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RESUMO

BARBOSA, Maria Izabel Neves de Holanda. A prevaléncia dos Alelos HLA numa
populacédo lupica e em pacientes com nefrite lUpica no Rio de Janeiro. 2017.
140 f. Tese (Doutorado em Biologia Humana e Experimental) - Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2017.

O lapus eritematoso sistémico (LES) é uma doencga auto-imune grave que
envolve multiplos 6rgaos. A nefrite lupica (LN) é uma complicacdo do LES e esta
associada a uma alta morbidade. Muitos estudos genémicos foram realizados em todo
o mundo, e varios locos de histocompatibilidade de antigenos leucocitarios(HLA)
estdo ligados a susceptibilidade ao lupus. O presente estudo avaliou a associacdo de
alelos HLA em uma populacéo de pacientes IUpus, pacientes com nefrite lUpica e um
grupo controle. O segundo objetivo avaliou se a presenca do alelo HLA ou a
incompatibilidade influenciaram a sobrevida do enxerto renal em uma populacédo de
lupus transplantados renais. Este estudo foi um estudo retrospectivo de 2 grupos
principais: pacientes com lupus geral (GeLupus n = 108) e grupo controle total (
CTRLT n = 216). Ambos os grupos também foram divididos em subgrupos. O grupo
CTRLT foi dividido em dois subgrupos: um grupo de controle saudavel (CTRLS) e
grupo controle transplantado (TXCTRL). O grupo GelLupus foi composto de pacientes
com lupus transplantado (TxLupus) e pacientes com lUpus sem transplante (LUSTX).
A comparacao da demografia entre os grupos nao revelou diferencas entre etnia e
género. Foi observada uma diferenca na prevaléncia de trés alelos, B*08, DRB1*08 e
DRB1*15. Estes alelos foram mais prevalentes nos subgrupos de IUpus em
comparacao com 0s grupos de controle. A sobrevida de cinco anos nao foi diferente
entre pacientes portadores do alelo DRB1*15 em nenhum grupo (p = 0,075; TxLupus
p=0,419; TXCTRL =0,309). A presenca da compatibilidade com este alelo no receptor
foi avaliada e também ndo demonstrou diferenca na sobrevida do enxerto em ambos
os grupos (p = 0,144) ou quando analisada separadamente em cada grupo (TXCTRL
p =0,739; TxLupus = 0,297). Este estudo demonstrou que a presenca de HLA-DRB1*
5 foi um fator forte que predispbs pacientes ao desenvolvimento de LES e Nefrite
ltpica, mas nao influenciou a sobrevida do enxerto renal.

Palavras-chave: LES. Nefrite lupica. HLA. Transplante renal. Perda de enxerto. HLA
DRB1.



ABSTRACT

BARBOSA, Maria Izabel Neves de Holanda.The Prevalence of HLA alleles in a
lupus nephritis population in Rio de Janeiro. 2017. 140 f. Tese (Doutorado em
Biologia Humana e Experimental) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a severe autoimmune disease that
involves multiple organ systems. Lupus nephritis (LN) is a complication of SLE and is
associated with poor survival and high morbidity. Many genomic studies have been
performed worldwide, and several histocompatibility leukocyte antigen (HLA) loci are
linked to lupus susceptibility. The present study evaluated the association of HLA
alleles in a lupus patient population, LN group and control group. The second objective
evaluated whether HLA allele match or mismatch influenced kidney graft survival in a
kidney transplanted lupus population. This study was a retrospective study of 2 major
groups: general lupus patients (GSLE - n=108) and a control group (GControl - n=216).
Both groups were also divided into subgroups. The control group was divided into two
subgroups: a healthy control group (HeCTRL) and transplant control group (TXCTRL).
The GSLE group was composed of transplanted lupus patients (TXSLE) and non-
transplanted lupus patients (nNTXSLE). Comparison of the demographics between
groups did not reveal differences between ethnicity and gender. A difference in the
prevalence of three alleles, B*08, DRB1*08 and DRB1*15, was observed. These
alleles were more prevalent in the lupus subgroups compared to the control groups.
Five-year survival was not different between patients carrying the allele DRB1*15 in
either group (overall p=0.075; TXSLE p=0.419; TXxCTRL=0.309). The presence of the
match with this allele in the receptor was evaluated and did not demonstrate any
difference in graft survival in both groups (p=0.146) or when analyzed separately in
each group (TXCTRL p=0.739; TxSLE= 0.297). This study demonstrated that the
presence of HLA-DRB1*15 was a strong factor that predisposed patients to the
development of SLE and LN, but did not influence kidney graft survival.

Keywords: SLE. Lupus nephritis. HLA. Kidney transplant. Graft loss. HLA DRB1.
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INTRODUGAO

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenga auto imune com
acometimento de diversos érgédos alvos. Um dos mais acometidos € o rim, com
evolugdo em alguns casos para perda da fungao renal e necessidade de terapia de
substituicdo renal. A evolucdo de alguns destes pacientes para apresentacao de
nefrite lUpica e a evolugdo destes pacientes no transplante renal permanece ainda
objeto de estudos.

As moléculas do complexo de histocompatibilidade Humana (HLA) estao
envolvidas em diversas doencas, principalmente em afecgdes auto imunes. Neste
estudo, a prevaléncia das moléculas HLA no LES e na nefrite lupica, assim como na

influéncia na evolucao destes pacientes transplantados renais serao avaliados.
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1 LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

1.1 Epidemiologia e Etiologia

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenga autoimune grave,
caracterizada pelo envolvimento de multiplos érgéos, com manifestagcbes clinicas
heterogéneas. Estima-se uma incidéncia anual de 1-10 por 100.000 habitantes e uma
prevaléncia de 5,8-130 por 100.000 habitantes (Chakravarty et al. 2007, Ferucci et al.
2014, Lim et al. 2014, Somers et al. 2014, Pons-Estel et al. 2017). Esta doenca afeta
mais as mulheres em idade fértil, com uma propor¢dao de acometimento entre
mulheres e homens de 9:1 (Lisnevskaia et al. 2014), em alguns locais esta propor¢ao
pode chegar até 13:1 (Ambrose et al. 2016). Apesar de ser uma doenga mais comum
em mulheres em idade fértil, 20% dos casos ocorrem durante a infancia e 10-20%
ap6s os 50 anos e nestes casos, a propor¢ao entre o sexo feminino e masculino
diminui para 5:1 no lupus juvenil e 3:1 nos casos de idade mais avangada (Ambrose
et al. 2016).

A gravidade, o acometimento de érgaos especificos e mortalidade da doencga
varia muito entre as faixas etarias (Mina & Brunner 2010, Morgan et al. 2013, Ambrose
et al. 2016, Lopes et al. 2017). Estudo de coorte de 2016 demonstrou que pacientes
com lupus juvenil apresentam mais nefrite lupica e acometimento neuroldgico
comparados a pacientes que iniciam a doenca na fase adulta. A taxa de mortalidade
também varia entre as faixas etarias. A mesma foi maior em pacientes com lUpus
juvenil, com diagndstico abaixo de 18 anos, comparada a pacientes adultos (Tucker
et al. 2008, Ambrose et al. 2016) e numa coorte em 10 centros brasileiros de
reumatologia pediatrica publicado neste ano, observou-se que a taxa de mortalidade
€ maior em pacientes com diagndstico abaixo dos 6 anos de idade quando comparada
com os pacientes entre 7-18 anos de idade (Lopes et al. 2017).

A causa da doencga é complexa, fatores ambientais, genéticos e epigenéticos
estdo envolvidos (Deng & Tsao 2010, Wahren-Herlenius & Dorner 2013, Schwartz et
al. 2014). Varios fatores ambientais que podem favorecer o aparecimento da doenga
foram identificados tais como, drogas, radiac&o ultra violetas, tabagismo e infecgdes

(Zandman-Goddard et al. 2012). No caso das infecgdes, a hipétese € que ocorra uma
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reacgao cruzada entre as proteinas dos agentes infecciosos e os epitopos de antigenos
endogenos, desencadeando as doencas autoimunes através de mecanismos de
interacdo entre os receptores de reconhecimento como os receptores Toll like
(Wahren-Herlenius & Dorner 2013).

Em relagdo a predisposicdo genética, existem dez vezes mais chances de
gémeos homozigoticos desenvolverem a doenga quando comparados com gémeos
dizigdticos (Block et al. 1975, Deapen et al. 1992). Familiares de primeiro grau tém
vinte vezes mais chances de apresentar a doenga quando comparados a populagao
saudavel (Harley et al. 2006, Niewold 2015). Porém, mesmo os pacientes com
predisposicdo genética, a apresentacdo fenotipica pode levar anos até seu
aparecimento, dependendo muito da presenga, da intensidade e da frequéncia dos
fatores desencadeantes para o seu inicio. Na figura 1 exemplificamos a relagéo dos
fatores ambientais/externos com os fatores genéticos e a apresentagao clinica da

doenca.
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Figura 1 - Fatores ambientais/externos e suscetibilidade genética X apresentacao de

doenca
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Individuos e estimulos ambientais recebidos durante a vida

Legenda: Fatores desencadeantes ambientais (, ) vao estabelecer como individuos geneticamente
diferentes (A e B) e geneticamente iguais (B1 e B2) progridem para doenga autoimune e
apresentam sinais clinicos da doenga. O Individuo A pode ser exposto aos mesmo fatores
ambientais que os individuos B sem desenvolver a autoimunidade. Os individuos que sao
geneticamente suscetiveis (B1 e B2) podem progredir (ou ndo) para autoimunidade e/ou
para apresentagao clinica da doenga, dependendo dos fatores externos/ambientais que eles

sao expostos durante a vida.
Fonte: Figura adaptada de Wahren-Herlenius & Dorner 2013.

1.2 Patogénese do Lupus

Apesar de inumeros avangos no entendimento desta doencga, ainda permanece

incerta a sua patogénese. O LES é caracterizado pela perda da tolerancia de

autoantigenos e resposta desregulada do interferon, produzindo assim
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imunocomplexos (IC), anticorpos policlonais, anticorpos autorreativos e linfécitos T
contra o nucleo, o citoplasma e a superficie celular (Ghodke-Puranik & Niewold 2015).

Varias células e moléculas em diversos mecanismos celulares tém sido
implicados. Aberrancias na apoptose celular e na imunidade inata e adaptativa ja
foram descritas com envolvimento de fatores genéticos, epigenéticos e hormonais. A
producao de autoanticorpos durante apoptose celular e a diminuicdo da depuracgao de
restos celulares sado eventos centrais na patogénese, levando a atividade da doencga
com dano tecidual pelos autoanticorpos e IC. A ativagao por IC do complemento, de
algumas vias de citocinas e dos interferons estao implicadas nesta cascata de eventos
patogénicos (Durcan & Petri 2016).

As citocinas geralmente estdo agrupadas de acordo com os linfécitos T
auxiliares (Th1 e Th2) e T regulatérios (TReg) de acordo com suas fun¢des. Em geral,
aceita-se que o predominio de resposta Th2 e resposta Th1 e/ou Th2 estao implicados
nas doengas autoimunes e no LES (Dolff et al. 2011, Talaat et al. 2015). Entretanto,
as evidéncias recentes sugerem que além das citocinas Th1, tais como Interferon-y,
Interleucina 2 (IL-2) e fator de necrose tumoral a (TNF-a), as citocinas Th2, IL-4, IL-5,
IL-6 e os linfécitos Th17 a IL-17, os TReg e a IL-10, também estdo envolvidos na
desregulagdo do sistema imune na atividade de doenga destes pacientes (Koenig et
al. 2012, Lu et al. 2016).

Dentre as citocinas que estdo envolvidas na fisiopatologia da doenca
destacam-se o interferon (IFN) 1 e a a, o TNFa e a IL-6, a IL-12, a IL-10 e a IL-17
(Crispin et al. 2008). Os niveis séricos destas citocinas encontram-se elevados e
associados a atividade e severidade de doenca (Wen et al. 2013, Li et al. 2015).

O IFN-1 é produzido em resposta as infecgdes virais, mas em pacientes com
LES, as células dendriticas plasmocitarias sao induzidas a sintetizar o interferon via
ligacdo com os receptores Toll like (TLR) derivados de acidos nucléicos enddégenos
(Bave et al. 2005). O estimulo dos TLR ocorrem via -imune complexos formados pela
ligacao de autoanticorpos por acidos nucléicos associados aos autoantigenos, p. ex.:
as histonas, as ribonucleoproteinas - Ro/La, com subsequente produgao do interferon-
a (Ronnblom & Pascual 2008). Foram evidenciados niveis elevados de IL-1 em
pacientes lupicos quando comparados com controles (Cigni et al. 2014). Um
antagonista do receptor de IL-1 foi avaliado em um estudo com pacientes com artrite
refrataria e demonstrou boa tolerabilidade, com diminuicdo da dor nas articulagdes
(Ostendorf et al. 2005).
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O aumento da producédo da IL-17 e a alta proporcéo células Th-17 tém sido
detectados nos principais érgéos alvos no LES (pele, rim, pulm&o), sugerindo um
papel na inflamacgao local e dano tecidual (Kwan et al. 2009, Yang et al. 2009). Uma
das descobertas promissoras da ultima década foi a identificagao da via IL-23/Th17
no inicio, na progressao e na manutencédo da doenga autoimune. Recentes estudos
demonstraram que tanto a IL-17 quanto a Th-17 estdo positivamente correlacionadas
com indice de atividade da doencga no lupus (Abdel Galil et al. 2015). Descreveremos
mais a frente e com mais detalhes o papel de algumas destas citocinas tanto na

patogénese do lupus quanto da nefrite lupica.

1.3 Manifestagoes Clinicas e Diagnodstico

As manifestagdes clinicas podem variar de leves a severas, dependendo do
orgao afetado e do grau de lesdo (Yung & Chan 2015). As mais comuns sao
observadas na pele, nas articulagdes, no comprometimento hematolégico, na doenga
renal e complicagdes neuropsiquiatricas (Ghodke-Puranik & Niewold 2013). O curso
da doenca é caracterizado por fases de remissodes e recidivas, e o risco de recidivas
varia individualmente (Yung & Chan 2015).

Varias classificagdes foram propostas a fim de identificar/diagnosticar os
pacientes com lupus para estudos e publicacdes. A mais utilizada e a primeira a ser
publicada, os critérios do American College of Rheumatology (ACR) (Tabela 1), foi
publicada pela primeira vez em 1971 (Cohen & Canoso 1972) e revisada em 1982
(Tan et al. 1982) e 1997 (Hochberg 1997). Em 2012, o grupo Systemic Lupus
International Collaborative Clinics (SLICC) publicou uma nova classificagdo com
modificagdes no ACR1997 (Petri et al. 2012). Por essa ultima classificagao, 11 critérios
clinicos e 6 imunoldgicos foram caracterizados. Para o paciente fechar o diagnéstico,
esse deveria preencher 4 critérios, sendo pelo menos um critério clinico e um

imunoldgico (Tabela 2).
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Tabela 1. Critérios de classificagdo de Lupus Eritematoso Sistémico revisados de

1982
CRITERIO DEFINICAO
1- Rash Malar Eritema fixo, liso ou em relevo, nas eminéncias

malares, poupando as dobras nasolabiais

2- Rash Discoide

Eritema em placas proeminentes, podendo
ocorrer lesdes atroficas em lesdes antigas

3- Fotossensibilidade

Rash na pele decorrente de uma reagéo nao usual
com a exposic¢ao solar, de acordo com a histéria
do paciente ou observagéao

4- Ulceras Orais

Ulceracbes oral ou na regidao da nasofaringea,
dolorosas, geralmente observada no exame fisico

5- Artrite Artrite ndo erosiva, envolvendo 2 ou mais
articulacbes periféricas, caracterizado por dor,
edema e derrame

6- Serosite a) Pleurite- histéria de dor pleuritica bem

evidente ou derrame pleural no exame fisico
b) Pericardite- documentado por ECG ou
ausculta ou evidéncia de derrame pericardico

7- Alteragao renal

a) Proteinuria persistente acima de 500mg/24h
ou mais de 3+ no exame qualitativo de urina

b) Cilindros celulares- pode ser cilindros
hematicos, granular, tubular ou misto, de
hemoglobina

8- Alteracao Neuroldgica

a) Convulsbes- Na auséncia de drogas ou
alteracbes metabdlicas que possam causar:
uremia, cetoacidose, alteracdes eletroliticas

b) Psicose- Na auséncia de drogas e/ou
alteracbes metabdlicas ou  alteragdes
eletroliticas

9- Alteragoes hematoldgicas

a) Anemia Hemolitica- com reticulocitose ou

b) Leucopenia — menos de 4000/mm? total em 2
ou mais ocasides ou

c) Linfopenia — Menos de 1500/mm3® em 2 ou
mais ocasides ou

d) Trombocitopenia — Menos de 100.000/mm?na
auséncia de drogas que possam causar

10- Alteragdes hematologicas

a) Célula LE positiva ou
b) Anti-DNA positivo ou
c) Anti-Sm positivo ou
d) VDRL falso positivo

11-Fator Anti Nuclear (FAN)

