pequena escala e
contribuindo decisivamente para os testes de histocompatibilidade e para a
prova cruzada.

Conceitos essenciais

A histéria da Imunologia dos Transplantes resulta da integragdo entre
cirurgia, imunologia e genética. Alexis Carrel estabeleceu as bases técnicas
da cirurgia vascular; Peter Medawar demonstrou a natureza imunoldgica da
rejeicdo; Joseph Murray comprovou a viabilidade clinica do transplante renal;
Jean Dausset iniciou a caracterizagcdo do sistema HLA; e Paul Terasaki
desenvolveu métodos que tornaram possivel aplicar a histocompatibilidade a
pratica clinica.

Capitulo 2 — Genética do Sistema HLA

Questdol
Os genes cldassicos do sistema HLA estdo localizados:

A) no brago longo do cromossomo 6.

B) no brago curto do cromossomo 6, na regido 6p21.3.

C) no cromossomo 2, junto aos genes das imunoglobulinas.
D) no cromossomo 14, junto aos genes do TCR.

E) no cromossomo X.

Questdo 2

Quais sdo os principais loci HLA classicos de classe I?
A) HLA-DR, HLA-DQ e HLA-DP

B) HLA-A, HLA-B e HLA-C

C) HLA-A, HLA-DQ e HLA-DP

D) HLA-B, HLA-DR e HLA-DQ

E) HLA-C, HLA-DP e HLA-DR
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Questdo 3

A express@o codominante dos genes HLA significa que:

A) apenas os alelos herdados da mde sdo expressos.

B) apenas um dos dois haplbtipos é expresso em cada célula.

C) os alelos herdados do pai e da mde sdo expressos simultaneamente.
D) os alelos paternos s@o expressos apenas nas moléculas HLA de classe .
E) um dos alelos herdados sofre inativagéo apds o nascimento.

Questdo 4

Considerando dois irmdos bioldgicos dos mesmos pais, qual é a probabilidade
tedrica de serem HLA-idénticos, isto &, terem herdado os mesmos dois
haplétipos parentais?

A) 10%
B) 25%
C) 50%
D) 75%
E) 100%

Questdo 5
O denominado desequilibrio de ligagdo no sistema HLA corresponde:

A) a auséncia de expressdo de um alelo HLA herdado.

B) & ocorréncia obrigatéria de recombinacdo entre os genes HLA.

C) & presenga de determinadas combinagées de alelos em conjunto com
frequéncia maior do que a esperada pelo acaso.

D) & perda progressiva da diversidade genética do HLA durante a vida.

E) & expressdo de apenas um haplétipo em individuos heterozigotos.

Gabarito comentado — Capitulo 2

Questdo 1 — B. Brago curto do cromossomo 6, regicio 6p21.3.

O sistema HLA corresponde ao complexo principal de histocompatibilidade
humano. Seus genes localizam-se no brago curto do cromossomo 6, em
6p21.3, regido que contém genes das classes |, Il e lll.

Questdo 2 — B. HLA-A, HLA-B e HLA-C.

Os loci classicos de classe | sGo HLA-A, HLA-B e HLA-C. As moléculas
codificadas por esses genes sdo expressas na maioria das células nucleadas.
Os principais loci de classe Il sGo HLA-DR, HLA-DQ e HLA-DP.

Questdo 3 — C. Os alelos maternos e paternos sdo expressos
simultaneamente.
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O sistema HLA apresenta express@o codominante. Assim, os alelos herdados
da mde e do pai sGo expressos simultaneamente, aumentando a diversidade
de moléculas HLA presentes no individuo.

Questdo 4 — B. 25%.

Cada filho recebe um haplétipo materno e um paterno. Entre dois irmd&os dos
mesmos pais, existe teoricamente 25% de probabilidade de compartilharem
os dois haplétipos, 50% de compartilharem apenas um e 25% de ndo
compartilharem nenhum. Esse conceito é particularmente importante na
busca de doadores familiares para TCTH.

Questdo 5 — C. Determinadas combinagdes de alelos aparecem juntas com
frequéncia maior que a esperada ao acaso.

Como os genes HLA estdo muito préximos no cromossomo 6, alguns alelos de
loci diferentes tendem a ser herdados conjuntamente. Essa associagdo néo
aleatéria € denominada desequilibrio de ligagdo. Um exemplo citado no
capitulo é o haplétipo HLA-AI1, B8, DR3, DQ2.

Conceitos essenciais

A diversidade genética do sistema HLA resulta principalmente de grande
polimorfismo, expressdo codominante e herangca em haplétipos. Cada
individuo possui dois haplétipos HLA, um materno e outro paterno, e expressa
simultaneamente os alelos herdados de ambos. O elevado polimorfismo
amplia a capacidade da populacdo de apresentar diferentes peptideos, mas
também aumenta a possibilidade de diferengas imunogenéticas entre doador
e receptor.

Capitulo 3 — Estrutura e Fungcdo das Moléculas HLA

Questdo 1

Qual alternativa descreve corretamente a estrutura das moléculas HLA de
classe I?

A) Duas cadeias transmembrana, a e B, de tamanho semelhante

B) Uma cadeia pesada associada de forma né&o covalente & [B2-
microglobulina

C) Uma cadeia leve associada covalentemente a B2-microglobulina

D) Trés cadeias polipeptidicas idénticas

E) Uma molécula formada apenas pela B2-microglobulina.
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Questdo 2
As moléculas HLA de classe | s@o expressas predominantemente:

A) apenas em linfocitos B.

B) apenas em células dendriticas e macréfagos.

C) na maioria das células nucleadas e também nas plaquetas.

D) exclusivamente nas células do sistema mononuclear fagocitdrio.
E) apenas em células infectadas por virus.

Questdo 3

Na via de apresentacdo de antigenos pelo HLA de classe |, os peptideos
derivados de proteinas citoplasmaticas:

A) sdo transportados ao reticulo endoplasmatico pelas proteinas TAPI e TAP2.
B) ligam-se inicialmente ao CLIP.

C) sGo captados exclusivamente por fagocitose.

D) sdo apresentados predominantemente aos linfocitos T CD4+.

E) s@o processados apenas nos lisossomos.

Questdo 4
As moléculas HLA de classe Il apresentam predominantemente:

A) peptideos intracelulares aos linfocitos T CD8+.

B) peptideos provenientes do meio extracelular aos linfécitos T CD4+.
C) proteinas intactas aos linfocitos B.

D) lipidios aos neutroéfilos.

E) peptideos citoplasmaticos exclusivamente as células NK.

Questédo 5
O principio denominado restrigdo pelo MHC significa que o TCR reconhece:

A) apenas o peptideo livre no meio extracelular.

B) apenas a molécula HLA sem peptideo.

C) a combinagdo formada pela molécula HLA e pelo peptideo apresentado.
D) exclusivamente proteinas intactas presentes na superficie celular.

E) apenas moléculas HLA provenientes do proprio linfocito T.

Gabarito comentado — Capitulo 3

Questédo 1 — B. Uma cadeia pesada associada de forma ndo covalente a p2-
microglobulina.

As moléculas HLA de classe | sGo constituidas por uma cadeia pesada, com
trés dominios extracelulares, associada de forma nd&o covalente a [(2-
microglobulina. Os dominios al e a2 formam a fenda de ligagdo do peptideo,
enquanto a3 participa da interagdo com CD8.
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Questdo 2 — C. Na maioria das células nucleadas e também nas
plaquetas.

O HLA de classe | apresenta ampla distribuicdo celular e participa da
apresentacdo de peptideos predominantemente intracelulares aos linfécitos T
CD8+.

Questdo 3 — A. Sdo transportados ao reticulo endoplasmatico
pelas proteinas TAP1e TAP2.

Proteinas citoplasmaticas sdo degradadas pelo proteassoma, e os peptideos
resultantes s@o transportados pelas proteinas TAP1 e TAP2 para o reticulo
endoplasmatico, onde se ligam ao HLA de classe I.

Questdo 4 — B. Peptideos provenientes do meio extracelular aos
linfocitos T CD4+.

Na via de classe I, proteinas provenientes predominantemente do meio
extracelular sGo captadas por endocitose ou fagocitose, degradadas em
compartimentos endossémicos e lisossdmicos e apresentadas aos linfécitos T
CD4+.

Questéo 5 — C. A combinagéio formada pela molécula HLA e pelo
peptideo apresentado.

O TCR ndo reconhece normalmente o peptideo isolado. Ele reconhece o
complexo HLA + peptideo. Na classe |, esse complexo é reconhecido por
linfocitos T CD8+; na classe I, por linfocitos T CD4+. Esse principio &
denominado restricdo pelo MHC.

Conceitos essenciais

As moléculas HLA tém como fungdo central ligar peptideos e apresentda-los
aos linfécitos T. O HLA de classe | apresenta predominantemente peptideos
intracelulares aos linfécitos T CD8+, enquanto o HLA de classe Il apresenta
predominantemente peptideos provenientes do meio extracelular aos
linfécitos T CD4+. O reconhecimento pelo TCR depende do complexo formado
pela molécula HLA e pelo peptideo nela apresentado.
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Capitulo 4 — Tipos de Transplantes e Conceitos Bdsicos

Questdo 1
No transplante autélogo, doador e receptor:

A) pertencem a mesma espécie, mas sd@o geneticamente diferentes.
B) sd&o irmdos HLA-idénticos.

C) sdo o mesmo individuo.

D) pertencem a espécies diferentes.

E) sdo obrigatoriamente gémeos monozigbticos.

Questdo 2
O transplante realizado entre gémeos monozigéticos ¢ classificado como:

A) autdlogo.
B) singénico.
C) alogénico.
D) xenogénico.
E) heterdlogo.

Questdo 3
Qual alternativa caracteriza corretamente o transplante alogénico?

A) Doador e receptor séo o mesmo individuo.

B) Ocorre entre individuos geneticamente idénticos.

C) Ocorre entre individuos geneticamente diferentes da mesma espécie.
D) Ocorre exclusivamente entre espécies diferentes.

E) N&o apresenta risco de rejeigéio imunolégica.

Questdo 4

Nos transplantes alogénicos, a resposta imunoldégica contra o enxerto pode
ocorrer principalmente porque:

A) doador e receptor apresentam necessariomente grupos sanguineos
diferentes.

B) existem diferengas entre as moléculas HLA e outros aloantigenos do doador
e do receptor.

C) o enxerto ndo apresenta moléculas HLA.

D) somente anticorpos naturais reconhecem o enxerto.

E) os linfocitos T né@o participam da rejeicdo.
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Questédo 5
O transplante xenogénico é definido como aquele realizado:

A) entre duas regides diferentes do mesmo individuo.

B) entre irmdos geneticamente semelhantes.

C) entre individuos geneticamente diferentes da mesma espécie.
D) entre individuos de espécies diferentes.

E) somente entre gémeos monozigoticos.

Gabarito comentado — Capitulo 4

Questédo 1 — C. Séo o mesmo individuo.

No transplante autdlogo, o enxerto é retirado e utilizado no préprio individuo.
Como ndo existem diferencas genéticas entre doador e receptor, ndo ocorre
rejeicdo imunoldgica do enxerto.

Questéo 2 — B. Singénico.
O transplante singénico ocorre entre individuos geneticamente idénticos,

como gémeos monozigdticos. A identidade dos antigenos de
histocompatibilidade torna a rejeicdo imunolbégica praticamente inexistente.

Questdo 3 — C. Ocorre entre individuos geneticamente diferentes
da mesma espécie.

O transplante alogénico & a modalidade de maior importdncia clinica e inclui,
por exemplo, transplantes de rim, figado, coracéo e pulmdo.

Questdo 4 — B. Existem diferengas entre as moléculas HLA e
outros aloantigenos.

As diferencas de histocompatibilidade entre doador e receptor podem ser
reconhecidas pelo sistema imunoldgico, desencadeando respostas de
linfécitos T e producdo de anticorpos contra o enxerto. Por isso, a avaliagdo da
compatibilidade & fundamental nos transplantes alogénicos.

Questdo 5 — D. Entre individuos de espécies diferentes.

O transplante xenogénico ocorre entre espécies diferentes. As grandes
diferencas antigénicas constituem importantes barreiras imunoldgicas e
podem desencadear respostas humorais e celulares intensas contra o
enxerto.
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Conceitos essenciais

Os transplantes sd@o classificados conforme a relagdo entre doador e receptor.
No autélogo, doador e receptor séo o mesmo individuo; no singénico, sdo
geneticamente idénticos; no alogénico, sdo individuos geneticamente
diferentes da mesma espécie; e no xenogénico, pertencem a espécies
diferentes.

De forma geral, quanto maior a diferenga antigénica entre doador e receptor,
maior tende a ser o potencial de reconhecimento imunolégico do enxerto.
Esse principio ajuda a compreender posteriormente o alorreconhecimento, a
formagdo de DSA e a rejeigdo dos transplantes.

Capitulo 5 — Alorreconhecimento

e Resposta Imunolégica ao Enxerto

Questdol
O alorreconhecimento corresponde:

A) ao reconhecimento de microrganismos presentes no enxerto.

B) ao processo pelo qual o sistema imunoldgico do receptor identifica moléculas
HLA alogénicas presentes no enxerto.

C) & ativagdo exclusiva dos linfécitos B do doador.

D) & destruic@o direta do enxerto pelo complemento, sem participagéo celular.
E) ao reconhecimento de antigenos proprios do receptor.

Questdao 2
Na via direta de alorreconhecimento:

A) as proteinas do doador sdo processadas por células apresentadoras do
receptor.

B) somente os linfocitos B participam da resposta.

C) células apresentadoras de antigeno do doador apresentam diretamente suas
moléculas HLA aos linfoécitos T do receptor.

D) moléculas HLA do receptor séo apresentadas aos linfocitos T do doador.

E) ocorre exclusivamente producdo de anticorpos.

Questdo 3
Qual caracteristica estd mais associada a via indireta de alorreconhecimento?

A) Predomina nas primeiras semanas e é o principal mecanismo da rejeicéo
celular aguda.

B) E uma resposta mais lenta e persistente, importante na rejeigéo crénica e na
produgdo de anticorpos.

C) Depende exclusivamente de células dendriticas do doador.
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D) N&o envolve processamento de proteinas do doador.
E) Ocorre somente antes do transplante.

Questdo 4
Na via semidireta, as células apresentadoras de antigeno do receptor:

A) deixam de expressar moléculas HLA proprias.

B) apresentam exclusivamente peptideos derivados de microrganismos.

C) adquirem moléculas HLA intactas provenientes das células do doador, por
meio de vesiculas extracelulares ou transferéncia de membrana.

D) sdo substituidas progressivamente por células dendriticas do doador.

E) ativam exclusivamente linfocitos B.

Questdo 5

Apbs a ativagdo da resposta imunoldgica contra o enxerto, qual associagdo
estd correta?

A) Linfécitos T CD8+ — producgdo exclusiva de anticorpos anti-HLA.

B) Linfécitos T CD4+ — citotoxicidade direta como Gnico mecanismo efetor.

C) Linfécitos B — diferenciagc@o em plasmécitos e producdo de anticorpos
anti-HLA.

D) Linfocitos T CD8+ — produgdo de imunoglobulinas.

E) Linfécitos B — destruicdo direta do enxerto por mecanismos citotdxicos.

Gabarito comentado — Capitulo 5

Questdo 1 — B. Identificagdo de moléculas HLA alogénicas
presentes no enxerto.

O alorreconhecimento é o processo pelo qual o sistema imunoldégico do
receptor identifica moléculas HLA alogénicas do enxerto. Esse reconhecimento

inicia a ativagdo dos linfécitos T e constitui o primeiro passo da resposta
imunoldgica que pode culminar em rejeigdo.