Titulo anormal de FAN pela imunofluorescéncia
ou método semelhante

Legenda: A classificagdo é baseada em 11 critérios. A proposta para identificar pacientes para
estudos clinicos, o paciente deve ter 4 ou mais critérios dos 11 descritos, em serie ou
simultaneamente, durante qualquer periodo de observagédo. ECG - eletrocardiograma

Fonte: Tabela adaptada de Tan et al. 1982
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Tabela 2a- Critérios clinicos utilizados na classificagado de SLICC

CRITERIOS CLINICOS

Lapus Cutaneo Agudo
Inclui rash malar (excluindo o malar discoide), Lupus Bolhoso
Necrodlise epidermoide toxica variante do LES, Rash maculopapular do Lupus, Rash de

fotossenssibilidade do Lupus (na auséncia de dermatomiosite), e/ou Lupus cutaneo subagudo

Lapus Cuténeo Crénico
Inclui rash discoide classico, localizado (acima do pescogo), generalizado (acima ou abaixo do
pescoco), hipertréfico (Verrucoso), Paniculite (profundo), Lupus mucoso, Lupus eritematoso tumido

e/ou Lupus discéide/liquen plano sobreposi¢cao

Ulceras orais (palato, bucal) ou na lingua) ou nasais

Alopécia nao escarificante (difusa ou fragilidade capilar visivel aos olhos)

Na auséncia de outras causas identificadas de alopecia: drogas, deficiéncia de ferro, androgénica

Sinovite — envolvendo uma ou mais articulagdes, caracterizado por edema, ou derrame, ou dor em

2 ou mais articulagdes por 30 minutos ou mais com rigidez matinal

Serosite

Tipica pleurosite por mais de um dia, ou derrame pleural e/ou atrito pleural

Tipica dor pericardica por mais de um dia, ou derrame pericardico, ou atrito pericardico, ou alteragbes
de pericardite no ECG, na aus6encia de outras causas, como infec¢des, uremia e pericardite de

Dressler

Renal - Relagdo proteina/creatinina na urina (ou urina de 24h) maior que 500mg/24h ou cilindros de

células vermelhas

Neurolégico - Convulsdes, psicose, mononeurite multipla (na auséncia de outras causas, como
vasculite primaria), mielite, neuropatia periférica ou central (na auséncia de outras causas como

diabetes, uremia) e/ou estado confusional agudo (na auséncia de outras causas secundarias)

Anemia Hemolitica

Leucopenia (< 4.000/uL pelo menos uma vez)
Na auséncia de outras causas secundarias como drogas, hipertenséo porta e Felty
Linfopenia (< 1.000/ uL pelo menos uma vez)

Na auséncia de outras causas secundarias como infec¢des, drogas e corticoide

Trombocitopenia (<100.000/ yL pelo menos uma vez)
Na auséncia de outras causas secundarias como drogas, Purpura Trombocitopénica Trombdética

(PTT) e hipertensao porta
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Tabela 2b- Critérios imunolégicos utilizados na classificacédo de SLICC

CRITERIOS IMUNOLOGICOS

1- FAN acima do valor de referéncia do laboratério

2- AntiDNAds acima do valor de referéncia do laboratoério, exceto ELISA: 2 x o valor de
referéncia
3- Anti-Sm

4- Anticorpos antifosfolipideos: um dos abaixo

Anticoagulante lupico
VDRL Falso positivo
Altos ou médios titulos de anticardiolipina (IgA, IgM, 1gG)
Anti- B2 glicoproteina | (IgA, IgM, IgG)
5- Baixos niveis de complemento
Baixo C3, Baixo C4 ou Baixo CH50

6- Teste direto de Coombs positivo na auséncia de anemia hemolitica

Legenda: Tabelas 2a e 2b; Os critérios sdo cumulativos e precisam estar presentes
concomitantemente
Fonte: Tabelas adaptadas de Petri et al. 2012.

Neste ultimo, a nefrite lupica ja preenche o critério por si sé para o diagnostico
de LES. Estudo publicado recentemente, comparando ambas as classificacoes,
demonstrou uma maior sensibilidade do critério SLICC versus o critério ACR para o
diagnostico de LES. O critério SLICC pode ser mais inclusivo que o ACR para a

classificagao de pacientes com lupus para estudos clinicos (Aberle et al. 2017).

1.4 Nefrite Lupica

Dentre as principais complicagdes do lupus, o acometimento renal € um dos
mais severos e mais comuns, acometendo em torno de 50-60% dos pacientes nos
primeiros 5 anos, a partir do diagnéstico da doenga (Waldman & Appel 2006, Maroz
& Segal 2013). Em coorte recente, a prevaléncia da nefrite lupica foi de 38,3% em 5
anos de acompanhamento (Hanly et al. 2016).

O acometimento renal no LES esta associado com pobre sobrevida e
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morbidade, principalmente nos pacientes que evoluem para doenca renal crbnica
terminal (DRCT) (Cervera et al. 2003, Bernatsky et al. 2006). Estudos recentes
demonstraram uma ligagcao especifica genética para o desenvolvimento de doenca
renal nos pacientes lupicos em diferentes grupos étnicos, incluindo europeus e
afroamericanos. Alguns destes fatores genéticos podem predispor a severidade da
doencga (Lea 2002). Gomez-Puerta et al. (2015) demonstraram que pacientes negros
e africanos-americanos com lUpus apresentaram um maior risco de morte
comparados aos pacientes brancos, hispanicos e asiaticos. O mesmo autor também
demonstrou que em relagcdo aos pacientes com acometimento renal no LES, os
asiaticos e hispanicos tiveram uma menor mortalidade comparado aos brancos
(Gomez-Puerta et al. 2015). Outros autores também demonstraram que pacientes nao
brancos tem maior chance de evoluir para DRCT, sendo este um fator independente
(Rijnink et al. 2017).

Em coorte recente, (2016) com 1827 pacientes incluidos de outubro de 1999 a
dezembro de 2012 apresentou que a melhora do arsenal terapéutico disponivel para
o tratamento do LES demonstrou a ocorréncia de uma menor taxa de evolugao para
obito e DRCT desses pacientes. Nesta coorte, 5% dos pacientes com nefrite lupica ha
10 anos evoluiram para 6bito versus 3,6% dos pacientes sem nefrite. Neste mesmo
estudo, a incidéncia cumulativa para DRCT em 5 anos foi de 3,3% e em 10 anos de
4,3% (Hanly et al. 2016). Pacientes com nefrite apresentaram maior frequéncia de
serosite, desordens neurolégicas e imunolégicas e menor frequéncia de doencga

mucocuténea, artrite e FAN positivo (Hanly et al. 2016).

1.4.1 Patogénese

Em relacdo a patogénese do acometimento renal no lupus, os antigenos
intrinsecos como componentes da matriz extracelular e glicoproteinas das superficies
celulares servem como alvos para ligagao de autoanticorpos. Além disso, a leséo renal
resulta desta ligagdo dos autoanticorpos com os antigenos formando IC circulantes
que se depositam nos glomérulos e nas paredes dos vasos (Berden 1997). Uma
resposta inflamatdria acontece subsequentemente com ativagdo do complemento e

reacoes citotoxicas. Esta citotoxicidade pode ser detectada nos poddcitos, na
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presenga da nefropatia membranosa (nefrite lupica classe V), com a formagao e
depdsitos de IC subepiteliais na membrana basal glomerular ou também pela
proliferagdo endocapilar e reagao inflamatdria exsudativa, com a formagao e depdsitos
desses IC subendoteliais, presentes nas nefrites proliferativas - nefrite lupica Il e/ou
IV (Weening et al. 2004).

Nas doencas autoimunes sistémicas, os IC contendo RNA-DNA atuam como
veiculo para transferir os acidos nucléicos para os endossomas, onde séao
reconhecidos pelos TLR especificos para acidos nucléicos (NA-TLRs), principalmente
o TLR-9, desencadeando a producao do interferon tipo 1 e estimulando a inducao da
expressdo do gene do interferon. A producdo do IFN pelas células dendriticas
plasmocitdides leva arespostas de autoimunidade. A presenga de uma resposta de
células T aberrantes, eleva tanto os niveis séricos de IC como do complexo de ataque
a membrana (C5-B9). Essa reacdo imune forma depdsitos imunes em sitios
vasculares, estimulando a inflamacao. Além disso, estes IC também se depositam no
centro ectopico germinativo, onde se desenvolvem as células B (Chauhan 2017). Os
IC estimulam a via classica da cascata do complemento gerando C5-B9 que ira
estimular citocinas inflamatérias, além de subtipos de células CD4+IFN-y e subtipos
de populagédo Th-17. Esta ligacdo IC-C5-B9 coestimula o aumento da regulagéo do
IFN e TLR (Chauhan 2017).

O sistema complemento, a chave da imunidade inata, tem um papel importante
na nefrite lupica. A formacao de IC estimula a via classica do complemento (Walport
2001), consequentemente leva a diminuicdo dos niveis séricos de C3, C4 e CH50
(Figura 2). Muitas vezes, a redugao dos niveis séricos destes marcadores precede a
recidiva de doenca e atividade de doenga. Algumas alteragbes genéticas nas
proteinas C1q, C1r, C2, C3 e C4 do complemento que levam a deficiéncia destas
moléculas favorecem muito o aparecimento da doenga (Bryan & Wu 2014). O C1q
participa do clearence das células apoptoéticas pelas células dendriticas e macréfagos,
aumentando a IL-6, TNF-a e IL-10 (Moroni et al. 2001, Putterman et al. 2014).

Eculizumab é um anticorpo monoclonal anti-C5, aprovado pelo FDA é usado
no tratamento da sindrome hemolitica urémica atipica e para hemoglobinuria
paroxistica noturna (HPN) (Caprioli et al. 2006, Noris et al. 2010, Zuber et al. 2011).
Em um estudo pequeno fase | com pacientes lupicos demonstrou redugdo do CH50
em mais de 80% dos casos (Barilla-Labarca et al. 2013). Cerca de 19 casos relatados

na literatura de pacientes diagnosticados com LES com ou sem sindrome anticorpo
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antifosfolipideo (SAAF) que utilizaram esta medicagao apos ndo responder as terapias
usuais demonstraram uma resposta excelente com esse tratamento, demonstrando
ser uma nova alternativa para associar no tratamento da doencga para estes pacientes

(Anexo I).

Figura 2 — Ativac&o da via classica do complemento na patogénese do LES
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Legenda: No lupus a via classica do complemento é ativada e amplificada. Ocorre a formagao de
imunocomplexos que se ligam no complexo C1q. A partir desta ligagdo, ocorre a
clivagem e a geragao de diversas outras proteinas/moléculas. O C1q ira gerar o C2A e
C4B que juntos irdo levar a hidrolise do C3, ativando e amplificando a via comum. O
final da ativagéo desta cascata levara a formagéo de C5A, uma potente anafilotoxina e
C5-B9, também chamado de complexo de ataque a membrana.

Fonte: Figura adaptada de (Walport 2001, Caprioli et al. 2006, Noris et al. 2010, Zuber et al.
2011).

O anticorpo antiDNA-ds também é um biomarcador bastante utilizado. Niveis
destes anticorpos podem ser detectados até 2 anos antes do diagndstico clinico da
doenga nos pacientes (Arbuckle et al. 2001, Arbuckle et al. 2003). Seus niveis
elevados tém sido correlacionados com atividade de doenca e lesdes renais
proliferativas na biopsia renal. Estes anticorpos formam IC com fixacédo e lesédo do

tecido renal, além da ativagcao do complemento (Cortes-Hernandez et al. 2004).
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A interagcdo de anticorpos antiDNAds em culturas de células humanas ou em
culturas de células mesangiais de camundongos induziram a proliferacao celular, a
apoptose, a ativagao de proteina cinase C (PKC), a secregao de IL-6, IL-1B, TNF-q,
Fator transformante de crescimento 31 (TGF- 1), sintese de fibronectina (Yung et al.
2006, Yung et al. 2009, Yung et al. 2010, Yung et al. 2015). Estes achados sugerem
que estes anticorpos podem contribuir também para expansdo mesangial,
hipercelularidade, aumento da apoptose, inflamacédo e fibrogénese observada na
nefrite lupica (Yung et al. 2017).

O antiDNase | também tém sido implicada na patogénese do LES e da nefrite
lupica (Martinez-Valle et al. 2009). A enzima é uma endonuclease ativada pela
caspase 3 e € responsavel pela degradacdo da cromatina, gerando unidades
nucleossomais, as quais sao incluidas em corpos apoptoticos. Esses sao
considerados importantes na geragéo de autoantigenos nas doengas autoimunes (Jog
et al. 2012). Varias linhas de pesquisa sugerem que a sintese de DNase | n&o efetiva
pode estar envolvida na patogénese da lesdo renal na nefrite lupica (Madaio &
Shlomchik 1996, Zykova et al. 2010). Estudos experimentais em camundongos sem
DNase | apresentaram alteracdes semelhantes a nefrite lUpica, como a producao de
autoanticorpos para cromatina, a deposicédo de IC e a glomerulonefrite. Alguns
trabalhos demonstraram que niveis séricos de DNase | estdo diminuidos em pacientes
com diagnéstico de LES quando comparados a individuos saudaveis (Chitrabamrung
etal. 1981, Napirei et al. 2000). Recentemente, Trofimenko et al. (2016) demonstraram
uma correlagao dos baixos niveis séricos de DNase | com maior escore do Systemic
Lupus Erythematosus Disease Activity Index (SLEDAI), sugerindo correlagdo com a
atividade da doenga. Porém, pacientes com menores escores SLEDAI néo
apresentaram a atividade desta enzima diminuida. Uma correlacdo negativa do
antiDNase | com a creatinina e a proteinuria também foi observada, especulando-se
que ocorre a fixacdo do antiDNase | no rim nos casos de atividade de doencga lupica.
Niveis extremamente baixos do antiDNase | estdo correlacionados com altos niveis
de anticorpos antiDNase | (Trofimenko et al. 2016). Esses resultados estao de acordo
com outro estudo realizado em camundongos que, também demonstrou, que niveis
extremamente baixos de antiDNase | estdo correlacionados com altos titulos de
anticorpos e severidade de doenca renal (Jog et al. 2012). O antiDNnase | é
importante para manter o mecanismo de auto tolerancia para antigenos nucleares.

Quando esta auto tolerdncia é diminuida, a deficiéncia do antiDNase | aumenta a
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producéo de autoantigenos, estimulando ainda mais uma resposta autoimune (Jog et
al. 2012).

A produgao de citocinas no glomérulo € um evento precoce na lesao renal no
lupus e precede a infiltragdo celular, proteinuria e o dano renal em modelos
experimentais (Perez de Lema et al. 2001). A proteina-1 quimiotatica de mondocitos
(MCP-1) € uma das principais quimiocinas estudadas nos modelos experimentais de
nefrite lupica (Tesch et al. 1999, Perez de Lema et al. 2001). Esta proteina quimiotatica
induz a producéo de mediadores inflamatdrios, tais como IL-1, IL-6, além de aumentar
o dano tecidual aumentando a adesao celular de macréfagos e monécitos. Pacientes
com nefrite lupica proliferativa apresentam niveis mais elevados de MCP-1 na urina e
no sangue quando comparados com os de nefrite ndo proliferativa (Lan et al. 2016).
Essa proteina tem sido utilizada também como parte de escores e marcadores de
atividade de doenca na nefrite lupica, tanto em criancas como adultos, com boa
acuracia. Anticorpos antiDNAds puderam induzir secre¢gao de MCP-1 em cultura de
células mesangiais através da ativagdo da PKC e aumento da secrecao da IL-1P3
(Zhang et al. 2015). Reducado do infiltrado inflamatério e proteinuria foram
demonstrados em camundongos deficientes de MCP-1, melhorando a histologia renal
e prolongando a sobrevida (Tesch et al. 1999).

Outro estudo experimental em camundongos sugeriu uma ordem de
progressao do processo inflamatério da lesdo renal na nefrite lupica que também
acontece durante as fases de recidiva da doenga. Ocorre um aumento da expressao
de varias quimiocinas renais, marcadores de ativagcao endotelial e quimiocinas
derivadas de mondcitos concomitante com o inicio da proteinuria. Quatro foram as
quimiocinas identificadas nesse momento da doenga em camundongos, CCL2 (MCP-
1), CCL3 (MIP-1a), CCL5 (RANTES) e CCL9 (MIP-1y). Essas quimiocinas
demonstraram ter um papel importante na patogénese da nefrite lupica tanto em
camundongos quanto em humanos. Os receptores CCR5 da quimiocina CCL3, CCL5
e CCR2 e os receptores da CCL2 também se apresentaram aumentados com o inicio
da proteinuria. Estes receptores encontravam-se elevados nos infiltrados
glomerulares tanto em humanos quanto em camundongos nesta fase da doencga
(Schiffer et al. 2008).