Questdo 2 — C. Células apresentadoras do doador apresentam
diretamente suas moléculas HLA aos linfocitos T do receptor.

Na via direta, células dendriticas provenientes do enxerto migram para os
linfonodos do receptor e apresentam diretamente moléculas HLA do doador

aos linfécitos T. Essa via & especialmente importante nas primeiras semanas e
na rejeicdo celular aguda.
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Questéo 3 — B. E mais lenta, persistente e importante na rejeigéo
cronica e na producgdo de anticorpos.

Na via indireta, proteinas provenientes do doador sdo captadas e
processadas pelas células apresentadoras de antigeno do receptor e
apresentadas em moléculas HLA préprias. Essa via apresenta resposta mais
lenta e persistente, relacionando-se a rejeicdo crénica e a resposta humoral.

Questdo 4 — C. Adquirem moléculas HLA intactas provenientes
das células do doador.

Na via semidireta, células apresentadoras do receptor incorporam moléculas
HLA intactas do doador por vesiculas extracelulares, como exossomos, ou por
transferéncia de membrana. Isso permite prolongar o reconhecimento do
enxerto mesmo apds a reducdo das células apresentadoras provenientes do
doador.

Questdo 5 — C. Linfocitos B diferenciam-se em plasmécitos e
produzem anticorpos anti-HLA.

Os linfécitos T auxiliares estimulam os linfécitos B, que podem diferenciar-se
em plasmécitos e produzir anticorpos anti-HLA especificos contra o doador.
Esses anticorpos podem ativar o complemento, promover lesdo endotelial e
participar da rejeigdo mediada por anticorpos.

Conceitos essenciais

O alorreconhecimento € o primeiro passo da resposta imunoloégica contra um
enxerto alogénico. Ele pode ocorrer pelas vias direta, indireta e semidireta. A
via direta predomina na rejeicdo celular aguda; a via indireta é
particularmente importante na rejeicdo cronica e favorece a producdo de
anticorpos; e a via semidireta contribui para prolongar o reconhecimento do
enxerto.

A ativacdo completa dos linfécitos T exige reconhecimento antigénico,
coestimulacgédo e citocinas. Os linfécitos T CD8+ podem exercer citotoxicidade
direta, enquanto os T CD4+ produzem citocinas, recrutam macréfagos e
amplificam a inflamacgdo. A cooperagdo entre linfécitos T e B € fundamental
para a producdo de anticorpos anti-HLA.
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Capitulo 6 — Tipificagdo Molecular do HLA

Questdo 1

A principal vantagem da tipificagdo molecular do HLA em relagdo a sorologia
é:

A) identificar exclusivamente proteinas HLA expressas na membrana celular.
B) permitir a caracterizacdo direta das diferencas existentes no DNA.

C) dispensar completamente a amplificacdo do DNA.

D) identificar somente antigenos HLA de classe |.

E) depender obrigatoriamente de células viaveis.

Questdo 2
Na técnica PCR-SSP, a identificacdo dos alelos HLA baseia-se principalmente:

A) na reacdo entre anticorpos e moléculas HLA da superficie celular.

B) na amplificag@o do DNA utilizando primers especificos para determinadas
sequéncias HLA.

C) na andlise direta de anticorpos anti-HLA no soro.

D) na hibridizagdo exclusiva com microesferas fluorescentes, sem PCR.

E) no sequenciamento paralelo de genes completos.

Questdo 3

A técnica PCR-SSO utilizada em conjunto com a tecnologia Luminex baseia-
se:

A) na destruicdo de linfécitos que expressam determinados antigenos HLA.
B) no sequenciamento direto de todos os nucleotideos dos genes HLA.

C) na hibridizacéo de DNA amplificado com sondas especificas ligadas a
diferentes populagées de microesferas.

D) exclusivamente na visualizacdo de bandas por eletroforese.

E) na deteccdo de anticorpos especificos contra o doador.

Questdo 4

Qual método permite sequenciar simultaneamente regides extensas dos
genes HLA, proporcionando alta resolugéo e melhor definigdo da fase dos
alelos?

A) Sorologia

B) PCR-SSP

C) PCR-SSO

D) NGS

E) Microlinfocitotoxicidade

245



Questdo 5
A escolha do método de tipificagdo molecular do HLA deve considerar:

A) apenas o custo do exame.

B) exclusivamente o nimero de loci HLA analisados.

C) objetivo clinico, resolugdo necessaria, tempo disponivel, infraestrutura
laboratorial e contexto do transplante.

D) somente a idade do receptor.

E) apenas a presenca de anticorpos anti-HLA.

Gabarito comentado — Capitulo 6

Questéo 1 — B. Permitir a caracterizagéo direta das diferengas
existentes no DNA.
A evolucdo da sorologia para os métodos moleculares possibilitou identificar

diretamente sequéncias e variantes dos genes HLA, aumentando a precisdo
da tipificagdo e permitindo caracterizar os alelos com maior resolucéo.

Questdo 2 — B. Amplificagcdo do DNA utilizando primers
especificos.
A PCR-SSP emprega primers especificos para determinadas sequéncias HLA. A

presenca ou auséncia de amplificagdo permite identificar alelos ou grupos de
alelos, com resolucgéo dependente da metodologia utilizada.

Questdo 3 — C. Hibridizagdo de DNA amplificado com sondas
especificas ligadas a microesferas.

Na PCR-SSO, regides dos genes HLA sdo inicialmente amplificadas e depois
hibridizadas com sondas especificas. No sistema Luminex, essas sondas estdo

ligadas a diferentes populagdes de microesferas, e o padrdo de fluorescéncia
permite a atribuicdo dos alelos HLA.

Questdo 4 — D. NGS.

O sequenciamento de nova geragdo permite o sequenciamento paralelo de
regides extensas dos genes HLA, oferecendo alta a muito alta resolugdo e
melhor definigdo da fase dos alelos.

Questdo 5 — C. Objetivo clinico, resolugéo, tempo, infraestrutura e
contexto do transplante.

N&o existe um Gnico método ideal para todas as situagdes. A escolha depende
da finalidade clinica, do grau de resolucdo necessdrio, do tempo disponivel, da
infraestrutura laboratorial e do contexto em que a tipificagéo serd utilizada.
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Conceitos essenciais

A tipificagcdo HLA evoluiu progressivamente da sorologia para métodos
moleculares, permitindo passar da identificacdo do fendtipo HLA para a
caracterizagdo direta do gendtipo. Entre os principais métodos estéio PCR-SSP,
PCR-SSO, sequenciamento de Sanger e NGS.

A resolugdo aumenta progressivamente entre as diferentes metodologias,
mas a escolha do método deve ser adequada a finalidade clinica. A
tipificagdo molecular fornece a base genética para comparar doador e
receptor e, associada @ pesquisa de anticorpos anti-HLA, contribui para a
avaliagdo da compatibilidade e do risco imunolbégico do transplante.

Capitulo 7 — Sensibilizagdo e Anticorpos anti-HLA

Questdo1
Quais sd@o os principais eventos capazes de provocar sensibilizagdo anti-HLA?

A) Infecgdes virais, vacinagdo e uso de antibibticos.

B) Gestagdo, transfus@o sanguinea e transplante anterior.
C) Apenas transfus&@o sanguinea.

D) Apenas transplante prévio.

E) Doencas autoimunes e neoplasias.

Questdo 2
O ensaio Single Antigen Beads (SAB) tem como principal finalidade:

A) realizar a tipificagéo molecular do HLA do doador.

B) medir diretamente a concentrac@o absoluta de anticorpos.
C) identificar especificidades individuais de anticorpos anti-HLA.
D) substituir a prova cruzada em todas as situagées.

E) detectar exclusivamente anticorpos de classe |.

Questdo 3
Em relagdo ao MFI nos ensaios SAB, € correto afirmar que:

A) corresponde & concentrac@o absoluta de anticorpo no soro.

B) existe um valor universal de MFI que define sozinho a relevancia clinica.

C) deve ser interpretado como medida semiquantitativa e em conjunto com
outros dados clinicos e laboratoriais.

D) valores elevados indicam obrigatoriamente rejeig&o do enxerto.

E) néo sofre influéncia das caracteristicas técnicas do ensaio.
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Questdo 4
Qual alternativa distingue corretamente PRA e cPRA?

A) PRA e cPRA s@o exatamente 0 mesmo exame.

B) PRA é calculado pelas frequéncias populacionais, enquanto cPRA mede
diretamente a reatividade do soro.

C) PRA deriva da reatividade observada em um painel, enquanto cPRA é um
cdlculo populacional baseado nos antigenos HLA considerados inaceitdveis.
D) PRA identifica DSA e cPRA identifica apenas anticorpos ndo especificos.

E) cPRA é utilizado somente apés o transplante.

Questdo 5
Um anticorpo anti-HLA é considerado DSA quando:

A) apresenta MFI elevado.

B) pertence a classe II.

C) é detectado antes do transplante.

D) sua especificidade corresponde a uma molécula HLA presente no doador.
E) estd presente em qualquer paciente sensibilizado.

Gabarito comentado — Capitulo 7

Questdo 1 — B. Gestagdo, transfusdo sanguinea e transplante
anterior.

Esses s@o os principais eventos sensibilizantes descritos no capitulo e podem
levar & formacgdo de anticorpos anti-HLA no receptor.

Questdo 2 — C. Identificar especificidades individuais de
anticorpos anti-HLA.

O ensaio SAB permite determinar contra quais moléculas HLA especificas o
receptor apresenta anticorpos, sendo fundamental para caracterizar o perfil
de sensibilizacdo.

Questdo 3 — C. Medida semiquantitativa que deve ser
interpretada em conjunto com outros dados.

O MFI corresponde @ intensidade de fluorescéncia observada no ensaio, mas
ndo representa uma concentragdo absoluta de anticorpo. N&o existe um
ponto de corte universal que, isoladamente, determine sua relevancia clinica.
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Questédo 4 — C. PRA deriva de reatividade observada; cPRA € um
calculo populacional.

O PRA expressa a proporgdo de um painel contra a qual o soro apresenta
reatividade. O cPRA utiliza os antigenos HLA considerados inaceitdveis e suas
frequéncias na populacdo de doadores para estimar a proporcdo de
potenciais doadores incompativeis.

Questédo 5 — D. Sua especificidade corresponde a uma molécula
HLA presente no doador.

A simples presenca de anticorpo anti-HLA ndo significa que exista DSA. E
necessdrio comparar as especificidades dos anticorpos do receptor com a
tipificagdo HLA do doador.

Conceitos essenciais

A sensibilizagcdo anti-HLA ocorre principalmente apds gestac¢do, transfusdo ou
transplante anterior. O SAB permite identificar as especificidades dos
anticorpos anti-HLA, enquanto o MFI deve ser considerado uma medida
semiquantitativa e nunca interpretado isoladamente.

O PRA expressa reatividade observada contra um painel, enquanto o cPRA é
um cdlculo populacional baseado nos antigenos considerados inaceitdveis.
Um anticorpo é classificado como DSA somente quando sua especificidade
corresponde a uma molécula HLA presente naquele doador. DSA pré-
formados estdo presentes antes do transplante, enquanto DSA de novo
aparecem posteriormente em resposta ao enxerto.

Capitulo 8 — Prova Cruzada e Avaliagdo

da Compatibilidade Imunolégica

Questdo 1

Na prova cruzada por citotoxicidade dependente do complemento (CDC), um
resultado positivo indica:

A) auséncia de anticorpos contra o doador.

B) presenca de anticorpos capazes de se ligar aos linfécitos do doador e
provocar lise dependente de complemento.

C) presenca exclusiva de anticorpos ndo-HLA.

D) auséncia de risco imunolégico.

E) identificacdo direta dos alelos HLA do doador.
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Questdo 2
Em comparagdo com a prova cruzada por CDC, o flow crossmatch (FCXM):

A) & menos sensivel.

B) detecta apenas anticorpos que fixam complemento.

C) detecta IgG do receptor ligada aos linfécitos do doador e apresenta maior
sensibilidade.

D) néo utiliza células do doador.

E) substitui obrigatoriamente todos os demais métodos.

Questdo 3
A prova cruzada virtual (VXM) baseia-se principalmente:

A) na incubagéo direta do soro do receptor com linfécitos do doador.

B) na comparacdo entre a tipificacdo HLA do doador e as especificidades de
anticorpos anti-HLA do receptor.

C) exclusivamente no valor do PRA.

D) somente na intensidade do MFI.

E) na deteccdo de lise celular por complemento.

Questédo 4

Um paciente apresenta CDC negativo e FCXM positivo. Segundo o capitulo,
esse resultado pode ocorrer porque:

A) o FCXM é menos sensivel que o CDC.

B) o CDC detecta anticorpos em niveis mais baixos que o FCXM.

C) podem existir anticorpos em quantidade insuficiente para provocar lise
pelo complemento, mas ainda detectdveis pelo FCXM.

D) esse padrdo exclui a presenca de anticorpos.

E) resultados discordantes entre os testes néo tém significado clinico.

Questdo 5

A avaliagdo final da compatibilidade imunolégica para o transplante deve ser
baseada:

A) exclusivamente no resultado do CDC.

B) apenas na presenca ou auséncia de DSA.

C) somente no FCXM.

D) na integracdo da tipificacdo HLA, anticorpos anti-HLA, DSA, provas cruzadas
e contexto clinico.

E) exclusivamente no cPRA.
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Gabarito comentado — Capitulo 8

Questdo 1 — B. Presenca de anticorpos capazes de provocar lise
dependente de complemento.

Na prova cruzada por CDC, o soro do receptor é colocado em contato com
linfécitos do doador na presenca de complemento. Quando existem

anticorpos citotéxicos relevantes, ocorre ativagdo do complemento e lise
celular.

Questdo 2 — C. Detecta IgG ligada aos linfocitos do doador e é
mais sensivel que o CDC.
O FCXM identifica anticorpos IgG do receptor ligados das células do doador por

citometria de fluxo. E mais sensivel que o CDC e pode detectar anticorpos em
niveis insuficientes para produzir lise celular.

Questdo 3 — B. Comparacéo entre HLA do doador e anticorpos do
receptor.
A VXM néo é uma prova cruzada fisica. Ela resulta da comparacdo entre a

tipificagcdo HLA do doador e as especificidades de anticorpos anti-HLA do
receptor, geralmente determinadas por SAB.

Questdo 4 — C. Anticorpos podem estar abaixo do limiar
necessadrio para lise pelo complemento.

CDC, FCXM, SAB e VXM avaliam aspectos diferentes da resposta humoral.
Assim, um FCXM positivo com CDC negativo pode refletir anticorpos

detectdveis por citometria de fluxo, mas em niveis insuficientes para provocar
citotoxicidade dependente de complemento.

Questdo 5 — D. Integracéo dos diferentes dados laboratoriais e do
contexto clinico.

Nenhum teste isolado define sozinho a compatibilidade imunolégica. A
decisGo depende da andlise conjunta da tipificagdo HLA, do perfil de

anticorpos anti-HLA, da presenca ou auséncia de DSA, das provas cruzadas
celulares e do contexto clinico do transplante.
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Conceitos essenciais

O CDC, o FCXM e a VXM sé@o métodos complementares e ndo equivalentes. O
CDC demonstra citotoxicidade dependente de complemento e apresenta
menor sensibilidade. O FCXM detecta IgG ligada as células do doador e é mais
sensivel. A VXM ndo utiliza contato entre soro e células; compara o HLA do
doador com as especificidades de anticorpos do receptor.