Diversas citocinas estdo envolvidas na patogénese do inicio nefrite lupica: IL-
18, IL-10, IL-6 e TNF-q, fator de ativagcdo da célula B (BAFF) sdo algumas delas

(Schiffer et al. 2008). Esta produgcdo exacerbada de citocinas pré-inflamatérias
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exacerba a resposta inflamatdria, a apoptose e a producéo de autoanticorpos no LES,
além da perda da autotoleréancia (Tsokos et al. 2016). As IL-6, IL-12, IL17, IFN-y e IL-
10 estdo aumentadas em pacientes lupicos e a IL-4 diminuida quando comparadas a
um grupo controle (Guimaraes et al. 2017).

A IL-1B pode iniciar e propagar respostas imunes e inflamatorias, induzindo a
liberagdo de citocinas pré-inflamatéria e moléculas de adesdo (Boswell et al. 1988,
Brennan et al. 1989, McHale et al. 1999, Voronov et al. 2006). A IL- 1 é derivada da
infiltracdo de mondcitos e € uma citocina patogénica que induz a glomerulonefrite
provocada por IC e a produgédo de TNF-a nas células renais (Timoshanko et al. 2004).

A IL-6 é uma citocina multifuncional com fungdes pré e anti-inflamatérias. Na
nefrite lUpica depdsitos de IL-6 sdo encontrados em células mesangiais, nos podécitos
e nos IC (Yung et al. 2010). A IL-6 também foi correlacionada no LES com o aumento
da proteina C reativa, uma proteina de fase inflamatoria (Guimaraes et al. 2017).

A IL-10 é um citocina TReg, muito associada a severidade e a gravidade da
doenca. Ela aumenta a secreg¢ao de anticorpos, regula o crescimento e a liberagao de
células B e estimula a secrecdo do TNF-a (Talaat et al. 2015).

A IL-12, produzida por células apresentadoras de antigenos, facilita a resposta
adaptativa dos linfécitos Th1 estimulando diretamente a producdo de IFN-Y e a
diferenciagao do Th1 (Tokano et al. 1999). Esta elevada na urina e no plasma destes
pacientes e presente nas células glomerulares mononucleares renais (Tucci et al.
2008).

Na nefrite lUpica a IL-17 também tem demonstrado um importante papel. Esta
correlacionada com proteinuria e antiDNAds e seus niveis elevados estao presentes
na fase de atividade de doenga (Abdel Galil et al. 2015). A expressao glomerular de
IL-17 esta elevada em glomerulonefrite proliferativa quando comparados a rins
saudaveis, correlacionando-se também com indice de atividade de doenga histolégica
(Chen et al. 2012).

O papel do TNF-a permanece controverso (Weckerle et al. 2012). Ele apresenta
acdes pro e anti-inflamatdrias (Aringer & Crow 2008). Em estudos realizados em
modelos de camundongos com LES, o TNF-a é detectado no glomérulo, nas células
do musculo liso de vasos, em infiltrados celulares perivasculares, nas células epiteliais
peritubulares. Seus niveis circulantes e expressao nas células renais se correlacionam
com proteinuria e atividade de doenga (Malide et al. 1995, Yokoyama et al. 1995).

Alguns estudos demonstraram que a deplecao de TNF-a acelera o desenvolvimento
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de nefrite lupica, sugerindo um importante papel dessa citocina em suprimir o sistema
imune (Kontoyiannis & Kollias 2000). Os niveis dos receptores do TNF-a
(TNFR1/TNFR2) também se apresentaram elevados em uma populagido lupica
adolescente, assim como o TNF-a, correlacionando-se com atividade de doenca
(Patel et al. 2016).

Um estudo realizado com 653 pacientes lupicos, comparativamente a um grupo
de controle saudavel, demonstrou que os niveis desta citocina estdo elevados nos
pacientes com LES (Weckerle et al. 2012). Houve uma correlagao positiva entre os
niveis de TNF-a e IFN-a. Os niveis elevados destas citocinas também se
correlacionaram com niveis mais baixos de CH50, podendo sugerir correlagdo com
atividade de doenca (Weckerle et al. 2012). As Figuras 3, 4 e 5 descrevem algumas
das citocinas envolvidas na patogénese do lupus e na nefrite lUpica, assim como as

suas respectivas funcoes.
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Figura 3- Citocinas envolvidas na patogénese do lupus e da nefrite lupica

Legenda:

Fonte:

Sustenta a expressao do IFN tipo I

Recrutamento de neutrofilos e
TNF . .
ativacdo de Mondécitos

proliferacdo de célula b e
perda da tolerancia

Varios estimulos tém sido correlacionados como fatores desencadeantes no lupus,
induzindo a expresséo de citocinas. O efeito € o aumento da expresséo destas
citocinas inflamatorias e perda da tolerancia imunolégica. BAFF- fator ativador de
célula B; IFN-interferon; TReg- célula T regulatéria; NET- Neutrofilo extracelular.
Figura adaptada de Tsokos et al. (2016)
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Figura 4 — Biomarcadores e suas correlagdes celulares com as respectivas agoes

Legenda:

Fonte:

Immune
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Auto-Antibodies  Anti-dsDNA / led -

Immune Complex
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As linhas continuas indicam uma citocina agindo em alguma célula imune especifica,
gerando alguma agao. As células tracejadas indicam a diferenciagao da célula T CD4+
em varios subtipos de células T. As células dendriticas plasmocitdides se ligam ao
complexo imune antiDNAds com um endossoma contendo TLR7 e TLR9 que podem
se ligar com DNA ou RNA ou imunocomplexos, produzindo IFN-a. As células
dendriticas mieldides produzem Blys e APRIL, que se liga a BAFF-R, TACI e BCMA.
As células B se diferenciam em células plasmaticas que produz auto anticorpos. Estes
autoanticorpos se ligam com os antigenos, formando imunocomplexos, ativando
complemento, além disso estes IC se depositam em tecidos. As células dendriticas
mieléides produzem IL-6, IL-23 e TNF-a, que ativam as células T CD4+ que se
diferenciam em outras subclasses de células T.

Arriens et al.(2016)

APRIL

Complement Consumption
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Figura 5 — Patogénese da nefrite lupica

Legenda:

Fonte:
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Os acidos nucleicos imunoestimulatérios através das células dendriticas estimulam os
linfécitos B e ativam os linfécitos T para produgdo de autoanticorpos e autoantigenos
especificos de células T, levando a injuria endotelial glomerular, vascular,
tubulointersticial e vascular. Especificos tipos de leucécitos, incluindo o produtor de IL-
17, linfécito Th17 leva a inflamagéao e contribuindo para imunopatologia renal da nefrite
lupica. O fator ativador de células B (BAFF) aumenta a geragédo de novas células B
autorreativas, inibindo a apoptose das células B e estimulando estas células produtoras
de imunoglobulinas. Esta infiltragcdo leucocitaria estimula a producdo de varias
citocinas, como IFN-a, TNF, IL-1, IL-6. O HMGBAH1, biglicana e histonas liberados das
células imunes se ligam em receptores toll like (TLR) expressos nas células endoteliais,
estimulando também uma resposta inflamatéria. Além disso, os anticorpos antiDNAds
podem induzir secregao de fibronectina das células epiteliais do tubulo proximal,
ativando o TGF-f3 e sintese de colageno. A ativagédo do regulador de apoptose BCL-2
pode contribuir para o desenvolvimento da inflamagéao tubulointersticial, os anticorpos
antifosfolipideos que induzem trombose também podem contribuir para o
desenvolvimento de inflamagéo intersticial vascular.

Yu et al.(2017).
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A lesao renal no lupus também foi descrita associada a presenca de anticorpos
antifosfolipideos e atividade crioglobulinémica (Daugas et al. 2002), assim como
também a presencga de anticorpos antineutrdfilos citoplasmaticos (ANCA), levando a
alteragbes similares as vasculites pauci imunes evidentes na granulomatose de
Wegner e poliangeite microscépica (Koenig et al. 2014, Jarrot et al. 2016).

Anticorpos antifosfolipideos sdo evidenciados em 30-50% dos pacientes com
lupus (Petri 2010, Vikerfors et al. 2013). Alteragcbes vasculares associadas nas
bidpsias renais desses pacientes com coexisténcia de outras doengas é frequente.
Pacientes com SAAF e presenga de anticoagulante lupico apresentam mais
alteracdes de microangiopatia trombotica (Mejia-Vilet et al. 2017). A expressao de [3 2
glicoproteina |, uma protein, foi observada em biépsias de pacientes com nefrite lUpica
e SAAF, principalmente em células endoteliais, sendo um marcador de doenga (Gao
et al. 2016).

Estudo recente de avaliacdo de 236 biopsias renais de pacientes com LES,
10(4,2%) bidpsias apresentavam histologia compativel com nefrite lupica e histologia
compativel com nefropatia por anticorpo antifosfolipideo (NAAF) concomitante e 10
(4,2%) somente NAAF. Neste mesmo estudo, os pacientes que apresentaram biopsia
renal compativel com nefrite lupica, 48% tinham anticorpos anticardiolipina positivos,
18% apresentaram anti 32 glicoproteina1 positivo e 25% apresentaram anticoagulante
lupico positivo. Pacientes com NAAF, associada ou n&o a nefrite lUpica apresentaram
o alelo HLA DRB1*13 mais prevalente quando comparados aos pacientes somente

com nefrite lupica (Gerhardsson et al. 2015).

1.4.2 Manifestacoes Clinicas e Classificacdo Histopatoldgica

A nefrite lupica é caracterizada pela presenca de proteindria acima de
500mg/24h, elou hematuria (presenga de cilindros hematicos). A biopsia renal
confirma o diagndstico da nefrite lUpica, estabelece as alteragdes patoldgicas, o grau
de atividade e cronicidade, guia a estratégia terapéutica e prové informagoes
progndsticas, incluindo a resposta ao tratamento e progressao para DRCT (Yu et al.
2017).

A lesdo renal foi classificada de acordo com a Sociedade Internacional de
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Nefrologia e Sociedade de Patologia Renal (ISN/RPS) em seis classes
histopatoldgicas em 2003. A primeira classificagdo de nefrite lupica foi publicada em
1975 e 1978 pela Organizagao Mundial da Saude (WHO) (McCluskey 1975, Appel et
al. 1978), foi revisada em 1982 (Grishman et al. 1982) e modificada em 2003 pela
ISN/RPS (Weening et al. 2004).

O objetivo da mudanga da classificagdo de 2003 da ISN/RPS foi eliminar
inconsisténcias e ambiguidades presentes na classificagdo de 1995 (Yu et al. 2017).
A avaliagdo da correlagdo desta classificagdo com evolugdo e prognédstico dos
pacientes foi avaliada em diversos estudos (Furness & Taub 2006, Grootscholten et
al. 2008).

Recentemente, a avaliagao de biopsias de pacientes lupicas e a evolugao delas
ao longo de nove anos foi analisada por Rijnink et al. (2017). A classificacdo da
ISN/RPS teve pouca correlagdo com a evolugao clinica desses pacientes. O estudo
sugere que a necrose fibrindide, o crescente fibroso, a fibrose intersticial e a atrofia
tubular merecem escores independentes na classificacdo da nefrite lUpica para
acessar o risco de progressao e evolugao da doenca renal nessas pacientes (Rijnink
et al. 2017).

As classes estdo descritas na tabela 3. Quando a bidpsia renal demonstra
envolvimento mesangial puro (Classe | ou Il) apresenta-se melhor prognéstico néo
requerendo terapias imunossupressoras mais potentes (Bertsias et al. 2012). A
deposicao de complexos imunes no mesangio e a expansao de sua matriz, ndo levam,
geralmente, a dano irreversivel, provavelmente pela capacidade regenerativa das
células mesangiais. Por essa razédo, a nefrite lupica classe | e/ou Il tém melhor
prognostico (Nowling & Gilkeson 2011). A nefrite lupica proliferativa esta associada a
um pior prognostico, com mais de 29% dos pacientes evoluindo para DRCT em 10
anos apos inicio da doenga (Mok 2006, Mok 2016).

As manifestagdes clinicas variam de acordo com a severidade da doenga e
com a classe histologica. Os pacientes que se apresentam assintomaticos ou sem
alteracdes renais, provavelmente sdo sugestivos de classe | e, muitas vezes, estes
pacientes nem sao diagnosticados. As classes Il e lll sdo bastante variavel, podendo
ser assintomaticos até apresentacdo de alteracdes renais com proteinurias desde
subnefréticas até nefrética com disfuncdo renal. A apresentacéo clinica-laboratorial
que correlaciona-se com a classe IV € um sedimento urinario ativo, proteinuria pode

ser severa, disfuncao renal, as vezes, perda rapida de fungao renal, associada a hipo
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complementenemia, titulos altos de antiDNAds. Em comparag¢ao com a classe IV-S a
classe IV-G apresenta-se com proteinuria mais proeminente. A classe V é
caracterizada por proteinuria nefrética evidente na maioria dos casos, com
hipercolesterolemia, hipoalbuminemia. Na maioria das vezes, estes pacientes
apresentam niveis de complemento normais e antiDNAds negativo. Nas fases iniciais,
e dificil a diferenciacdo da forma primaria da glomerulopatia membranosa. A
imunofluorescéncia nesses casos com padrao full house e a presenga predominante
de IgG2 sugerem o diagndstico de glomerulopatia membranosa do lupus. A classe VI
€ caracterizada histologicamente por esclerose glomerular em mais de 90% da
amostra, associada a importante fibrose e atrofia intersticial, clinicamente estes
pacientes apresentardo uma DRCT estagio 4-5, com alteragdes importantes da
insuficéncia renal cronica (Moroni et al. 2016).

Existem tres principais orientagdes de tratamento da nefrite lUpica: American
College of Rheumatology (ACR), The Kidney disease: Improving Global Outcome
(KDIGO) e o European League Against and Transplant Rheumatism/European Renal
Association — European Renal Association — European Dialysis and Transplant
Association (EULAR/ERA- EDTA). Mesmo com todas estas orientacdes, a taxa de
remissao é de 50-70% e 10-20% irdo evoluir para DRCT com 5 anos de diagnéstico
(Bertsias et al. 2012, Hahn et al. 2012).
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Tabela 3- Classificacdo da nefrite lupica
Classificagado de Nefrite Lupica ISN/RPS 2003

Classe I: Nefrite Lupica Mesangial Minima

¢ Glomérulo normal pela microscopia 6tica, depdsitos de imunocomplexos na regido

mesangial na imunofluorescéncia

Classe Il: Nefrite Lupica Proliferativa Mesangial
o Hipercelularidade mesangial de qualquer grau na matriz mesangial pela microscopia
Gtica, com depdsitos imunes mesangiais na imunofluorescéncia
e Poucos depositos subepiteliais ou subendoteliais podem ser vistos na

imunofluorescéncia e na microscopia eletrénica, mas ndo na microscopia 6tica

Classe lll: Nefrite Lupica Proliferativa Focal
¢ Glomerulonefrite com lesdes ativas ou inativas focais, segmentares ou globais
endocapilar e extracapilar envolvendo< 50% de todos os glomérulos da amostra,
tipicamente com depdsitos imunes subendoteliais, com ou sem alteragdes

mesangiais

Classe IV: Nefrite Lupica Proliferativa Difusa

o Glomerulonefrite com lesdes ativas ou inativas difusas, segmentares ou globais,
endocapilar ou extracapilar envolvendo >50% de todos os glomérulos da amostra,
tipicamente com depdsitos imunes subendoteliais difusos, com ou sem alteragdes
mesangiais

o Esta Classe ¢ dividida em Segmentar Difusa (IV-S), quando mais de 50% dos
glomérulos tém lesdes segmentares, e Difusa Global (1V-G) quando mais de 50%
dos glomérulos envolvidos tém lesbes globais. Segmentar é definida como uma
leséo glomerular envolve menos da metade de um tufo glomerular. Esta classe inclui

casos com depdsitos wire loop, mas com pouco ou nenhuma proliferagao glomerular

Classe V: Nefrite Lupica Membranosa
e Depositos Imunes globais ou segmentares subepiteliais ou sequela morfolégica
deles pela MO, IF ou ME, com ou sem alteragbes mesangiais
o Nefrite lupica Classe V pode ocorrer em combinagdo com classe Il ou IV, no qual
as duas sao diagnosticadas

o Nefrite Lupica Classe V pode demonstrar esclerose avangada

Classe VI: Nefrite Lupica com Esclerose Avancada

e 290% de glomérulos globalmente esclerosados sem atividade residual

MO- Microscopia Otica; IF- Imunofluorescéncia; ME- Microscopia Eletrénica.

Fonte: Tabela adaptada da International Society of Nephrology (Weening et al. 2004).
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Figura 6A- Fotomicrografias das classes histopatoldgicas da nefrite lupica

1- Nefrite lupica classe Il; 2 e 3- Nefrite lupica classe llI; 4- Nefrite lupica classe IV-G(A);
5- Nefrite lUpica classe IV-S(A); 6- Nefrite lupica classe IV-G(A/C).
The Classification of Glomerulonephritis in Systemic Lupus Erythematosus Reuvisited.

Weening et al. (2004).

Legenda:

Fonte:
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Figura 6B- Fotomicrografias das classes histopatoldgicas da nefrite lupica

Legenda: 7- Classe IV-G (A/C); 8- Classe IV G(A); 9- Classe V; 10-Classe IV e V (A/C); 11- Classe
VI; 12- Microangiopatia trombética no lupus.
Fonte: The Classification of Glomerulonephritis in Systemic Lupus Erythematosus Revisited.

Weening et al. (2004).
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1.5 O Transplante Renal e o Lupus

Entre 10 e 15% dos pacientes com nefrite lUpica irdo evoluir para DRCT em 15
anos com necessidade de alguma terapia de substituigao renal (Yap et al. 2012, Maroz
& Segal 2013).

Estudo recente demonstrou que pacientes com nefrite lupica tém pior sobrevida
tanto em hemodialise (HR 1,28 95% IC 1,05-1,56 p=0,01) quanto em dialise peritoneal
(HR 1,5 95% IC 1,08-2,08 p=0,02) comparados com os controles. Neste mesmo
estudo, a recuperacao da fungao renal ocorreu em 5% dos pacientes lupicos e 1,7%
dos pacientes controles, com outras doengas (Zhang et al. 2016).

A outra alternativa de terapia de substituicdo renal € o transplante renal.
Considerando os pacientes lupicos no geral, a sobrevida renal para o primeiro
transplante em 1 ano e 5 anos foi semelhante quando comparado aos controles.
Porém, os pacientes com nefrite lUpica, idade elevada no transplante e doador falecido
foram associados com maiores taxas de mortalidade (Zhang et al. 2016). Outros
autores também demonstraram que pacientes transplantados com diagnéstico de
lupus tiveram a mesma sobrevida renal em 1 ano, 5 anos e 10 anos quando
comparados com os controles, numa populacao latino-americana. Esses pacientes
apresentaram a mesma taxa de rejeicdo aguda e perda do enxerto (Naranjo-Escobar
et al. 2017).

Quanto a etnia na populagdo Ilupica transplantada, alguns estudos
demonstraram que pacientes afroamericanos tiveram pior sobrevida do enxerto renal
qguando comparados aos caucasianos (Chelamcharla et al. 2007, Tang et al. 2008).

A recorréncia do lupus no pdés-transplante pode acontecer. Existem alguns
relatos de casos com recorréncias catastroficas da doenga e algumas vezes
associado a SAAF.

Entretanto, o maior desafio dos centros transplantadores continua sendo a
rejeicdo ao orgao transplantador que continua sendo a principal causa de perda de
enxerto no transplante renal (Williams et al. 1968, Perico et al. 2004, Opelz et al. 2008).

Em receptores de transplante renal com LES, 43% das perdas do enxerto sdo
decorrentes de episodios de rejeigdes aguda (Contreras et al. 2010).

A meta dos imunologistas & desenvolver testes capazes de avaliar os riscos de

rejeicdo imunoldgica dos pacientes no pré-transplante e reconhecer a rejeicao pos-
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transplante o mais precocemente possivel (Oberbauer 2008, Kurian et al. 2009, Gong
et al. 2012, Susal & Opelz 2012), bem como eventos infecciosos que possam
comprometer a sobrevida do 6rgdo em médio e longo prazo (Acott & Babel 2012, Gong
et al. 2012).

Varios marcadores tém sido propostos para monitorar de forma nao invasiva a
alorreatividade do receptor, mas existem pros e contras na utilizagao de cada um deles
(Aquino-Dias et al. 2008, Oberbauer 2008, Kurian et al. 2009, Susal et al. 2011).
Atualmente existe uma vasta literatura médica na area de transplantes dispondo sobre
fatores imunogenéticos que influenciam a sobrevida do enxerto (Ozawa et al. 2007,
Claas 2012).

Dentre eles o CD30 soluvel tem sido associado ao risco de rejeicao tanto no

pré quanto no pos-transplante (Anexos Il e Ill).

1.6 O Sistema Antigeno Leucocitario Humano (HLA)

O HLA é a regiao mais densa geneticamente, a qual engloba mais de 200
genes. Localiza-se no brago curto do cromossoma 6. A maioria destes genes é
responsavel pela codificagdo de proteinas do sistema de defesa imunoldgico
(Mangalam et al. 2013). O HLA ¢é subdividido em classe |, classe Il e classe Ill. A
classe | contém os locos HLA-A, -B, -C e a classe Il os locos HLA-DRB1-9, -DRA1, -
DQB1, -DQA1, -DPB1 e -DPA1, que sao os principais responsaveis pelo processo e
apresentacao de peptideos para reconhecimento pela célula T e que atualmente estao
comprovadamente envolvidos na compatibilidade do transplante de o&rgéos,
principalmente de medula 6ssea e renal. A classe lll codifica varias proteinas
importantes do sistema imune como C2, C4A, C4B, dentre outras (Ghodke-Puranik &
Niewold 2015).

Existem aproximadamente 421 genes relacionados ao Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC), 60% sao expressos e 22% sao relacionados a fungdes
imunorreguladoras (Fernando et al. 2008). Uma populagédo com maior diversidade de
alelos de HLA classe | e Il ttm maior resisténcia a episddios infecciosos e vantagem
de sobrevida (Trowsdale 2011, Trowsdale & Knight 2013).
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A molécula de HLA classe Il € composta por 2 cadeias polipeptidicas, alfa e
beta. Cada cadeia alfa e beta tem 2 dominios, com sitios altamente polimérficos. Isso
confere a habilidade de reconhecer novos epitopos. As moléculas de HLA classe Il
sdo expressas nas células apresentadoras de antigenos, linfécitos B, macrofagos,
células dendriticas, células endoteliais (Holoshitz et al. 2013). A populagdo humana
passou por varios episédios infecciosos na evolugdo da humanidade, com altas taxas
de mortalidade e, apenas uma pequena porcentagem sobreviveu. Os individuos que
sobreviveram, provavelmente o fizeram pela presengca de moléculas HLA I
especificas capazes de exercerem uma resposta imune efetiva e clarear a infeccéo.
Esses alelos HLA transferidos para as geragdes posteriores, passaram por mutagoes
ou conversdes genéticas, produzindo alelos HLA Classe |l melhores na resposta aos
patdogenos (Apanius et al. 1997, Piertney & Oliver 2006, Trowsdale 2011, Oliver &
Piertney 2012, Mangalam et al. 2013).

Varios estudos populacionais realizados por anos identificaram que individuos
que carreiam certos alelos ou haplétipos sdo mais suscetiveis a certos tipos de
doencas (Holoshitz 2013). Alguns exemplos, 90% dos caucasianos com espondilite
aquilosante carreiam um alelo especifico p. ex.: HLA-B*27:02; HLA-B*27:05 (Reveille
2006).

S3&o trés os principais passos para desenvolver doencas autoimunes. Primeiro,
a predisposicdo e suscetibilidade a doenca depende da presenca de alguns
alelos/haplétipos HLA classe Il. Entretanto, nem todos os individuos que carreiam este
alelo/haplétipo desenvolvem a doenga, indicando o envolvimento de outros fatores,
como ambientais, que agem com um segundo gatilho precipitando a doenga em certos
individuos. E por ultimo, a progressédo da doenca depende das diversas citocinas que
séo secretadas por varios subtipos de células T (Mangalam et al. 2013).

Os antigenos HLA-DR2, -DR3, -DR4, -DQ6 (DQB1*06:02), -DQ8 (DQB1*03:02)
estao associados ao desenvolvimento de varias doengas autoimunes como esclerose
multipla, artrite reumatoide, diabetes tipo 1, lupus. Essas moléculas ativam células T
CD4 autorreativas, secretando citocinas pro-inflamatérias, IL-17, IFN-y. Nos
haplétipos de moléculas HLA II, ambos alelos com sinergismo induzem uma doencga
mais severa com produc¢des aumentadas de citocinas pré-inflamatérias como IL-17 e
IFN-y. Nos casos de heterozigoto (Figura 7), o resultado também deflagra uma
cascata de citocinas pro-inflamatorias (Mangalam et al. 2013).
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Figura 7- Esquema mostrando suscetibilidade das doencas autoimunes com

haplétipos HLA e secregao de citocinas
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Fonte: Mangalam et al. (2013).

Varios estudos de genoma humano demonstraram uma associagao de locos e
alelos de HLA relacionados a uma maior suscetibilidade ao lupus (Chung et al. 2014).
Os alelos de HLA classe Il sdo um dos responsaveis pela ativacao das células T e
apresentacao de antigenos peptidicos exogenos, estimulando a imunidade adquirida
(Furukawa et al. 2016). Além disso, producao de autoanticorpos também vém sido
relacionados as moléculas de MHC (Morris et al. 2014, Misunova et al. 2017).

Em metanalise recente, varios alelos HLA classe Il foram relacionados tanto a
maior suscetibilidade para a doenca, quanto para protegao da doencga (Niu et al. 2015).
Essa suscetibilidade também vem sendo relacionada com a severidade da doenca
(Tsao & Wallace 1997, Tian et al. 2000, Cortes et al. 2004).

Ainda existem muitas duvidas sobre o real mecanismo que as moléculas HLA
predispdem as doencgas autoimunes. Algumas hipéteses ja foram postuladas. Uma
delas aventa a possibilidade de uma "identidade equivocada", em que um alelo HLA
parece associar-se a doenca, embora o proprio responsavel pertenca a um loco
diferente no haplétipo, ou esta associado a uma ligagdo de desequilibrio (Holoshitz
2013). Outra hipétese seria implicar a reatividade imune a autoantigenos devido a
selecdo aberrante de repertorio de células T e uma reagdo imune reativa com
antigenos estranhos, ou ataque imune contra antigenos "alterados" (Yin et al. 2013).

Além da fisiopatologia da real correlagcédo dos alelos HLA e certas patologias, a
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falta de estudos sobre os alelos HLA e as doenga auto-imunes em nossa populagao
brasileira motivou a idéia da realizagao deste trabalho.

Como exposto acima, varios alelos podem estar relacionado a maior sucetibilidade a
certos tipos de doenga e a necessidade de sabermos melhor quais s&o esses alelos
em nossa populacdo é essencial para evolugdo na melhora do manejo e terapias

futuras para estes pacientes.
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2 OBJETIVOS

O trabalho apresenta trés objetivos principais. O primeiro objetivo € o de avaliar
a prevaléncia dos alelos HLA e sua correlagdo com uma populagao de pacientes com
LES comparando-a com um grupo controle.

O segundo objetivo é avaliar a correlagdo destes alelos em pacientes com
nefrite lupica, também os comparando com um grupo controle e com pacientes lupicos
sem nefrite.

O terceiro objetivo € avaliar a correlagao da prevaléncia dos alelos HLA com
uma populagdo de lupicos transplantados renais, investigando se a presenca da
compatibilidade ou ndo com os alelos HLA mais prevalentes no LES influenciam na
evolucdo e sobrevida do enxerto renal nessa populagao, também comparando-a com
um grupo controle.

Os objetivos secundarios foram: avaliar a sobrevida dos transplantados Iupicos,
comparando com transplantado controle, avaliar se existe diferenca entre estes
grupos em relagao a sobrevida e etnia, avaliar se existe diferenca em relagao ao alelo

HLA especifico mais prevalente, se encontrado, com relacao a etnia.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Pacientes

Este é um estudo retrospectivo, observacional. Nesse trabalho foram incluidos
dois grandes grupos: um grupo de pacientes lupicos e um grupo de pacientes
controles. Para uniformizar os grupos e serem realizadas comparagdes validas, dentro
de cada grupo existiram subgrupos.

Os critérios de inclusao dos pacientes nos grupos de Iupus foram: diagnéstico
confirmado de lupus, presenca de tipagem HLA de 3 alelos (A, B e DR). No grupo de
lupus transplantados foram avaliados todos os pacientes lupicos transplantados no
Hospital Federal de Bonsucesso e s6 foram incluidos os que tinham a tipagem HLA
completa, conforme mencionado acima.

Os pacientes lupicos do HUPE foram incluidos o grupo que possuia tipagem
HLA prévia, que ja tinham sido avaliado em estudo prévio, independente do

acometimento de érgao alvo.

3.1.1 Grupo de Estudo

O grupo de estudo, grupo de pacientes lupicos (GeLupus) foi formado por dois
grandes grupos. Dentro desses grupos existem subgrupos.

O primeiro grupo € um grupo de 44 pacientes transplantados renais submetidos
ao transplante por ter DRCT lupica (TXLES). Esses pacientes sdo provenientes do
servigo de Nefrologia e Transplante Renal do Hospital Federal de Bonsucesso, Rio de
Janeiro, Brasil.

O segundo grupo é composto por 64 pacientes com diagnéstico de LES que
nao foram submetidos a transplante renal (LuSTx). Esses pacientes sdo provenientes
do servigo de reumatologia do Hospital Universitario Pedro Ernesto, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil. Dentro desse grupo, 32 pacientes no

total, nos quais 28 apresentavam nefrite lUpica comprovada por bidpsia classe lll, IV
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ou V e 4 pacientes considerados classe lll e/ou IV pelas manifestag¢des clinicas.
Todos os pacientes incluidos preencheram os critérios estabelecidos pela
classificagdo da Academia Americana de Reumatologia para diagnéstico de LES.
(Hahn et al., 2012).
O grupo de nefrite lupica (LuNe) foi composto pelos 44 pacientes lupicos
transplantados renais e 32 pacientes que preencheram o critério de nefrite do grupo
sem transplante renal, totalizando 76 pacientes. Os pacientes sem nefrite totalizaram

32 pacientes (Figura 6), formando o grupo sem nefrite lupica (LUSNe).

3.1.2 Grupo Controle

O grupo controle total (CTRLTotal) foi formado por 216 pacientes, numa
proporgao 2:1, pareados por sexo e etnia. Dentro do grupo controle existiam dois
grupos: um grupo controle de pacientes saudaveis (CTRLS) e um grupo controle de
pacientes transplantados (TxCTRL) com outras doengas que n&o fossem
reumatolégicas e/ou LES.

O grupo controle saudavel foi formado por 128 pacientes doadores de medula
Ossea da lista do Estado do Rio de Janeiro que tiveram sua tipagem HLA realizada.
Esses pacientes responderam a um questionario, no qual se auto declaravam
saudaveis. Os pacientes selecionados desse grupo foram selecionados, pois além de
serem saudaveis, nao tinham indicios de doengas reumatolégicas na familia a partir
dos questionarios.

O grupo controle de transplantados renais foi formado por 88 pacientes que
foram submetidos a transplante renal no periodo de 1981-2016 e que néo tinha Lupus

e nem doengas reumatoldgicas e/ou indeterminadas (Figura 6).
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Figura 8a- Formacéo e distribuicdo dos grupos
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Fonte: A autora, 2017.

Figura 8b — Grupo de pacientes lupicos (GeLupus) e grupo controle (CTRLT)
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Fonte: A autora, 2017
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3.2 Dados Avaliados

Foram avaliados dados de sexo, idade, etnia para todos os grupos. No grupo
de lupicos nao transplantados também foram coletados dados de comprometimento
de outros 6rgéos e sistemas relacionados ao lupus. No grupo de transplantados foram
coletados além dos dados demograficos dados do tipo de doador, tipo de
imunossupressao, HLA dos doadores, doenga de base no grupo controle e desfecho
renal em 5 anos. Nao foram avaliados em nenhum grupo exames de anticorpos,
complemento e sinais de atividade de doenca.

Foram coletadas amostras de cada paciente para tipagem dos alelos HLA,
locos -A, -B e -DRB1 durante o estudo. Os pacientes saudaveis do grupo controle
tiveram amostras coletadas durante a visita para doacdo. Esses pacientes
responderam a um questionario no qual se auto declaram saudaveis.

Os pacientes do servigo de reumatologia do HUPE tiveram uma amostra
coletada no laboratério de Histocompatibilidade e Criopreservacdo da UERJ apds
assinar o termo de consentimento. Esses pacientes sdo acompanhados regularmente
no ambulatério de reumatologia desse servigo.

Uma amostra pré-transplante foi colhida de todos os pacientes que foram
submetidos ao transplante renal no Hospital Federal de Bonsucesso como rotina da
preparagao para o procedimento do transplante.

Os receptores e doadores do enxerto renal foram avaliados previamente pela
equipe de transplante, sendo realizados todos os exames clinicos, laboratoriais e
radiolégicos necessarios para a realizacdo do procedimento com segurancga.
Sorologias de doencas infecciosas também foram realizadas para a avaliacdo de
possiveis riscos de infeccido e determinacao daqueles com necessidade de profilaxias
para prevengdo de quadros infecciosos. Tipagem HLA, PRA e prova cruzada
(crossmatch) foram realizados entre receptores e possiveis doadores, escolhendo-se
os de melhor compatibilidade para o transplante.

O esquema imunossupressor foi definido pela equipe de transplante
responsavel, consistindo basicamente num inibidor de calcineurina, ciclosporina ou
tacrolimus, micofenolato de mofetil e prednisona. A indugdo com anticorpo monoclonal
antireceptor IL-2 (basiliximab, anti-CD25) ou globulina humana (timoglobulina) nos

pacientes avaliados como os de maior risco de rejeigao foi realizada de acordo com o
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protocolo do servigo de transplante renal do hospital. Os niveis séricos dos inibidores
de calcineurina foram dosados semanalmente no primeiro més e posteriormente
conforme avaliagdo médica, e suas dosagens foram ajustadas de acordo com a meta
do valor desejado, evitando a nefrotoxicidade.