Resultados discordantes podem ocorrer e devem ser interpretados no
contexto global. A presenga de DSA no SAB ndo implica obrigatoriomente
positividode do CDC ou do FCXM. A decis@o sobre o transplante resulta da
integragdo dos dados laboratoriais com o contexto clinico, e ndo de um
dnico teste isolado.

Capitulo 9 — Transplantes de Orgdos Soélidos

Questdo 1

No transplante renal, a avaliagdo imunoldgica pré-transplante integra
principalmente:

A) apenas compatibilidade ABO.

B) tipificag@o HLA, grau de sensibilizacdo, pesquisa de anticorpos anti-HLA,
identificagdo de DSA e prova cruzada.

C) somente bidpsia renal.

D) exclusivamente pesquisa de anticorpos ndo-HLA.

E) apenas fungdo renal do receptor.

Questdo 2

No transplante cardiaco, o crossmatch virtual tem especial importéancia
porque:

A) substitui obrigatoriamente a tipificagéo HLA.

B) o coracdo apresenta privilégio imunolégico.

C) a urgéncia e o curto tempo de isquemia podem impedir que se aguarde
uma prova cruzada fisica.

D) anticorpos anti-HLA ndo tém importancia nesse transplante.

E) a compatibilidade HLA determina sempre a escolha do doador.

Questdo 3

Qual caracteristica imunoldgica distingue particularmente o transplante
hepatico?

A) Dependéncia absoluta de compatibilidade HLA completa.
B) Contraindicagdo obrigatéria diante de qualquer DSA.
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C) Relativa tolerogenicidade e menor dependéncia da compatibilidade HLA
para selecdo do doador.

D) Auséncia de rejeicdo mediada por células T.

E) Impossibilidade de rejeicdo mediada por anticorpos.

Questdo 4

No transplante pulmonar, uma das principais particularidades do
acompanhamento tardio é:

A) a disfuncdo crénica do aloenxerto pulmonar, que pode se apresentar como
sindrome da bronquiolite obliterante (BOS) e a sindrome restritiva do
aloenxerto (RAS).

B) a auséncia de participacdo de anticorpos anti-HLA.

C) a impossibilidade de rejeigdo celular.

D) a falta de necessidade de diferenciar rejeicdo de infecgéo.

E) a auséncia de papel da bidpsia transbrénquica.

Questdo 5
Em relagdo ao transplante de cornea, € correto afirmar que:

A) HLA, DSA e prova cruzada tém o mesmo papel central observado no
transplante renal.

B) a rejeicdo é predominantemente mediada por anticorpos.

C) a cérnea apresenta relativo privilégio imunolégico, reduzido quando ocorre
neovascularizagdo.

D) a bidpsia € o método rotineiro para diagndstico de rejeicao.

E) a lesd@o endotelial ndo compromete a transparéncia da cérnea.

Gabarito comentado — Capitulo 9

Questdo 1 — B. Tipificagdo HLA, sensibilizagéo, anticorpos anti-
HLA, DSA e prova cruzada.

No transplante renal, esses elementos sdo fundamentais para estimar o risco
imunoldgico e selecionar o doador. DSA clinicamente relevantes, sobretudo
quando associados a prova cruzada positiva, podem indicar maior risco de
rejeicdo mediada por anticorpos.

Questéo 2 — C. A urgéncia e o curto tempo de isquemia podem
impedir que se aguarde uma prova cruzada fisica.

No transplante cardiaco, a compatibilidade HLA é desejavel, mas ndo costuma
ser o principal critério isolado de sele¢gdo. O crossmatch virtual permite

comparar rapidamente os anticorpos do receptor com o HLA do potencial
doador.
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Questdo 3 — C. Relativa tolerogenicidade e menor dependéncia
da compatibilidade HLA.

O figado possui caracteristicas imunorreguladoras proprias e apresenta
menor dependéncia da compatibilidade HLA que o rim e o coracdo. DSA ou
crossmatch positivo, isoladamente, n&o constituem necessariamente
contraindicagcdo ao transplante hepdatico.

Questdo 4 — A. CLAD, podendo se apresentar como BOS ou RAS.

A disfuncdo crénica do aloenxerto pulmonar é uma limitagdo importante no
seguimento a longo prazo. Entre seus fendtipos estéio a sindrome da
bronquiolite obliterante (BOS) e a sindrome restritiva do aloenxerto (RAS).

Questdo 5 — C. A coéornea apresenta relativo privilegio
imunolégico, reduzido pela neovascularizagéo.

Nos transplantes corneanos de baixo risco, HLA, DSA e prova cruzada néo
possuem o mesmo papel central observado nos o6rgdos sdlidos
vascularizados. A neovascularizagdo reduz o privilégio imunolégico e aumenta
o risco de rejei¢cdo, predominantemente mediada por células T.

Conceitos essenciais

Os diferentes transplantes de 6rgdos sélidos compartilham principios de HLA,
sensibilizagéio, DSA e prova cruzada, mas o peso relativo de cada
componente varia conforme o érgdo. No rim, esses elementos sdo centrais; no
coragdo, o crossmatch virtual ganha importdncia pela urgéncia e pelo curto
tempo de isquemia; no figado, h&d maior tolerogenicidade e menor
dependéncia da compatibilidade HLA; no pulmdo, destacam-se a rejeigdo
celular e humoral, a CLAD e a necessidade de diferenciar rejeicdo de infecgdo.

A cérnea constitui uma excecdo importante por seu relativo privilégio
imunoldgico. Nos enxertos de baixo risco, a avaliagdo de histocompatibilidade
tem papel mais limitado; a neovascularizagdo, entretanto, aumenta a
exposi¢cdo imunoldgica e o risco de rejeigdo.
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Capitulo 10 — Rejeicdo aos Transplantes

Questdol
A rejeicdo hiperaguda caracteriza-se por:

A) ocorrer meses ou anos apds o transplante.

B) depender principalmente da ativacdo clonal de linfécitos T.

C) ocorrer em minutos a poucas horas, devido a anticorpos pré-formados
contra antigenos do doador.

D) apresentar evolugdo lenta e progressiva.

E) ndo envolver ativagdo do complemento.

Questdo 2
Na rejei¢éio mediada por anticorpos (AMR), o principal alvo dos DSA é:

A) o endotélio vascular do enxerto.

B) exclusivamente os linfécitos T do receptor.

C) apenas os ductos biliares.

D) somente as células musculares do érgéo transplantado.

E) exclusivamente as células apresentadoras de antigeno do receptor.

Questdo 3

Na rejeicdo aguda mediada por células T, especialmente no transplante renal,
s@o achados histopatologicos caracteristicos:

A) glomerulite e deposicdo isolada de C4d.

B) infiltrado linfocitdrio intersticial, tubulite e endotelite.
C) apenas trombose difusa.

D) somente fibrose intersticial e atrofia tubular.

E) auséncia de infiltrado inflamatério.

Questdo 4

Segundo o capitulo, o diagnéstico da rejei¢gdo mediada por anticorpos deve
integrar:

A) exclusivamente o valor do MFI.

B) somente a presenca de DSA.

C) histopatologia, evidéncia de interacéo anticorpo-endotélio e presenca de
DSA.

D) apenas a deposigcdo de C4d.

E) somente a evolucdo clinica.
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Questdo 5
A rejeicdo crbénica caracteriza-se principalmente por:

A) evento abrupto e reversivel ocorrido imediatamente apés a reperfusdo.
B) inflamacdo persistente, remodelamento vascular, fibrose progressiva e
atrofia do enxerto.

C) mecanismo exclusivamente humoral.

D) auséncia de participagéo de fatores néo imunolégicos.

E) revers@o completa apds o estabelecimento da fibrose.

Gabarito comentado — Capitulo 10

Questdo 1 — C. Ocorre em minutos a poucas horas e resulta de
anticorpos pré-formados.