A avaliagdo clinica e laboratorial da funcdo do enxerto renal foi feita
periodicamente apos o transplante. No presente projeto foram utilizadas as
informacgdes até maio de 2017 do pds-transplante. A ocorréncia dos quadros de
rejeicao, de infecgdes, de perda do enxerto e de 6bito dos pacientes inclusos durante
a vigéncia desse projeto foram registrados. Foi considerado perda do enxerto quando
0 paciente retornou para um programa de dialise, hemodialise ou dialise peritoneal.

A sobrevida avaliada no estudo foi relativa a 5 anos de acompanhamento. Foi
considerada sobrevida censurada para Obito na maioria das analises. Na sobrevida
censurada para obito considera-se apenas a sobrevida do enxerto, ou seja, caso o
paciente tenha evoluido para o6bito com enxerto funcionante, o enxerto era
caracterizado como ativo até a data do 6bito, ndo sendo considerado o desfecho como
perda do enxerto.

Os pacientes transplantados foram acompanhados ambulatorialmente de
acordo com a rotina do servigo de transplante renal do HFB. Em resumo,
semanalmente no primeiro més e conforme a evolugao e o passar do tempo apos o
transplante essas consultas foram sendo espagadas para cada 2 semanas, depois
para mensalmente, trimestralmente e no maximo de 4/4 meses em alguns casos. Em
caso de intercorréncias, os pacientes eram avaliados com maior regularidade.

No acompanhamento péds-transplante foram avaliados imunossupressao,
episddios de rejeigcao aguda clinica ou rejeicdo aguda comprovada por biopsia renal e
episodios de quadros infecciosos.

Os pacientes do grupo de pacientes do servico de Reumatologia foram
convidados a participar do estudo e assinaram um termo de consentimento informado.
Os pacientes transplantados renais e do banco de medula éssea dispensaram a
assinatura do termo de consentimento, ja que a tipagem do HLA ja fazia parte das
rotinas requeridas para tais procedimentos e por se tratar de analises retrospectivas.
Este projeto é a continuidade de um projeto aprovado pelo Conselho de Etica e
Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto (1141-CEP/HUPE CAAE:
0071.228.000-5).

Os grupos foram avaliados inicialmente comparando-se a prevaléncia dos
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Alelos HLA entre os 4 grupos: grupo de lupicos transplantados (TXLES), grupo lupico
sem transplante (LuSTx), grupo controle saudavel (CTRLS) e grupo controle
transplantado (TXCTRL). Apds esta analise inicial, os grupos foram comparados dois
a dois. A comparagéao ocorreu entre o grupo geral de Lupus (GelLupus) versus o grupo
controle Total (CTRLT), entre o grupo com nefrite lupica (NeLu) versus grupo sem
Nefrite (LUSNe), entre o grupo lupico sem transplante (LuSTx) versus grupo Controle
Saudavel (CTRLS) e finalmente, grupo controle transplantado (TXCTRL) versus grupo

transplantado lupico (TXLES).

3.2.1 Testes Laboratoriais

Para os testes de HLA foram colhidos 10 mL de sangue periférico de cada
paciente/receptor em tubos estéreis sem anticoagulante. Os tubos foram deixados em
repouso até a completa retracdo do coagulo. Apds esta etapa, centrifugados por 10
minutos a 2000 rpm. Os soros foram alicotados em tubos do tipo Eppendorf e
armazenados a -70°C até a realizacdo dos ensaios.

A tipagem HLA foi realizada através da reagdo em cadeia de polimerase (PCR)
com os primers de sequéncia especifica (PCR-SSP). O método foi baseado no
procedimento especifico desenvolvido por Olerup e Zetterquist. A tipagem HLA foi
realizada utilizando kits de analise molecular (SSP e / ou SSO) da One Lambda Inc.
(Canoga Park, CA, EUA).

Os pacientes que possuiam o antigeno HLA descrito foram substituidos pelo
grupo alélico correspondente de acordo com a frequéncia dos haplétipos e alelos
descrita para a populagao do Rio de Janeiro do registro Brasileiro de Doadores de
Medula Ossea - REDOME (www.imungenetica.org).

Todos os transplantados foram submetidos a prova cruzada com linfocitos T e
linfécitos B como parte da rotina do transplante. O teste foi realizado pelo método de
citotoxicidade dependente do complemento (NIH-CDC). Foram utilizados Linfocitos T
e B dos doadores e testados com o soro dos receptores a partir do sangue periférico.
Os linfocitos foram obtidos por gradiente de densidade e isolados e separados por 1a
de nylon ou por bilhas imunomagnéticas com anticorpo especifico. Para avaliar os

anticorpos do isotipo (IgM ou IgG), o soro do receptor foi tratado com globulina anti-
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humana ou ditiotreitol nos ensaios de crossmatch para aumentar a sensibilidade, e
detectar niveis baixos de anticorpos anti-HLA e anticorpos n&o-ligadores
complemento (IgM), respectivamente.

Os resultados de crossmatch foram classificados como negativos para <10%
de células nao viaveis, fracamente positivas de 11-20% células nao viaveis e positivas

para 20% ou mais células n&o viaveis.

3.3 Analises Estatisticas

A distribuicdo genética dos alelos e haploétipos HLA foi avaliada utilizando o
programa Arlequim (Excoffier & Lischer 2010).

As frequéncias de sexo, grupo étnico, idade, relagdo com os doadores, foram
realizadas por contagem direta. Os dados foram analisados utilizando-se os
programas Excel e EPI-INFO versao 3.5.3 e SPSS versao 22.0. As comparagoes das
frequéncias e das médias das variaveis entre os grupos foram realizadas com o teste
ANOVA e quando comparados os grupos dois a dois foi utilizado o teste Qui-quadrado
(x?) com corregdo de teste de Yates ou exato de Fisher quando apropriado (n<5) e
considerando p<0,05 como estatisticamente significante. Os resultados significativos
das frequéncias dos alelos HLA foram multiplicados pelo numero total de antigenos
em cada alelo HLA, com o intuito de obter um valor de p corrigido (pc), teste de
Bonferroni. O Teste T foi utilizado para avaliacdo e correlacdo da idade e desfecho
em 5 anos.

A analise de sobrevida foi realizada utilizando o método de Kaplan-Meier. Foi
considerado significativo p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Dados Demograficos Grupo Geral do Lupus (GeLupus)

O grupo geral de lupus apresenta dois grandes grupos: um grupo transplantado
renal com lupus (TXLES) (n=44) e um grupo lupico sem transplante renal (LuSTXx)
(n=64).

Foram transplantados um total de 2.326 pacientes de 1980 a 2016 no Hospital
Federal de Bonsucesso. Desses, 56 pacientes foram identificados como tendo nefrite
lupica. Entretanto, somente 44 pacientes foram incluidos no grupo transplante renal
com Lupus, pois 12 pacientes ndo possuiam a tipagem dos tres locos de HLA
disponiveis no prontuario. A composigao final do grupo ficou da seguinte maneira: 38
pacientes do sexo feminino, dos quais 24 eram brancos e a média de idade foi de 33
anos (12-56).

O grupo LuSTx foi composto por 64 pacientes, 54 do sexo feminino, e 23
pacientes brancos. A média de idade foi de 37,5 anos (20-59). Nesse grupo, 32
pacientes apresentavam nefrite e 13 pacientes serosite. 9 pacientes apresentavam
com envolvimento neurologicos, 37 possuiam artrite e 29 tinham acometimento

dermatologico.

4.2 Dados Demograficos Grupo Controle Total (CTRLT)

O grupo controle total foi composto por 2 grandes grupos. O grupo controle de
pacientes saudaveis (CTRLS) e o grupo controle de pacientes transplantados
(TXCTRL).

O grupo CTRLS foi composto por 128 pacientes, dos quais 111 pacientes eram
do sexo feminino, 50 eram brancos e a média de idade foi de 43,2 anos (28-59).

O grupo TxCTRL foi composto por 88 pacientes. 76 pacientes eram do sexo

feminino, 43 pacientes eram brancos e a média de idade foi de 39,5 anos (11-71). A
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distribuicdo da prevaléncia das doengas de base era a seguinte: 46 hipertensos, 12
pacientes com glomérulo esclerose segmentar e focal (GESF), 11 portadores de
doenca renal policistica (DRP), 14 com doencgas uroldgicas, 3 diabéticos e 2 pacientes
com histéria de eclampsia (Tabela 4).

O grupo de Nefrite Lupica (LuNe) era composto por 76 pacientes, dos quais 56
eram do sexo feminino, 27 eram brancos e a idade média foi de 33,9 anos (12-56). O
grupo de Lupus sem nefrite (LUSNe) foi composto por 32 pacientes, dos quais 32 eram
do sexo feminino, 16 eram brancos e a idade média foi de 38,8 anos (20-59).

A comparagao demografica dos 2 grandes grupos e dos subgrupos entre eles
nao apresentou diferengas quanto a sexo e etnia. Os grupos foram homogéneos
(Tabela 4).

Tabela 4- Dados demograficos dos grupos estudados

Grupos Subgrupos N Idade® Sexo® Brancos® Nao-
(pacientes) (variagao) (M/F) Brancos®

Grupo CTRLS 128 43.2 (17/111) 50 78

Controle (20-59)

Total TxCTRL 88 39.5 (12/76) 43 45
(11-71)

Grupo TxLES 44 33 (6/38) 20 24

Geral de (12-56)

Lupus LuSTx 64 37.8 (10/54) 23 41

(GeLupus) (20-59)

(a - X2=43,504 p =0,0; b- X2= 0,207, p= 0,976; c - X2=3,336, p=0,342)

Legenda: comparacao demogréfica dos grupos, ndo houve diferenca entre sexo e etnia, apenas
idade foi diferente entre os grupos
Fonte: A autora, 2017.
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4.3 Dados Demograficos dos Pacientes Transplantados

O grupo TxLES foi composto por 44 pacientes dos quais, 29 eram de
transplantados com doadores vivos, 15 de doadores falecidos, 20 nao fizeram terapia
de indugédo, 18 induziram com simulect® e cinco com thymoglobulina® e um com
OKTS3.

Com relagdo as transfusdes prévias, nove pacientes ndo receberam
transfusdes antes do transplante, oito receberam uma, seis receberam duas, nove
receberam trés e doze eram politransfundidos. O grupo TxCTRL formado por 88
pacientes, quanto a terapia de indugao, quarenta nao foram submetidos a nenhuma
transfusdo, 42 fizeram simulect® e 6 fizeram thymoglobulina®. Quarenta e nove
pacientes do grupo TxCtRL tinham transfusdes prévias, treze com uma transfuséo, 12
tiveram 2 transfusdes, seis com 3 transfusdes e dezessete com multiplas transfusoes.
A imunossupressao foi baseada num inibidor de calcineurina e corticoide em ambos
oS grupos, porém no grupo TxLupus tinham 11 pacientes usando azatioprina
associado a este esquema e no grupo TxCTRL 20, comparando 0s grupos nao
observou-se diferenca estatistica (p=0,347).

Com relagdo ao tipo de terapia de substituicdo renal (TSR) prévio ao
transplante, também nao foi observado diferenga entre os grupos. No grupo TxCTRL,
3 pacientes fizeram transplante preemptivo, 74 faziam hemodialise (HD), 5 por dialise
peritoneal (DP) e 6 fizeram as duas terapias. No grupo TXLES 37 fizeram HD antes,
um paciente fez DP e 6 fizeram as duas terapias. O tempo médio de TSR antes do
transplante foi de 50 meses (aproximadamente 4 anos e 2 meses, variagao de 0-172
meses).

Foram considerados pacientes com rejeigdo aguda (RA) aqueles que
apresentaram bidpsia renal confirmando o diagndéstico de acordo com a classificagéo
de Banff. Os pacientes que apresentaram aumento da creatinina e/ou diminuigédo da
diurese, e/ou outros sinais de RA que foram submetidos a pulso de metilprednisolona
e apresentaram resposta depois da terapéutica foram classificados com RA clinica.

Vinte e cinco (18,9%) pacientes tiveram episddios de rejeicdo aguda (RA),
sendo 18 (20,4%) pacientes no grupo TXCTRL e 7 (15,9%) pacientes no grupo TxLES.
Somente 10 pacientes foram submetidos a bidpsia renal, cinco pacientes tiveram

rejeicdo aguda humoral, 1 no grupo de TxLES e o restante no grupo TxCTRL, nao
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houve diferenga entre os grupos (p=0,353). O tempo do diagndstico dos episddios de
RA variaram de 0-1752 dias da data do transplante, sendo que 16 pacientes
apresentaram os episodios no primeiro més apos o transplante.

Vinte pacientes tiveram infecgdes virais, 12 pacientes no grupo TxCTRL, sendo
duas infecgdes por herpes virus e o restante por citomegalovirus (CMV), no grupo
TxLES foram 8 pacientes com infecgdes virais, um por herpes e 7 por CMV. Nao teve
diferenga entre os grupos (p=0,763). Nove pacientes apresentaram estas infecgdes
no primeiro ano de transplante. Trinta e um pacientes apresentaram infeccgdes
bacterianas, sendo 53 episodios infecciosos, alguns pacientes apresentaram mais de
3 episddios. A infecgao mais frequente foi a infecgdo do trato urinario. Os pacientes
do grupo TxCTRL apresentaram mais infecgdes comparados ao grupo TxLES, 26

pacientes versus 5 pacientes TxLES (p=0,048).

4.4 Frequéncia dos alelos e haplétipos HLA

A comparacao por pares de amostra populacional do estudo demonstrou que o
grupo GeLES era geneticamente distante do grupo controle Total (FST — 0,00409, p
< 0,05) e os grupos LuSTx e TxLES eram também geneticamente distantes do grupo
controle saudavel (FST — 0,00463 e 0,00425, respectivamente). A comparagao do
GeLupus com o CTRLT em relagéo a frequéncia génica de alelos ndo demonstrou
diferengas tanto no Loco A (p=0,914) quanto no loco B (p=0,072). Entretanto, no loco
DRB1 a frequéncia entre os grupos foi diferente (p=0,0003). A comparagao dos 4
subgrupos também demonstrou diferenga neste loco (p=0,0009), porém nos locos A
e B ndo se observou diferenga estatistica significante (p=0,852, p=0,113,

respectivamente — Tabela 5a-c).
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Tabela 5a- Frequéncia genética de alelos HLA-A nos 4 subgrupos: CTRLS, LuSTX,

TxCTRL e TXLES. Os grupos foram pareados para etnicidade e sexo.

CTRLS |LuSTx |TxLupus |TxCTRL

N de alelos | 256 128 88 176
HLA-A

01 0,0820 |0,1172 |0,0568 |0,0625
02 0,2578 |0,2266 |0,2500 |0,2614
03 0,0742 |0,0938 |0,0568 |0,0795
11 0,0469 10,0234 0,0455 |0,0455
23 0,0664 |0,0625 |0,0909 |0,0739
24 0,0859 |0,0625 |0,1136 |0,0852
25 0,0039 |0,0313 0,0170
26 0,0313 |0,0156 |0,0227 |0,0284
29 0,0508 |0,0625 [0,0227 |0,0341
30 0,0859 10,0859 |0,1705 |0,0795
31 0,0273 |0,0391 0,0341 0,0341
32 0,0195 |0,0313 |0,0341 |0,0227
33 0,0430 |0,0391 0,0284
34 0,0156 |0,0078 0,0170
36 0,0117 |0,0156 |0,0114 |0,0114
43 0,0114 |0,0114
66 0,0195 |0,0078 |0,0114 |0,0057
68 0,0430 |0,0547 |0,0682 |0,0739
69 0,0057
74 0,0352 |0,0234 0,0227
Legenda: N&o houve diferenca entre os grupos na frequéncia no locos A

Fonte:

A autora, 2017.
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Tabela 5b- Frequéncia genética de alelos HLA-B nos 4 subgrupos: CTRLS, LuSTX,

TxCTRL e TXLES. Os grupos foram pareados para etnicidade e sexo.

CTRLS |LuSTx TxLES |TxCTRL
N de alelos | 256 128 88 176
HLA-B
07 0,0781 |0,1172 |0,1136 |0,0852
08 0,0313 |0,1094 10,0795 |0,0511
13 0,0117 0,0341 0,0170
14 0,0430 10,0469 |0,0227 |0,0625
15 0,1367 |0,0547 |0,1023 |0,1080
18 0,0430 |0,0469 |0,0795 |0,0170
27 0,0234 0,0227
35 0,0742 |0,0859 |0,0455 |0,1307
37 0,0078 |0,0078
38 0,0156 |0,0156 |0,0227 |0,0114
39 0,0195 |0,0391 0,0341 0,0284
40 0,0313 |0,0391 |0,0227 |0,0511
41 0,0195 |0,0078 0,0114
42 0,0313 |0,0156 |0,0568 |0,0568
44 0,1172 10,0469 |0,0795 |0,0795
45 0,0234 |0,0156 |0,0114 |0,0227
47 0,0156
48 0,0078 0,0057
49 0,0352 |0,0313 |0,0455 |0,0057
50 0,0234 0,0341 0,0114
51 0,0742 |0,1016 |0,0795 |0,0909
52 0,0117 10,0156 |0,0114
53 0,0547 |0,0859 |0,0341 |0,0398
55 0,0078 |0,0114 10,0170
57 0,0234 |0,0234 |0,0114 |0,0170
58 0,0586 |0,0469 |0,0568 |0,0455
73 0,0039
81 0,0078 |0,0156 0,0114
82 0,0114
Legenda: N&o houve diferenga entre os grupos na frequéncia no locos B.

Fonte:

A autora, 2017.
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Tabela 5c- Frequéncia genética de alelos HLA-B nos 4 subgrupos: CTRLS, LuSTX,

TxCTRL e TXLES. Os grupos foram pareados para etnicidade e sexo.

CTRLS |LuSTx TxLES |TxCTRL
N de alelos | 256 128 88 176
HLA-DRB1
01 0,0703 |0,0625 |0,0455 |0,1193
03 0,1289 |0,1875 |0,1364 |0,1307
04 0,0898 |0,0781 0,0795 10,1023
07 0,1367 |0,1094 |0,1477 |0,0739
08 0,0391 0,1094 |0,0909 |0,0682
09 0,0078 |0,0078 0,0170
10 0,0234 |0,0078 |[0,0114 |0,0341
11 0,1367 |0,0625 |0,0568 |0,0909
12 0,0273 |0,0156 |0,0227 |0,0511
13 0,17758 |0,1016 |0,0909 |0,1420
14 0,0156 |0,0156 |0,0227 |0,0398
15 0,1211 0,2031 0,2614 |0,1250
16 0,0273 |0,0391 0,0341 0,0057
Legenda: Houve diferenga entre os grupos na frequéncia no locos DRB1
Fonte: A autora, 2017.

Em geral, o loco B tem um desequilibrio de ligagao entre os locos A e DRB1,
exceto em TxCTRL no qual o loco B mostrou desequilibrio de ligagao com loco A. O
equilibrio de Hardy-Weinberg estava ausente apenas para o loco A no subgrupo
TXCTRL (heterogeneidade observada 0,78409, p = 0,034). Os haplotipos mais

frequentes estdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Frequéncia de haplétipos e ordem encontrada em mais de um paciente

lupico- TXLES e LuSTx em comparagcdo com a frequéncia de controles

saudaveis (CTRLS) e controles transplantados (TxCTRL)

HLA-A-B-DRB1 CTRLS TxCTRL LuSTx TxLES
01-08-03 0,0156 (8) 0,0703 (1)

02-07-15 0,0195 (4) 0,0681 (1)
30-07-15 0,0039 (94) 0,0156 (4) | 0,0340 (2)
25-18-15 0,0234 (2)

01-53-15 0,0234 (2)

68-15-11 0,0227 (3)
68-08-15 0,0227 (3)
30-58-08 0,0227 (3)
30-44-15 0,0227 (3)
24-15-13 0,0227 (3)
02-51-08 0,0227 (3)
02-44-11 0,0039 (161) |0,0227 (2) |0,0156 (4) |0,0227 (3)
02-15-03 0,0117 (15) 0,0227 (3)
02-13-07 0,0227 (3)
01-51-03 0,0227 (3)
23-07-15 0,0156 (4)

33-51-03 0,0156 (4)

32-07-15 0,0056 (57) |0,0156 (4)

31-51-11 0,0156 (4)

31-35-08 0,0156 (4)

30-57-07 0,0156 (4)

29-53-03 0,0156 (4)

29-35-07 0,0156 (4)

24-44-13 0,0039 (115) 0,0156 (4)

03-15-07 0,0156 (4)

03-07-04 0,0156 (4)

02-51-11 0,0117 (12) 0,0156 (4)

02-51-04 0,0156 (4)

02-40-11 0,0113 (22) |0,0156 (4)

02-14-13 0,0156 (4)

02-07-01 0,0156 (4)

01-58-13 0,0156 (4)

23-07-07 0,0156 (4)

Fonte:

A autora, 2017.
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4.5 Prevaléncia dos Alelos HLA

A primeira comparacao foi feita entre os quatro grupos, CTRLS, TxCTRL,
TXLES e LuSTx descrito na tabela 7. Observou-se diferenca na prevaléncia de 3
alelos, B*08, DRB1*08 e DRB1*15. Esses alelos foram mais prevalentes nos grupos
lupicos comparados aos controles. Entretanto, quando a corregdo de Bonferroni foi

aplicada, o unico alelo que permaneceu prevalente foi HLA DRB1*15.

Tabela 7 — Prevaléncia alélica entre os grupos

Groups CTRLS TxCTRL LuSTx TxLES p-value | Pc-
N=128 N=88 N=64 N=44 value
B*08 8(6,2%) 9(10,2%) | 13(20,4%) | 7(15,9%) | 0,02 0,71
DRB1*08 | 10(7,8%) | 10(11,4%) | 14(21,9%) | 8(18,2%) | 0,03 0,42
DRB1*15 | 43(19,9%) | 12(11,1%) | 24(37,5%) | 21(47,7%) | 0,004 | 0,05
Legenda: Maior prevaléncia dos alelos B*08, DRB1*08, BRB1*15 nos pacientes lupicos
Fonte: A autora, 2017.

A segunda analise realizada foi a comparagao entre o grupo GelLupus (n=128)
e CTRLT (n=216). Essa analise demonstrou uma maior prevaléncia de oito alelos:
B*08, B*15, B*27, B*44, DRB1*08, DRB1*11, DRB1*13 e DRB1*15. Os alelos mais
prevalentes no GelLupus foram B*08, DRB1*08 e DRB1*15. Os outros alelos foram
fator de protecdo para Lupus. Apdés o teste de Bonferroni o unico alelo que

permaneceu prevalente foi o DRB1*15 (tabela 8).



Tabela 8- Prevaléncia de alelos comparando GelLupus e CTRLT

64

Alelos Grupo Grupo Odds Rate | p-value Pc-value
CTRLT GelLupus
N=216 N=108
B*08 17(17,9%) | 20(18,5%) | 2,66 0,004 0,137
B*15 51(23,6%) | 15(13,9%) | 0,52 0,026 0,769
B*27 10(4,7%) | 0(0,0%) 0,00 0,034 0,468
B*44 42(19,4%) | 12(16,7%) | 0,51 0,038 1,113
DRB1*08 | 20(9,3%) |22(20,4%) |2,50 0,005 0,065
DRB1*11 | 49(22,7%) | 13(12%) 0,46 0,014 0,182
DRB1*13 | 65(30%) 20(18,5%) | 0,52 0,016 0,215
DRB1*15 | 50(23,2%) |45(41,7%) | 2,37 0,0005 0,0067

Fonte:

A autora, 2017.

A comparacao dos grupos LuNe e LuSNe(tabela 9) ndo mostrou diferenga na

prevaléncia dos alelos, porém o alelo HLA DRB1*15 estava presente em 39,47% dos
pacientes do LuNe e 46,87% no grupo LuSNe (p=0,307).

Outra comparacao realizada foi entre o grupo LUuSNe (n=32) e o grupo CTRLS
(n=128). Os alelos mais prevalentes foram A*02, B*07, B*08, DRB1*08, DRB1*11,
DRB1*13 e DRB1*15 como mostrado na tabela 9.
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Tabela 9- Prevaléncia dos alelos comparando o grupo com nefrite lupica (LuNe) X

Grupos Lupus Sem Nefrite (LUSNe)

Alelo LuNe LuSNe OR p-value Pc-value
(n=76) (n=32)

A*02 37 (48,6%) | 8(25,0%) | 0,354 0,018 0,360

A*03 8(10,5%) 9(28,1%) | 3,283 0,025 0,500

A*33 1(1,32%) |4 (12,5%) | 10,452 0,026 0,520

A*74 0(0,00%) 3(9,38%) | Undefinied | 0,024 0,480

DRB1*04 | 8(10,5) 9(28,1%) | 3,28 0,025 0,325
Legenda: Né&o houve diferenga entre a prevaléncia dos alelos entre os dois grupos, quando

corrigidos por bonferroni

Fonte: A autora, 2017.

Tabela 10- Prevaléncia de alelos comparando grupo controle saudavel (CTRLS) X

Lapus sem Nefrite (LuSNe)

Alelo CTRLS LuSne OR p-value Pc-value
(n=128) (n=32)
A*02 58 (45,3%) | 8 (25,0%) 0,405 0,027 0,540
B*07 20 (15,6%) | 10 (31,2%) 2,43 0,042 1,638
B*08 8 (6,2%) 6 (18,7%) 3,42 0,036 1,404
DRB1*08 10 (7,8%) | 7 (21,9%) 3,27 0,029 0,377
DRB1*11 33 (25,7) 3(9,3%) 0,29 0,033 0,429
DRB1*13 |43 (33,5%) | 4 (12,5%) 0,28 0,013 0,169
DRB1*15 | 29 (22,6%) | 15 (35,7%) 2,98 0,008 0,104
Legenda: Os alelos B*08 e DRB1*08 foram mais prevalentes no grupo de Lupus sem Nefrite com
as maiores OR.
Fonte: A autora, 2017.

Considerando apenas os pacientes transplantados renais, avaliou-se os grupos

TxCTRL (n=88) e TxLupus (n=44). O resultado mostrou maior prevaléncia nos alelos
A*30, B*18, B*49, DRB1*07 e DRB1*15 no grupo TxLupus comparado com o TxCTRL.

Apos a corregdao de Bonferroni nenhum alelo demonstrou significancia estatistica,
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porém do alelo DRB1*15 teve uma importante tendéncia de maior prevaléncia no
grupo TxLES (p=0,065)(Tabela 11).

Tabela 11- Prevaléncia dos alelos comparando TxLES e TxCTRL

Alelos TxLES TxCTRL Odds p-value Pc —value
N=44 N=88 Rate
A*30 14 (31,8%) | 13 (14,7%) 2,69 0,021 0,426
B*18 7 (15,9%) 3 (3,4%) 5,36 0,016 0,459
B*49 14 (9,1%) 1(1,14%) 8,7 0,042 1,221
DRB1*07 12 (27,2%) | 12 (13,6%) 2,37 0,049 0,637
DRB1*15 21 (47,7%) | 21 (23,8%) 2,91 0,005 0,065
Legenda: Tendéncia a maior prevaléncia do alelo DRB1*15 no grupo Transplantado lupico,
quando comparado com transplantado controle
Fonte: A autora, 2017.

A comparagao dos grupos controles entre eles ndo demonstrou nenhum alelo

prevalente, estatisticamente significativo. A prevaléncia do HLA DRB1* 15 também foi

avaliado de acordo com a etnia para avaliagdo de alguma correlagdo com a mesma,

porém nao foi evidenciado diferenga estatistica entre os dois grupos.

4.6 Sobrevida Renal

A sobrevida geral em 5 anos dos transplantados avaliados nesse trabalho foi
de 65,2%, sendo 81,8% no grupo TxLES e 56,8% no grupo TxCTRL(p=0,05, Figura
9a). Quando censuramos para Obito, ou seja, avaliando apenas a sobrevida do

enxerto, a sobrevida renal total em 5 anos foi de 73,5%, no grupo lupico foi de 90,9%

e no controle de 64,8% (p=0,01; figura 9b). Considerando que ndo pareamos 0s

grupos para idade e que o grupo TxCTRL tinha uma idade média maior que o grupo

TxLupus, foi realizado um teste-t correlacionando a idade com desfecho em 5 anos e

nao foi observada diferenga na média da idade para quem teve perda do enxerto. A

média de idade para quem evoluiu com perda em 5 anos foi de 37,9 sd 12,6 versus
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37,2 sd 13,4 para quem néo teve perda do enxerto (p=0,316).

Em relagéo ao tipo de doador (vivo ou falecido) os grupos ndo apresentaram
diferengas no tocante ao desfecho em 5 anos (p=0,300). Considerando a possibilidade
da doencga de base ser um fator de influéncia na perda do enxerto, dividimos o grupo
controle em pacientes Hipertensos e com outras doengas e comparamos com 0S
pacientes do grupo lupico. Comparamos entdo 3 grupos: Lupus, HAS e outras
doencgas. Os pacientes hipertensos apresentaram uma sobrevida censurada para
obito de 54,2%, comparado a 77,5% das outras doengas e de 90,2% aos lupicos
(p=0,105).

Quando avaliamos a curva de sobrevida em 5 anos em relacéo a etnia, dos 2
grupos juntos, observamos uma maior sobrevida nos brancos (76,2%) x nao brancos
(55,1%; p=0,008), censurado para 6bito, a sobrevida para os brancos foi 85,7% e os
nao brancos de 62,3% (p=0,001). No grupo lupico o resultado encontrado foi de 75%
de sobrevida para os nao brancos e 90% para os brancos, apesar de nao ter sido
significativo (p=0,144). Porém, quando censuramos para obito, a sobrevida para os
brancos foi de 100% e para os nao brancos de 83,3% (p=0,040). Existe uma tendéncia
de pior sobrevida para os nédo brancos. O mesmo acontecendo no grupo controle,
65,1% de sobrevida para os brancos versus 44,4% para os ndo brancos (p=0,047,

Figuras 10a-10c).
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Figura 9a- Curva de Sobrevida em 5 anos dos grupos: TXLES e TXxCTRL
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Curva de sobrevida em 5 anos comparando os grupos TxCTRL(56,8%) versus
TxLES(81,8%) (P=0,05)
A autora, 2017.
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Figura 9b- Curva de Sobrevida em 5 anos censurada para 6bito dos grupos: TXLES e

TxCTRL
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TxCTRL(64,1%) versus TxLES(90,9%) (P=0,01)
A autora, 2017.
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Figura 9c- Curva de sobrevida em 5 anos censurada para 6bito: Comparagado HAS x

Outras doencas X Lupus
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hipertensos (54,2%) versus outras doengas (77,5%) versus Lupus (90,2%) (P=0,105)
A autora, 2017.
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Figura 10a - Curva de sobrevida em 5 anos censurada para oObito: etnia nos dois

grupos em conjunto
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e n&o brancos(NB)(62,3%) em todos os pacientes(p=0,001).
A autora, 2017.
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Figura 10b — Curva de sobrevida em 5 anos censurada para obito: etnia no grupo
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Curva de sobrevida em 5 anos censurada para 6bito em brancos(BR) (100%) e ndo
brancos (NB)(83,3%) no grupo TxLupus (p=0,040)
A autora, 2017.
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Figura 10c — Curva de sobrevida em 5 anos censurada para 6bito: etnia no TXxCTRL
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Legenda: Curva de sobrevida em 5 anos censurada para 6bito em brancos(BR) (65,1%) e nao

brancos (NB)(44,4%) no grupo TxLupus (p=0,047)
Fonte: A autora, 2017.
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4.7 Sobrevida renal e correlagdao com compatibilidade HLA DRB1*15

Foram avaliados os pacientes que possuiam o alelo HLA DRB1*15 nos dois
grupos e dentre esses pacientes foram identificados os pacientes que possuiam
match/compatibilidade no seu receptor com este alelo. Comparou-se as sobrevidas
dos pacientes que possuiam este alelo versus 0os que nao possuiam, e em seguida
avaliou-se o0s pacientes que apresentavam a compatibilidade/match e sem
compatibilidade/match.

A sobrevida de todos os pacientes em 5 anos nao foi diferente entre todos os
grupos juntos nos pacientes que carreavam o alelo comparado aos que nao
carreavam (p=0,075) e quando os grupos foram comparados (p=0,059).

No grupo TXLES a sobrevida dos pacientes que carreavam o alelo DRB1*15 foi
de 95,2% versus 65% no grupo TxCTRL (p=0,419)(Figura 11a-11d).
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Figura 11a - Sobrevida renal de todos os pacientes transplantados em 5 anos
avaliando a Presenca do alelo HLA DRB1*15
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Legenda: Curva de sobrevida em 5 anos censurada para 6ébito de pacientes com presenca(1) do
alelo HLA DRB1*15 (80%) versus pacientes com a auséncia(0) do alelo (63%)

(p=0,075)
Fonte: A autora, 2017.
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Figura 11b - Sobrevida renal dos pacientes transplantados em 5 anos nos grupos
nefrite lupica (TXLES) e por outras causas (TxCTRL) de acordo com a Presenga do
HLA DRB1*15
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Legenda: Curva de sobrevida em 5 anos censurada para 6bito em de acordo com a presencga do

HLA DRB1*15 comparando os grupos, TXLES (95,2%) e TxCTRL (64%) (p=0,059)
Fonte: A autora, 2017.
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Figura 11c - Sobrevida renal em 5 anos censurada para Obito dos pacientes
transplantados com nefrite lupica (TXLES) comparando os pacientes que carreavam

o alelo HLA DRB1*15 versus 0s que nao carreavam
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Legenda: Curva de sobrevida em 5 anos censurada para 6bito no grupo TxLupus de acordo com

a presenga(1)(95,8%) ou auséncia(0)(90,9%) do alelo HLA DRB1*15. (p=NS)
Fonte: A autora, 2017.
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Figura 11d - Sobrevida renal em 5 anos censurada para o6bito dos pacientes
transplantados no grupo por outras causas (TXCTRL) comparando os pacientes que

carreavam o alelo HLA DRB1*15 versus os que n&ao carreavam

Curva de sobrevida censurada para 6bito: HLA DRB1*15 TxCTRL
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Legenda: Curva de sobrevida em 5 anos censurada para 6bito de pacientes com presenga(1) do
alelo HLA DRB1*15 (80%) versus pacientes com a auséncia(0) do alelo (63%)
(p=0,075)
Fonte: A autora, 2017.