A rejeicdo hiperaguda é a forma mais precoce e fulminante. Anticorpos pré-
formados ligam-se ao endotélio do doador, ativam rapidamente o
complemento e desencadeiam trombose da microcirculagdo, isquemia e
necrose do enxerto.

Questdo 2 — A. O endotélio vascular do enxerto.

Na AMR, os DSA reconhecem antigenos presentes no endotélio vascular. A
interagcdo  anticorpo-endotélio pode ativar complemento, promover
inflamagdo da microcirculagdo e causar les@o progressiva do enxerto.

Questdo 3 — B. Infiltrado linfocitéario intersticial, tubulite e
endotelite.

A rejeicdo aguda celular € mediada principalmente por linfécitos T CD4+ e
CD8+. No transplante renal, os achados tipicos incluem infiltrado intersticial,
tubulite e comprometimento vascular, avaliados segundo os critérios de Banff.

Questdo 4 — C. Histopatologia, interagdo anticorpo-endotélio e
DSA.

O diagnbéstico da AMR ndo deve se basear em um Unico marcador. Segundo o
capitulo, a classificagcdo de Banff integra evidéncia histologica de lesdo,
evidéncia de interagdo anticorpo-endotélio e presenga de DSA circulantes.

Questdo 5 — B. Inflamagéio persistente, remodelamento vascular,
fibrose progressiva e atrofia.

A rejeicdo cronica evolui durante meses ou anos e resulta da interacdo de
mecanismos imunoldgicos celulares e humorais com fatores ndo

imunologicos. A fibrose avangada, uma vez estabelecida, é geralmente
irreversivel.
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Conceitos essenciais

As principais formas de rejei¢cdo diferem pelo tempo de aparecimento e pelo
mecanismo predominante. A rejeicdo hiperaguda decorre de anticorpos pré-
formmados e ocorre imediatamente; a AMR envolve DSA e leséo do endotélio; a
rejeicdo aguda celular resulta da ativagdo dos linfocitos T; e a rejeicdo crénica
corresponde a processo progressivo de inflamacdo, lesdo vascular e fibrose.

A biopsia do enxerto e a integracgdo dos dados clinicos, histopatologicos e
imunolégicos sdo fundamentais para distinguir os diferentes tipos de rejeicdo.
A presenca isolada de DSA nd&o define, por si sb, rejeicdo mediada por
anticorpos.

Capitulo 11 — Transplante de

Células-Tronco Hematopoéticas

Questdo 1
As principais fontes de células-tronco hematopoéticas utilizadas no TCTH sdo:

A) medula ésseaq, sangue periférico mobilizado e sangue de corddo umbilical.
B) apenas medula éssea e figado.

C) sangue periférico néo mobilizado e linfonodos.

D) timo, bago e medula 6ssea.

E) exclusivamente sangue de corddo umbilical.

Questédo 2

No TCTH alogénico, uma caracteristica imunoldgica particularmente
importante é:

A) a resposta ocorre somente do receptor contra o enxerto.

B) a resposta ocorre somente do enxerto contra o receptor.

C) pode ocorrer resposta imunolégica bidirecional: receptor contra enxerto e
enxerto contra receptor.

D) a compatibilidade HLA ndo interfere no risco imunolégico.

E) n&o existe risco de doenca do enxerto contra o hospedeiro.

Questdo 3

Na sele¢cdo de um doador aparentado para TCTH, a probabilidade teérica de
dois irmd&os apresentarem os mesmos dois haplétipos HLA é:

A) 10%.
B) 25%.
C) 50%.
D) 75%.
E) 100%.
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Questdo 4
A doencga do enxerto contra o hospedeiro (DECH) ocorre quando:

A) linfocitos do receptor destroem exclusivamente células hematopoéticas
proprias.

B) anticorpos do doador provocam apenas hemdlise.

C) linfécitos imunocompetentes do doador reconhecem tecidos do receptor
como ndo préprios e desencadeiaom resposta imunoldgica.

D) ocorre auséncia completa de células T no enxerto.

E) hd apenas falha mecdanica da infusé@o das células-tronco.

Questdo 5
Em relagc@o ao quimerismo apods o TCTH, é correto afirmar que:

A) quimerismo misto significa obrigatoriamente falha do transplante.

B) o quimerismo avalia exclusivamente a recuperagéo da contagem de
neutrofilos.

C) os STR nd@o permitem distinguir DNA do doador e do receptor.

D) o quimerismo determina a origem genética das células hematopoéticas, e
sua evolucdo seriada pode ser mais informativa que um resultado isolado.

E) quimerismo e doenca residual mensurdvel sGo conceitos equivalentes.

Gabarito comentado — Capitulo 11
Questéo 1 — A. Medula 6sseqa, sangue periférico mobilizado e
sangue de corddo umbilical.

O capitulo apresenta essas trés fontes principais de células-tronco
hematopoéticas utilizadas no transplante.

Questdo 2 — C. Resposta imunolégica bidirecional.

No TCTH alogénico, células residuais do receptor podem atacar as células do
doador e contribuir para falha do enxerto. Na dire¢gdo inversaq, linfécitos do
doador podem reconhecer tecidos do receptor e causar DECH. Essa dualidade
€ uma diferenga importante em relagdo aos transplantes de 6rgdos soélidos.

Questdo 3 — B. 25%.

Cada individuo recebe um haplétipo HLA de cada progenitor. Entre irmdos, a
probabilidade tedrica é de 25% para compartilhar os dois haplétipos, 50% para
compartilhar apenas um e 25% para ndo compartilhar nenhum.
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Questdo 4 — C. Linfécitos imunocompetentes do doador
reconhecem tecidos do receptor.

A DECH decorre principalmente da ativagcdo de linfécitos T provenientes do
enxerto contra antigenos do hospedeiro. Diferengcas HLA aumentam o
potencial de reconhecimento alogénico, embora mesmo irmdos HLA-idénticos
possam apresentar diferencas em antigenos menores de
histocompatibilidade.

Questdo 5 — D. O quimerismo identifica a origem genética das
células e deve ser acompanhado evolutivamente.

A andlise do quimerismo compara os perfis genéticos do receptor antes do
transplante, do doador e do receptor apds o transplante. STRs permitem
distinguir as duas populagdes celulares. Quimerismo misto ndo significa
obrigatoriamente falha ou recaida; frequentemente, a evolugdo seriada é
mais importante que uma medida isolada.

Conceitos essenciais

O TCTH pode utilizar células provenientes da medula 6ssea, sangue periférico
mobilizado ou sangue de corddo umbilical. No transplante alogénico, a
compatibilidade HLA é central para favorecer o estabelecimento do enxerto e
reduzir complicagées imunolégicas, especialmente a DECH.

P

Uma particularidade fundamental do TCTH é a resposta imunolégica
bidirecional: o receptor pode rejeitar o enxerto, enquanto células
imunocompetentes do enxerto podem atacar o receptor e provocar DECH.
Apbs o transplante, o quimerismo permite determinar a origem genética das
células hematopoéticas. O quimerismo completo apresenta predominio de
células do doador, enquanto no quimerismo misto coexistem células doador e
receptor; sua interpretacéo deve considerar a evolugd@o seriada e o contexto
clinico.

Capitulo 12 — Casos Clinicos de Transplantes

Questdo 1

Uma receptora renal apresentava PRA classe | de 34%, mas ndo possuia DSA
contra o doador selecionado. As provas cruzadas por CDC e citometria de
fluxo foram negativas. Qual a melhor interpretagéo?
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A) O PRA positivo contraindica obrigatoriamente o transplante.

B) PRA positivo significa necessariamente presenca de DSA.

C) A paciente estava sensibilizada, mas sem anticorpos especificos contra
aquele doador, configurando situagdo imunolégica favorével.

D) A prova cruzada negativa exclui sensibilizagdo.

E) O transplante deveria ser evitado apenas pela incompatibilidade HLA.

Questdo 2

Em uma receptora cardiaca, o PRA pré-transplante era 0% para classes | e ],
mas havia DSA anti-B76 de baixa intensidade. Apds o transplante surgiu DSA
anti-DQ5 em niveis elevados, associado posteriormente & AMR. Qual conceito
0 caso demonstra?

A) PRA de 0% exclui completamente a presenca ou o surgimento de DSA.
B) PRA e DSA fornecem informacdes diferentes e o monitoramento pos-
transplante continua sendo necessario.

C) Apenas anticorpos de classe | provocam AMR.

D) DSA anti-DQ n&o possui importéncia clinica.

E) O valor de MFI isoladamente define rejeicdo.

Questdo 3

Uma paciente submetida a transplante pulmonar apresentava PRA elevado,
trés DSA pré-formados, CDC negativa e flow crossmatch positivo para
linfocitos T e B. Qual interpretacdo é mais adequada?

A) Os resultados sdo incompativeis entre si e indicam erro laboratorial.

B) A CDC é mais sensivel que a citometria de fluxo.

C) A citometria de fluxo pode detectar anticorpos ndo identificados pela CDC,
caracterizando maior risco imunolégico.

D) DSA néo tém importdncia no transplante pulmonar.

E) Flow crossmatch positivo isoladamente confirma rejeigcéo instalada.

Questdo 4

Uma receptora renal altamente sensibilizada apresentava DSA anti-DR9 pré-
formado e provas cruzadas negativas. Apos o transplante, a bidpsia
demonstrou rejeicdo aguda celular grau lIA. Qual interpreta¢do estd correta?

A) A presenca de DSA permite classificar automaticamente a rejeicdo como
AMR.

B) DSA e rejeicdo celular ndo podem coexistir.

C) A classificac@o da rejeica@o deve integrar os dados imunolégicos com os
achados da biépsia; nesse caso, a rejeicdio documentada foi celular.

D) Crossmatch negativo exclui qualquer forma de rejeigéo.

E) O desaparecimento posterior do DSA confirma AMR.
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Questdo 5

No acompanhamento de uma receptora cardiaca inicialmente sem
anticorpos anti-HLA detectdveis, surgiram posteriormente DSA, principalmente
anti-DQ2, associados a disfungdo do enxerto e rejeicdo mediada por
anticorpos. O principal ensinamento é:

A) auséncia de sensibilizagéo pré-transplante exclui DSA de novo.
B) DSA s6 tém relevancia quando presentes antes da cirurgia.

C) o acompanhamento longitudinal dos DSA pode identificar risco
imunoldgico que surge apods o transplante.

D) anticorpos anti-DQ desaparecem sempre espontaneamente.
E) biépsia ndo é necessdria quando hé DSA.

Gabarito comentado — Capitulo 12

Questdo 1 — C. Sensibilizagéio sem DSA contra aquele doador.

O caso demonstra que PRA positivo ndo significa necessariamente DSA. A
receptora apresentava anticorpos contra alguns antigenos HLA, mas nenhum
correspondia ao HLA do doador, e as provas cruzadas eram negativas. A
evolucdo inicial foi favoravel.

Questdo 2 — B. PRA e DSA fornecem informacdes diferentes.

Mesmo com PRA pré-transplante de 0%, havia DSA anti-B76 de baixa
intensidade e, posteriormente, surgiu DSA anti-DQ5 em niveis elevados. O caso
reforca a importancia do acompanhamento seriado e da interpretacdo dos
DSA em conjunto com fun¢do do enxerto e bidpsia.

Questdo 3 — C. A citometria de fluxo & mais sensivel que a CDC.

No caso pulmonar, a CDC foi negativa enquanto o flow crossmatch foi positivo
para células T e B. A associagdo de PRA elevado, DSA pré-formados e FCXM
positivo caracterizou elevado risco imunolégico, embora tenha ocorrido boa
evolugdo sob manejo intensivo.

Questdo 4 — C. A classificacéo depende da integragdo com a
biopsia.
Apesar da presenca de DSA anti-DR9, a bidpsia mostrou rejeicdo aguda

mediada por células grau IlIA. O caso ilustra que DSA circulante ndo permite
classificar automaticamente o episédio como AMR.
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Questéio 5 — C. O acompanhamento longitudinal dos DSA é
fundamental.

No caso cardiaco, DSA surgiram apds o transplante e se associaram
posteriormente & disfungcdo e & AMR. O monitoramento imunolbégico pods-
transplante permitiu acompanhar sua persisténcia e resposta ao tratamento.

Conceitos essenciais

Os casos clinicos mostram que PRA, DSA e prova cruzada avaliam aspectos
diferentes do risco imunoldgico. PRA informa o grau de sensibilizagdo; DSA
identifica anticorpos dirigidos especificamente contra o doador; e a prova
cruzada demonstra reatividade do soro contra as células daquele doador.
Esses resultados devem ser interpretados de forma integrada.

Também fica claro que a avaliagdo imunoloégica néo termina no momento do
transplante. DSA podem surgir de novo, desaparecer, reaparecer ou modificar
sua intensidade. Além disso, a presenca de DSA ndo define isoladamente
rejeicdo mediada por anticorpos: fungcdo do enxerto, evolugcdo temporal e
bidpsia sdo fundamentais para a classificagdo correta.

Capitulo 13 — Refratariedade

Plaquetdaria: Diagndstico e Tratamento

Questdol
A refratariedade plaquetdria deve ser considerada quando:

A) ocorre uma Unica resposta inadequada apés transfusdo.

B) ha falha repetida em obter incremento plaquetdrio adequado apds
transfusées, idealmente documentada em pelo menos duas transfusdes
consecutivas.

C) existe qualquer anticorpo anti-HLA.

D) o paciente apresenta apenas febre apds transfuséo.

E) a contagem de plaquetas pré-transfusional é inferior a 50.000/mmé,

Questédo 2

Qual das alternativas corresponde a uma causa ndo imunoldgica de
refratariedade plaquetdaria?

A) Anticorpos anti-HLA classe |.

B) Anticorpos anti-HPA.

C) Sepse e sangramento ativo.

D) Aloimunizacdo apds transfusées.
E) Anticorpos contra HLA-A e HLA-B.
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Questéo 3
Na refratariedade plaquetdria imunolégica, o principal mecanismo é:

A) producdo de anticorpos contra HLA classe |, especialmente HLA-A e HLA-B,
expressos nas plaquetas.

B) produgéo exclusiva de anticorpos contra HLA classe |I.

C) auséncia de expressdo de HLA nas plaquetas.

D) hiperesplenismo isolado.

E) consumo plaquetdrio exclusivamente por coagulagdo intravascular
disseminada.

Questdo 4

Quando a prova cruzada plaquetdria por citometria de fluxo & positiva e o
paciente é hipersensibilizado, a investigacdo pode incluir:

A) somente transfusé@o aleatéria de novas unidades.

B) pesquisa de anticorpos anti-HLA e anti-HPA, genotipagem HLA/HPA e
selecdo de doadores compativeis.

C) apenas contagem de reticulécitos.

D) somente tipificacdo ABO.

E) suspensdo definitiva das transfusées.

Questdo 5

Na experiéncia apresentada do HCPA, envolvendo pacientes com
refratariedade plaquetdria:

A) n&o foi possivel encontrar doadores compativeis para pacientes
hipersensibilizados.

B) foram investigados 75 pacientes, 50 apresentaram prova cruzada positiva e
foram encontrados doadores para todos os 50 pacientes com refratariedade
imunologica.

C) anticorpos anti-HPA foram mais frequentes que anti-HLA.

D) apenas 10 provas cruzadas foram realizadas.

E) nenhum paciente apresentava PRA de classe | 280%.

Gabarito comentado — Capitulo 13

Questdo 1 — B. Falha repetida em obter incremento plaquetario
adequado.