Nao foi observada diferenga também na sobrevida em 5 anos correlacionando

a etnia (branco e nao brancos) com a presenca do HLA DRB1*15 (p=0,104 - Figura12).
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Figura 12 — Sobrevida renal em 5 anos censurada para Obito dos pacientes
transplantados brancos (BR) versus n&o brancos (NB) de acordo com a presenga do
alelo HLA DRB1*15

Curva de sobrevida censurada para obito: Etnia e presenga de HLA DRB1*15
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Legenda: Curva de sobrevida em 5 anos censurada para 6bito de pacientes que carreavam o

alelo HLA DRB1*15, comparando brancos(94%) e n&o brancos (73%) (p=0,104)
Fonte: A autora, 2017.
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A presencga da compatibilidade com o alelo DRB1*15 no receptor também foi
avaliada. Nao se observou diferenca nos pacientes que tinham a compatibilidade com
este alelo especifico quando comparados com os que nao tinham (p=0,275).

A presenga da compatibilidade também ndo demonstrou diferenca
comparando-se os dois grupos (p=0,146). Quando os grupos foram avaliados
separadamente, a compatibilidade com este alelo também n&o foi diferente (TXCTRL
p=0,738 TxLES 0,297 - Figura13a-d).

Figura 13a- Sobrevida renal em 5 anos censurada para Obito avaliando a
compatibilidade do doador/receptor com alelo HLA DRB1*15 avaliando os dois grupos
(TXLES e TxCTRL) juntos

Curva de Sobrevida censurada para ébito (TxLupus +TXxCTRL): Compatibilidade com HLA DRB1*15

10 Match HLA
o DRB1*15
0
-t 11

08 O-censurada
g —t+1-censurado
g
3
E
3 06
(5]
[
o
[5]
s
= 04
=
2
L
=]
7

02

0.0

o 500 1000 1500 2000
SV_b5anos em dias
Legenda: Curva de sobrevida em 5 anos censurada para 6bito de pacientes com compatibilidade

doador/receptor com alelo HLA DRB1*15. Compatibilidade=1 (81%); nao
compativel=0(69%)(p=0,275)
Fonte: A autora, 2017.
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Figura 13b- Sobrevida renal em 5 anos censurada para Obito avaliando a
compatibilidade do doador/receptor com alelo HLA DRB1*15 — comparagao dos

grupos
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Legenda: Curva de sobrevida em 5 anos censurada para 6bito de pacientes com compatibilidade

doador/receptor com alelo HLA DRB1*15 comparando os grupos TXLES(100%) versus
TxCTRL(63%) (p=0,146)
Fonte: A autora, 2017.
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Figura 13c- Sobrevida renal em 5 anos censurada para ébito avaliando a presenga e

auséncia da compatibilidade do doador/receptor com alelo HLA DRB1*15 — grupo

TxLupus
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Legenda: Curva de sobrevida em 5 anos censurada para 6bito de pacientes com compatibilidade

doador/receptor com alelo HLA DRB1*15. Compatibilidade=1(100%); né&o
compativel=0(89%)(p=0,297)
Fonte: A autora, 2017.
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Figura 13d- Sobrevida renal em 5 anos censurada para 6bito avaliando a presenga e
auséncia da compatibilidade do doador/receptor com alelo HLA DRB1*15 — grupo
TxCTRL
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Legenda: Curva de sobrevida em 5 anos censurada para 6bito de pacientes com compatibilidade

doador/receptor com alelo HLA DRB1*15. Compatibilidade=1(62%); n&o
compativel=0(60%)(p=0,738)
Fonte: A autora, 2017.
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5 DISCUSSAO

Este estudo avaliou a prevaléncia de alelos HLA em uma populagao lupica
brasileira. Comparou-se uma populagdo controle formada por dois grupos, um de
pessoas saudaveis e outro de pacientes transplantados com outras doengas, versus
uma populacao de pacientes lupicos. Até o momento, nao se registra na literatura um
estudo que realize esse tipo de comparacao.

Este estudo demonstrou uma maior prevaléncia dos alelos B*08, DRB1*08 e,
principalmente, DRB1*15, todos ja descritos previamente na literatura em algumas
populagdes.

Uma das limitagdes de nosso estudo é o tamanho pequeno da amostra. Porém
na literatura atual, € a maior analise de uma populagao brasileira.Liphaus et al.(2002).
avaliaram a prevaléncia de alelos HLA DR em uma populagcdo de criancas e
adolescentes brasileiros, totalizando 55 pacientes e a compararam com um grupo
controle composto por 308 pacientes. Nesta analise, evidenciou-se a maior
prevaléncia do HLA DR7, HLA DR13 e HLA DR15, porém depois da corre¢cao de
Bonferroni, nenhum deles foi significativo, mas é importante salientar que ainda assim
a porcentagem da prevaléncia do HLA-DR15 foi de 33% no grupo de criangas quando
comparado com 18% do grupo controle.

Em outro estudo em uma populagao brasileira de 93 pacientes com lupus e
idade entre 13-66 anos observou-se uma maior frequéncia do antigeno HLA-DRS,
(Silva & Donadi 1996). Outro autor em uma analise de 56 pacientes observou uma
maior frequéncia do antigeno HLA-DR2 - correspondente sorolégico tanto da
DRB1*15 quanto da DRB1*16 (Fernandes et al. 1995).

A avaliagdo de uma populagdo com a deficiéncia de C2 foi realizada em alguns
pacientes e familiares com lupus e a presenga do antigeno HLA-A25-B18-DR2
demonstrou correlagdo com esta alteragéo e LES (Araujo et al. 1997). Neste mesmo
estudo, o alelo HLA B*18 foi mais prevalente (55.6%) com um risco relativo de 9,2,
quando comparado a populagao saudavel.

No presente estudo, demonstrou-se a associacédo entre HLA DRB1*15 e HLA
B*18 em conjunto com o alelo A*25 no grupo LuSTx (Tabela 5). A presenca desse
haplétipo (A*25-B*18-DRB1*15) pode estar relacionada a outras manifestagdes do

lUpus, ja que néao foi observado este haplétipo no grupo TxLES. Por outro lado, o
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haplétipo HLA-B*18-DRB1*15 esteve associado com outros alelos do Loco A no grupo
TxCTRL duas vezes com o0 A*24 e uma com A*26.

Existem poucos estudos na literatura que avaliaram a prevaléncia do HLA e
nefrite lupica. Nesse estudo comparamos duas populagdes com nefrite lUpica
(transplantada renal e n&o transplantada) com dois grupos controles diferentes
(transplantados com outras doengas e uma populagdo saudavel). Utilizou-se uma
populagdo com nefrite lUpica para avaliar se existiria uma maior prevaléncia de um
alelo especifico nos lupicos com comprometimento renal. Entretanto, né&o
demonstramos isso.

Este é o primeiro estudo brasileiro que avalia a prevaléncia de alelos HLA em
um grupo de pacientes com nefrite lupica. Em metanalise recente, a nefrite lupica foi
associada a maior prevaléncia de antigenos DR3, DR15. Os antigenos DR14 e DR11
foram protetores nesta populacgao (Niu et al. 2015). Em um estudo marroquino de uma
populagado com nefrite lupica, a prevaléncia do antigeno HLA DR15 foi elevada quando
comparada a uma populagdo normal, com uma razao de risco (odds ratio) de 2.8
(Bhallil et al. 2017).

Nosso resultado de razao de chance de lupus com HLA DRB1*15 também foi
observado em outros estudos envolvendo varias populagdes, como em brasileiros
(Fernandes et al. 1995), de italianos (Marchini et al. 2003), europeus, (Morris et al.
2012), asiaticos (Shimane et al. 2013) e sauditas (Wadi et al. 2014). Cortes et al
(Cortes et al. 2004) também demonstraram uma maior prevaléncia em DQB1*04:02,
DQA1*01:02 e HLA DRB1*15 numa populagdo mexicana, relacionada aos alelos dos
haplétipos ancestrais HLA DQB1*0602-DQA1*01:02-DRB1*15, os quais foram
encontrados juntos como resultado de um desequilibrio de ligagao.

O mecanismo pelo qual o alelo HLA DR determina o risco de desenvolver nefrite
lupica ainda nao foi completamente definido. A associacdo entre HLA DRB1*02 e
DRB1*03 e envolvimento renal foi demonstrado em populag¢des europeias (Ceccarelli
et al. 2015). Estudos mais recentes descrevem que a associagdao do HLA com
doengas sugere que 3 posigdes de aminoacidos (11,13 e 26) no sulco de ligagao do
epitopo com a molécula de HLA-DR sé&o cruciais e conferem risco para LES (Kim et
al. 2014). Postula-se que estas posigdes de aminoacidos fazem uma estrutura
patogénica no sulco de ligagao do epitopo do HLA-DRB1, predispondo a nefrite lupica.

O real mecanismo no qual o complexo MHC predispde a doengas autoimunes

ainda € incerto. Uma das hipoteses sugere uma quebra na tolerancia imunolégica para
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antigenos self através da apresentagao aberrantes do HLA Classe Il para peptideos
proprios autorreativos a linfécitos T. O alelo especifico do MHC classe Il determina o
alvo especifico de autoantigenos, resultando numa associagcédo de doenca especifica
(Fernando et al. 2008).

A suscetibilidade da interacdo das moléculas HLA da criangca com o risco
materno de desenvolver a doenca também foi estudado. Cruz et al (Cruz et al. 2016)
publicaram um estudo demonstrando que uma crianga com alelo HLA DRB1*04:01
esteve associada a duas vezes mais risco de desenvolver LES em maes que carreiam
pelo menos um dos alelos DRB1*03:01, DRB1*15:01 ou DRB1*08:01.

Alguns alelos demonstraram protecédo para LES. Na atual analise, os alelos
HLA -*B15, -B*44, -B*27, DRB1*11 e DRB1*13 foram protetores para Iupus.
Recentemente, alguns autores demonstraram o efeito protetor do DRB1*13 com
doencas autoimunes. O DRB1*13:01 foi protetor numa populagao europeia, enquanto
o DRB1*13:02 conferiu protegdo numa populagédo japonesa. Varias hipoteses sobre
esta protecao tém sido postuladas. Uma das explicagdes € o efeito dominante da
molécula DRB1*13 e talvez no futuro, terapias alvos para essa molécula podem ser o
caminho para tratamentos curativos para essa doenga (van der Woude et al. 2009,
Oka et al. 2014, Furukawa et al. 2016). Apesar de alguns estudos demonstrarem efeito
protetor do alelo HLA DRB1*13, outro estudo, no qual biépsias renais de pacientes
lupicos e sua associacdo com NAAF foram analisados, observou-se uma maior
prevaléncia deste alelo nos pacientes com NAAF, quando comparado aos pacientes
lupicos, podendo sugerir uma predisposicdo maior destes pacientes a SAAF e
consequentemente, a nefropatia associada. Este mesmo estudo mostrou uma maior
evolucdo destes pacientes para DRCT comparado aos que apresentavam o
diagndstico de nefrite lupica somente (Gerhardsson et al. 2015).

E bem conhecido o beneficio do transplante renal na populacdo lupica. A
morbidade e a mortalidade sdo menores entre mulheres com DRCT apds o transplante
quando comparadas as pacientes que permanecem em dialise (Ward 2000). Alguns
estudos mostraram que pacientes da etnia afroamericana tém uma menor sobrevida
renal quando comparados com caucasianos ou hispanicos-americanos (Contreras et
al. 2014, Gonzalez-Suarez & Contreras 2017). Neste trabalho, o grupo lupico teve uma
melhor sobrevida renal em 5 anos quando comparado ao grupo controle. Apesar de
nao termos pareados os grupos pela idade, apos aplicarmos um teste t nao

observamos diferencas nas medias de idade associado a perda do enxerto. Também
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avaliamos o desfecho comparando os grupos de doadores, que estavam distribuidos
sem diferenga entre os grupos e ndo observamos diferengas na sobrevida renal em
cinco anos. O provavel desfecho pior do grupo controle, provavelmente se deve ao
fato deste grupo ser composto por um numero grande de hipertensos e provavelmente
com maior risco cardiovascular. Apesar do desfecho pior do nosso grupo controle, em
nosso estudo n&o foi evidenciado diferengas nas taxas de rejeicdo aguda entre os
grupos.

Outros estudos que avaliaram pacientes transplantados lupicos com pacientes
transplantados controle ndo observaram diferengas na sobrevida renal em 1 ano e
nem em 5 anos entre os dois grupos, independente do tipo de doador (Moroni et al.
2005, Bunnapradist et al. 2006). Entretanto, Bunnaprdist et al. (2006) demonstraram
uma maior taxa de RA nos pacientes lupicos com doadores vivos quando comparados
com o controle.

Com relacdo a etnia, todos os grupos analisados no estudo tiveram uma pior
sobrevida renal os pacientes ndo brancos. Porém, ndo podemos afirmar que isso é
uma tendéncia apenas dos pacientes lupicos.

Este é o primeiro estudo a avaliar a influéncia da presenca de um alelo HLA
que confere maior suscetibilidade a uma doenca e correlaciona-la com a sobrevida de
enxerto. Foram avaliados tanto a presenca deste alelo e sua correlagdo com a
sobrevida de enxerto, como também sua presencga e/ou auséncia na compatibilidade
com o receptor. Nao foram evidenciadas diferencas na avaliagdo da sobrevida do
enxerto com nenhum destes fatores. Porém, nao foram avaliados e nem
correlacionados atividade de doenga, correlagdo com rejeigdo aguda e presenga de
anticorpo doador especifico contra anticorpos HLA especificos de algum alelo que
confere suscetibilidade. Estes sdo assuntos para estudos futuros.
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CONCLUSOES

Na populagao desse estudo, a presenga do alelo HLA DRB1*15 & um fator que
predispde ao lupus e a nefrite lupica. Nao foi evidenciado nenhum alelo especifico que
confira maior suscetibilidade apenas a nefrite lupica.

Os transplantados lupicos nesse estudo tiveram uma melhor sobrevida em 5
anos, comparado aos pacientes transplantados controle. Os pacientes ndo brancos
tiveram uma pior sobrevida no Transplante renal em 5 anos, independente do grupo.

A presenga do alelo DRB1*15 nao influencia no transplante renal e nem na sua
evolugao a longo prazo. Além disso, o HLA DRB1*15 nao teve influéncia em sua
prevaléncia nos transplantados com relagao a cor de pele.

A presencga do HLA DRB1*11 e DRB1*13 s&o fatores de protecao.

Estudos futuros sdo necessarios para avaliagao e correlagao destes alelos com
atividade e gravidade de doencga, assim com influéncia no transplante renal.

No futuro, terapias genéticas e moleculares tendo como alvo principal as

moléculas HLA podem ser uma opg¢ao de tratamento no Lupus Eritematoso Sistémico.
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Abstract The association of thrombotic microang iopathy
(TMA) with sysiemic hipus enythematsus (SLE) has been de-
scribod in 0.5 to 10% of cases, and patients prescnt worse out-
come. TMA is described as the association of microangiopathic
hemolytic anemia, thromboc yiopenia, and an organ injury, fre-
quently e kidney. This sudy describes a suecessful case of use
of eculizumab in a patient with SLE and TMA nefraciory to
standand therapy, and provides a likerature review. Case descrip-
tion and searchin PubMod and MEDLINE using systemic lupus
erythemathous and for antiphspholipid syndrome { AFS) and
eculizumab retrieved 15 case repors. Eightoen-year-old female
presenied acwie renal failure and TMA and was diagnosed with
SLE. Steroids and I'V cyclophosphamide were sarted together
with plasma exchange. Afier 55 days, she still persisted with
micrangiopathic anemia, thrombocytopenia, and anuria, and
eculizumab was introdwced. She had rapid improvement in he-
matobogical parameters, and diabysis was discontinued 25 days
afier the firstdose. Genetic analysis showed large hee ey gous
deletionencompassing te entine CFHR | and CFHR3, a finding
previously associated with patients presenting atypical
Tz bytic -uremic syndrome (aHUS). Twenty patients who
received eculimmab with SLE and/or APS have been
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published to date: 11 were female and mean age at presenta-
tion was 31 years. Seven owt of the 20 patients presented only
SLE, 5 patients only APS and & patients both SLE and APS.
Eightoen patients underwent plasma exchange, with a mean of
20(4-120) sessions per patient. Thirteen patients received
rituecimab, Hematological response was evident in 100% and
kidney recovery in B3% o f patients. The terminal complement
blockade with eculizumab is an optional treatment for patients
with SLE and'or APS presenting TMA and refractory to cur-
rent immunosuppression therapies. Genetic teating may help
rocognize patients with aHUS and SLE/APS and thenefone
help to determine length of treatment with eculizumah.