Uma resposta transfusional inadequada isolada nd&o estabelece
refratariedade. O capitulo recomenda avaliagdo apds pelo menos duas
transfusbes consecutivas, com contagens pré e pds-transfusionais
padronizadas. O PPl e o CCl podem ser utilizados para quantificar a resposta.
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Questéo 2 — C. Sepse e sangramento ativo.

As causas ndo imunoldgicas representam a maioria dos casos e incluem
sepse, febre, coagulagdo intravascular disseminada, sangramento ativo,
hiperesplenismo, doenga do enxerto contra o hospedeiro e outras situagdes de
consumo ou sequestro plaquetario.

Questéio 3 — A. Anticorpos contra HLA classe |, especialmente
HLA-A e HLA-B.

A refratariedade imunolbégica decorre principalmente de aloimunizagdo
contra moléculas HLA classe | presentes nas plaquetas. Anticorpos anti-HPA
também podem participar, porém sdo menos frequentes.

Questéo 4 — B. Pesquisa de anti-HLA/anti-HPA, genotipagem e
selecdo de doadores.

Nos pacientes com suspeita de refratariedade imunoldgica, particularmente
quando hipersensibilizados, a investigagdo pode prosseguir com
caracterizag@o dos anticorpos, genotipagem HLA/HPA e selecdo dirigida de
doadores. A prova cruzada real pode ser utilizada antes da transfusdo das
unidades selecionadas.

Questdo 5 — B. Foram investigados 75 pacientes, com 50 provas
cruzadas positivas e doadores encontrados para todos os 50.

Na experiéncia do HCPA, 50 dos 75 pacientes apresentaram prova cruzada
positiva; 28 eram hipersensibilizados e foram realizadas 4.096 provas cruzadas
plaquetdrias. Foi possivel identificar doadores compativeis para todos os 50
pacientes com refratariedade imunolégica investigados.

Conceitos essenciais

A refratariedade plaquetdria corresponde da falha repetida em obter
incremento adequado da contagem de plaquetas apés transfusdo. O
diagnéstico deve ser confirmado de forma padronizada, utilizando PPI e/ou
CCl, e deve diferenciar causas ndo imunoldgicas, que sdo mais frequentes,
das causas imunolbgicas.

Na forma imunolégica, predominam os anticorpos anti-HLA classe |,
enquanto anticorpos anti-HPA sGo menos frequentes e podem coexistir. A
investigagdo e o tratamento dependem da identificagdo da aloimunizagéo e
da selegdo de unidades plaquetdrias imunologicamente compativeis.

A experiéncia apresentada do HCPA demonstra que mesmo pacientes

265



intensamente aloimunizados podem receber suporte transfusional eficaz
quando hd integragdo entre Hemoterapia, Imunologia, tipificagéio HLA/HPA,
pesquisa de anticorpos, prova cruzada e selegdo de doadores compativeis.

Capitulo 14 — HLA e Doencas

Questdol
Em relagcéo ao HLA-B27 e a espondilite anquilosante, € correto afirmar que:

A) a presenca de HLA-B27 estabelece isoladamente o diagndstico.

B) todos os individuos HLA-B27 positivos desenvolverdo a doenga.

C) o HLA-B27 é marcador de susceptibilidade, mas deve ser interpretado junto
aos dados clinicos.

D) o HLA-B27 ndo apresenta associacdo com artrite reativa.

E) a associagdo ocorre exclusivamente por genes ndo-HLA.

Questdo 2
A doenca celiaca apresenta forte associagdo principalmente com:

A) HLA-B27 e HLA-B5I.
B) HLA-DQ2 e HLA-DQS8.
C) HLA-DRBI5:01.

D) HLA-B57:01.

E) HLA-DQBI1*06:02.

Questdo 3

O conceito de desequilibrio de ligagéo na regido HLA significa que:

A) os genes HLA sdo herdados sempre de forma independente.

B) determinadas combinacées de alelos s@o herdadas juntas com frequéncia
maior que a esperada Ao AcAso.

C) apenas um alelo HLA é expresso em cada individuo.

D) ocorre perda progressiva dos genes HLA.
E) apenas genes de classe | participam das associagées com doencgas.

Questdo 4
Qual associacdo possui aplicagdo farmacogenética preventiva direta?

A) HLA-B57:01 — hipersensibilidade ao abacavir.
B) HLA-B27 — hipersensibilidade & penicilina.
C) HLA-DQ8 — reacdo a aspirina.
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D) HLA-DRBI15:01 — reacdo ao rituximabe.
E) HLA-DQBI1*06:02 — reagdo & carbamazepina.

Questdo 5

Qual afirmagdo resume melhor o significado das associagées entre HLA e
doencgas?

A) Um alelo associado determina inevitavelmente o aparecimento da doenca.
B) A tipagem HLA substitui a avaliag@o clinica.

C) Os alelos HLA podem aumentar ou diminuir a susceptibilidade, mas ndo
determinam isoladamente o aparecimento da doenca.

D) Somente fatores HLA participam da patogénese das doengas
imunomediadas.

E) A auséncia de um alelo de risco sempre exclui a doenca.

Gabarito comentado — Capitulo 14

Questdo 1 — C. HLA-B27 é marcador de susceptibilidade.

A frequéncia de HLA-B27 & aumentada na espondilite anquilosante, mas
apenas padrte dos individuos positivos desenvolve a doenca. Portanto, sua
presenca isolada ndo estabelece o diagnéstico.

Questdo 2 — B. HLA-DQ2 e HLA-DQ8.

A grande maioria dos pacientes com doenca celiaca apresenta HLA-DQ2,
especialmente DQ25, ou HLA-DQ8. Essas moléculas favorecem a
apresentacdo de peptideos derivados do glaten aos linfécitos T CD4+.

Questédo 3 — B. Alelos proximos podem ser herdados juntos com
frequéncia maior que a esperada ao acaso.

Os genes da regido HLA estdo muito préximos no cromossomo 6. Um exemplo
apresentado é o haplétipo ancestral 8.1: HLA-A1-C7-B8-DR3-DQ2.

Questdo 4 — A. HLA-B*57:01 e hipersensibilidade ao abacavir.

A pesquisa de HLA-B57:01 antes do tratamento permite identificar individuos
com risco aumentado de hipersensibilidade ao abacavir. O capitulo também

destaca HLA-B15:02 e o risco de SJS/TEN associada & carbamazepina em
populacgdes de risco.
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Questdo 5 — C. HLA modifica susceptibilidade, mas néo
determina isoladamente a doenca.

As moléculas HLA influenciom a apresentacdo de peptideos e podem
aumentar ou diminuir a predisposi¢cdo genética. A associa¢gdo HLA-doenca
deve ser interpretada no contexto clinico e nGo como relagdo deterministica.

Conceitos essenciais

As associagdes cléssicas incluem HLA-B27 e espondilite anquilosante; HLA-
DQ2/DQ8 e doenca celiaca; HLA-DRB1 com epitopo compartilhado e artrite
reumatoide; HLA-DR3-DQ2/DR4-DQ8 e diabetes tipo 1; HLA-DRBI15:01 e
esclerose miiltipla; HLA-DQB106:02 e narcolepsia tipo 1.

Na farmacogenética, destacam-se HLA-B*57:01 para abacavir e HLA-B*15:02
para carbamazepina em populagdes de risco. O desequilibrio de ligagéo
também deve ser considerado, pois algumas associagdes atribuidas a um
alelo podem refletir variantes préximas herdadas no mesmo haplétipo.

O conceito mais importante do capitulo é: HLA representa susceptibilidade,
ndo destino. A tipagem HLA isoladamente, em geral, ndo estabelece
diagndstico.
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	Assim, uma prova cruzada positiva não deve ser apresentada como uma regra universal e isolada de contraindicação. Em determinadas situações, especialmente em pacientes altamente sensibilizados ou em protocolos específicos, o transplante pode ser considerado após estratificação do risco e estratégias de manejo apropriadas.
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