Keywords Antiphospholipd syndrome - Eoulizmssb -
Systemic lupus erythematoses

Background

Systemic lupus erythematoses (SLE) is a severe, Sutolmmme
disease, chamcterized by involvement of multiiple organ sys-
tems. The maost common clinical features seen in patients with
SLE involve the skin and joints, coupled often with hemsato-
logic, renal, and newropsychiatric shnomalities [1—4]. Lupues
nephritis is one o f the main complications of the discase and is
associated with poor survival and high morbidity. The
antiphosphaolipid syndrome | APS) is another sutoimomm e dis-
onder, asoeciated with arerial or venous thromboses, which
has a substantial marbid ity when ocourring during pregnancy,
bt often with an otherwise heierogencous clinical presenta-
tion [5, 6]. The APS can be primary or is termed secondary
when it is associated with SLE [1]. Less than 1% of cases can
present a catastrophic antiphospholipid syndrome (CAPS)
chamacterized by thrombosis in three or more organs less tan
| week apart and confirmed by thromboss in small vessels.
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The traditional treatment approach is to wse both immunoip-
pression and anticoagulation, but it nevertheless remains a
challenge to reat these patients [7]. More recent reports have
demonstraied suecessfil treatment with eculizumab in other-
wise refractory cases of CAFPS [6, E, 9].

A thrombotic microangiopathy (TWA) may be present in
SLE andior APS[10]. When such patients present a TMA, the
morhidity is high. Plasmaphe resis is one of the optional treat-
ment; however, the resgponse to plsmapheresis is still ot
ideal [11].

Eculizumab is an anti-complement drog approved by the
FDA for treatment of paroecysmal noctumal hemoglobinuria
{PNH) and atypical hemaolytic-uremic syndrome (aHUS).
This dreg is a human ized monoclonal antibody that prevents
the cleavage of the human complement component O5 into its
pro inflammatory compo nents {C5aand C5b). The efficacy of
eculizumab has boen shown in patients presenting aHUS [12].
Muore recendy, case reports have been published reganding the
action of eculzumab in patients with both SLE and APS pre-
senting with thrombotic microangiopathy [E, 9, 13-25].

In this paper, we describe a patient presenting SLE and
ThA treated with ecu lizumab, and then camy oul a sysiematic
review of the literature of patients presenting SLE and/or APS
treated with this anticomplement drug,

Methods

We performed a literature search of case reports with patients
presenting SLE and'or APS who wsed eculizumsahb, with or
withowt ThMA, and with or without renal invvobvement. The
seamch was conducted using the following keywords:
{“eculizumab "[all fields]) AND {"Systemic Lupus
Erythematous™[all fields] OR “Lupus"[all fields] OR
“SLE"[4ll fields] OR “Systemic LupusT[all fields]) ANTY
OR {(“Antiphospholipid Syndrome™[all fields] OR
“APSTall fields] OR “Phospholipid™[all fields] or
“Phospholipid syndrome™). The PubMed and MEDLINE da-
tabases were used for this scarch and were last accessed on
May 2, 201 7. The sudics that met fwese criteria were anal yzed
by two reviewers. Disagreements were resdved by consensie.
The criieria for inchsion wene case ropaort papers where pa-
tients were given coulizumab to treat lupus and'or APS with or
withowt ThA. The eriteria for exclusion were review papors,
editor letters, clinical trials papers, and papers in langueages
ather than English.

Case report

Owr index patient was an | B-year-old female, who developed
fewver, ahdominal pain, dysuria, skin rash, and oligo-anuria
She was admitted with uremic sympioms and hemnd iabysis
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was immodiately initiated. Tnitial exams demonstrated throm-
bocytopenia, anemia, clevaied lctate dehydrogenase (LDH),
low haptoglobin, schisine yies on bleod smear, ne gative direct
Coombs test, and urinabysis with hematuria and profeinuria
characterizing TMA (Table 1), Awto-antibodies (AMA and
anti-double stranded DN A) were positive; serm complement
levels were low but with neg ative anti-cardiolipin TeCaTgh,
lupus anticoagulant, and VDRL. ADAMSTI activity was
FE%.

SLE was diagnosed and the patient received pulse of meth-
¥ Iprednisolone followed by prednisone and IV cyclophospha-
mide month by, Plasmaphenesis was initiated aimed at mproy-
ing TMA.

Afier 55 day s of treatment, the patient remained with overt
hemaolysiz, anemia despite RBC and fresh plasma transfu-
sions, and remaned anuric on inemittent hemod ialysis,
(iiven that she persisid with TMA despite immunosuppnes-
sion, we decided to start eculizumab in te FDA-approved
dosage of four wedkly IV infusions of 900 mg, followed by
1 200 mg every 2 wecks from weck 5. The platelet count
increased after | week, and a renal hiopsy was then feasible
compatible with upus nephritis class TV and thrombi in glo-
meruliand arierioles. A fier the thind dose of eculizumab, thene
was an improvement of hemoglobin with no firther need for
RBC ransfisions. Dialy ds was discontinwed 25 days after the
first dose of eculizumah. She was discharg od from the hospital
| wedk afier discontineation of hemaodialysis, with a serum
creatinine of 2.3 mg/dL and decreased proteinuria.

Curmenthy, 3 years after sarting eculimymahb, her serum cre-
atinine is 2.1 mg/dL {elGFR); she has reduced prodeinuria and
showed complete hematologic recovery (Table 1. The levels
of her auto-antibodies are undetectable, and comp lement
lewels were within the normal mange. Genetic analysis for
aHUS panel was performed at Centogene (Rostock,
(remuany) using next-gene soquencing and showed a hetero-
zygous deletion in CFHRI-CFHR3 (proieins related to factor
H of the alemative complement pataay). The kidney biopsy
after 1 year showed no signs of TMA and no disease activity
under continuous treatment with terminal complement
bloc keade.

Besulis: svstematic review

The initial search yielded 290 references. After exclugon of
duplicaies, 76 papers were evaluatod. The other papers were
excluded for the following reasons letter to the editor (e = 1),
clinical trial papers (r = 3], reviews (r = 34), and papers
related to PNH {r = 17). All the papers includod were case
reports describin g patients who wsed eculizumab for SLE and’
or APS. There are three case series with more than one case
described . The final numbser of papers was 1.5, with 20 patients
deseribed.
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Tahle 1 Fvolotionof exams befoe and afier restment with eon eemah
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Admigion | Day 10 Day Day 30 | Day 65 Day7? | Dayld | Day28 | Dischange | After 1 After 2
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Hh [F] [E] 73 6.1 7.4 23 73 1] 14 105 104
e 125 34 k] 185 15 5.9 48 3 B i)
Pit 50000 40000 57000 | 22000 | 81.000 113000 | 1385000 | 153000 | 145000 313.000 F35.000
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152mig/dl)
[r] WD Smgidl | ND ND ND WD WD WD LEmgfdl 17.7 Manmal
f12-
_36mg/di)
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Diuresis 100 100 100 100 100 100 E] f] 1200 2000 000
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med, ST

All the papers were published between 2001 and 201 7. The
demographic characieristics were as follows: 20 patients: 11
wine female, 6 male, and 4 were not described. The mean age
was 32 {range 4-38 years). There wene seven patients with
SLE, five with AFS, and eight with hoth SLE and secondary
APS (Table 2).

Sysmic TMA (characterized as those with anemia, throm-
hocytopenia, low haptoglobin, and'or high LDH and'or
schisivcytes on peripheral blood smear associaied with an
organ involvensent) was present in 1420 (75%) patients. Six
patients did not kave a sysiemic ThA but two of them had a
TMA restricied on the kidney graft hiopsy. One patient had
refractory hipus nephritis witwowt TMA, and three patients
usod eculizumab prophylactically for a kidney ransplant.
Only seven out of the 20 patients had ATAMTS13 deter-
minod, all in the normal range, excluding thrombotic trom-
e ytopenic purpura. The patients” profile of antibodies and
lahoratory exams described in the papers are presented in
Tables 3 and 4, respectively.

Regarding kidney transplant, nine patients used
eculizumab after transplant, five had SLE and secondary
APS, three had primary APS, and one had lupus. Three
transplanted patients started eculizumab prophylactically

wa, Pis plaielet, Pin poieimmia

hefore kidney transp lant and had primary APS, two of whom
wore re-transplants, and all had an uwneventul owtcome. Six
patients began treatment after transplant five had SLE and
seoondary APS and one had lupus. They presented refrac tory
TMA and other secondary causes were ruled out. Table 5
shows the characteristics of these patients.

All the 20 patients had renal invobrement. Seventoen pa-
tients underwent a kidney hiopsy. In eight, TM A was present
inbiopsy (Tahle 3). Five patients had pulmonary invobrement
related to the disease and three patients had newnological im-
pairment. Patients with pulmonary involvement had more se-
veore disease, two did not recover renal function, and omne had a
relapse after discontinuing medication,

Eightoen patients underwent plasmaphercsis sessions; the
mean number of sessions was 20 {range 2-120) scssions per
patient. Thireen patients reccived rinccimab {range -4
doses). Ecul rumab was started at a mean time of 70 days after
initial presentation, with a hematological response in 100%
and kidney recovery in 85% of patients undergoing
eoulizumab therapy,

O the patients who did not recover renal function, throe
initially presentod severe pulmonary sympioms, and one pa-
tient began eculiumab 200 days after the onset of the

1 Bpringes
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Table 3 Paient’s aunimmamity profile and renal biopsies

Case mport stndies ANA mte  Codiolipin ad  Ande O3 C4 sIA  Reanal biogesy Immumn affun e=cene
DOMA  TgGlgh hetal
Hadayaetal 2011 1:680 NI Pmineg P P Low  Low Nigraft TMA Cad—; C50 md C3
[13]
Shapimetal 2012 Pos NI Posfpes Nl Pms N NI Yes ™I NI
[14]
Camndetal. 2013 Pos M P P Pos M1 I Ves TMAnotpesent  CSh94+, O34, C105+
[15] Pas M NI WM P= M NI Ves  TMAnmpmsemt C%l+, O, C105+
M M Neghnm P Pus il il Yes TMAnotpesent  C5h9+, C&, C105+
Kmmnhichleretal. NI il Pmpms P P Ly Larer Yes TMAnotpesemt NI
A014[14]
Soakhan a al Meg Meg Meghem P M N M Yes THA M
014[E]
Lomeetal M4 NI M NI NI NI NI NI Ma YNT NI
[9] Ml Ml P P Pos Ml M Ma TMAand AR not NI
t
Wl M NI Wl NI Wl NI Ha YNI C5h9+ grammlar
Balhior et al 2014 Neg Neg Pmjos P P MNormal  Normal Yes LN OmsV, TMA NI
[15] Mt presant
Coppoetal. 2014 12400 1640 Negheg MNeg New 20 Undaaible Yes TMA and LN NI
[17] Cl=sV
Zilre etal X015 Neg N PmMND P P NI NI e NI NI
[19]
Wigetal 2015 P Pos  PmND P P NI NI e NI NI
[20]
ElHusemictad. Pe  Pos Negheg Meg NI a3 12 Yes Class M-V and Full hease in the mesangiom
2015[21] T™A and capil lary loops
Pickering etal Pas  Pos  Megheg Meg NI Lirey Lirw Ma Class VG M
2015 [22]
Bemeaetal. 2016 Pos 1160 Negheg MNeg Newg 55 11 Yes LN dmss V-V NI
[24] P R0 Meghem Meg Neg 4l 4 Yes LN OmsIT b |
Raufieta. 2016 1:320 5120 Negheg Neg Mg 3 139 Yes IN Qs TV NI
[2%]
Geethalonmri NI M PmMND P P NI NI Ma TMA Cad-
etal 2017 [25]

ANA antibod y antimuclkear, AR aonte mjecton, acl anticoagubat kpic, F femele, IF immanmo fuorescence, LN kpus nephritis, W mele, ngp negative, NT

natinformed, pos positive, sTHA systamic thmmbotic microang opadny

symptoms. Oreerall, the mean time for saiing eculizumab in
these four patients who did not recover renal function was
#6 days. Seven out of the 20 patents underwent a genetic
analysis of the altemative complement pathvaway genes, and
one had a pathogenic finding of the 3 gene. Nine patients
discontinued eculizumab, and one patient {with no genetic
abnormality deecied) had two subsegquent TMA relapses,
with good response after ecul zumab was resumed.

Dhiscussion
W describe a suocessful case of eculizumab treatment in a

patient with hpus nephritis and ThA which was refraciory to
standard treatment using plasmapheresis and

immunosuppressive theapics. We underinok a systematic re-
view ofthe lierare to analy2e similar or relaied cases using
eculizumah,

TMA is associabed with lupus in 0.5 to 10% of cases. The
incidence of class TV lupus nephritis with TMA mnges from 5
to 9% in the literature [1, 4, 26]. In some siadies, the presen-
tation and evohition of these patients are worse tan tose of
patients with hipus nephritis withowt TMA [4, 27, 2E]. Oder
studies, however, did not demonstrate this [2, 79, 30]. The
pathophysiology of TMA associated with systemic or auwtoim-
mumne dizeases i still unclear, but there is evidence of involve-
meenit of the alternative complementary patway [31].

TMA has been related to the APS [2—4, 27, 30, 32-39] in
some studics, while other authors have not demonstraied this
comelation {[26, 27, 30, 40]. In the present case we report,

) speinges
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Table d Patient’s bhomiory exams
Case rpont studies Hhigdl) Créimgdl) Pheldmwmt LDH(L) Hepoglobioe imgdl) Usne ADAMTS 3
Hadya o 2l 2011 [13] M 19 Ml NI N M Ml
Shapim et al. 2012[14] T8 M 35,000 1282 <3 M M
Canand o al 2013 [15] 72 45 50,000 NI Undeteahle M M

NI i3 100,000 NI Undetecable b M

62 54 0,000 NI Undetectabile N Ml
Emnhichleret d 2014[15] NI Ml NI NI N M Ml
Srakhan a 2l 2014 [§] 123 7 44000 3720 N M SE%
Lo etal. 2014 [9] M M M NI H M M

M M NI NI I M M

NI Ml 50,000-150,000 N N Ml
Baltar et ol 2014 [15] M Ml NI NI N M Ml
Cappaet d. 2014 [17] a3 Elevated (NI} 55,000 1000 =20 P Hem Kaamal (NI}
Fils etal 2015[19] M 45 20,000 S48 N M Fammal (KT}
Wig etal 2015 [20] NI Elevated (NI} 25,000 NI b p” Waommal (KT}
ElHemanietd 2015[21] &4 33 25000 1577 =10 Pu’” Maamal (KT}
Pickering stal 2015 [22] M 24 Ml NI N Pu Ml
Hermea stal 2016[24] NI Hl Hl et N P=iHam Hl

63 63 18,000 159 =20 2+Pmd + Hem 67%
Raufiet d. 2016[23] 87 25 50,000 3411681(12) =30 PmHan 9%
Geethalumari et d. 2017 25] NI 73 52,000 NI N N Ml
NI natinfmmed
* Proteimrria, 6 gilay
" Proteimeia, 1 gidey
©UPCR, 4 9 mgimg
AUPCR, 2540 mefmmal

anti-pho spholipid antibodics were negative on admission and
after 12 wecks.

A putative explanation for the asocation of lupus ne phritis
amd TMA is that awin -antibodies may have primed the endo-
thelium, unmasking a complement atiemative patvaay defoct
The activation of both classic and altemative complement

Tahle 5 Tomphned ptents

pathways may play a role in the pathogenesis of TMA in
paticnts with lupus nephropathy [30].
Some authors have suggested thatthe development of SLE,

cspecially lupus nephritis, is closely associabed with immmume
complex-induced complement activation via the classical
pathway, but there is also a hypothesis tat te activation of

Case rport sindies D spmomes Pre Tx Pt Tx Hamanl ogical response Rena resporse STOP s liromah
Hadaya et 2l 2011 [13] SLE Ha Ves' 12 days Yes'T days Ve 1 days Yes
Canand o 2l 2013 [15] SLEAPS Ha Ve 12 dmys We10 days Ve 1 damys Yes

SLEAPS Ma Ve 12 days V110 days Vel 4 days Yes

SLEAPS Ha Ve 12 days VesT0 days Veul 4 days Yes
Lemze etal. 2014 [9] APS Ve Yes— 1 day Yes Yes Ma

APS Yem Wes— 1 day e Yes Mo

APR Yem Ve~ 1 day e Yes Mo
Bakhtar &t 2l 2014 [15] SLEAPS Ma Vo7 daym Ve Ve Ma
Geethalnmari et 2l 3017 25] SLEAPS Ha Ve 15 days Ve days Vel days Ha

A P3 antiphasphalipi d syndrome, SLE systamic lupus enythematoss, Tr tramsp ot

'a Speinger
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the altemative complement patvway could refloct discase ac-
tivity and alko might play a mole in activation-induced sclf-
injury and inflammatory response in SLE [30, 31].

Patients with a deficiency of complement regulators of te
alternative pathway, such as factor H, may be susceptible to
the development of SLE. Recent studies have found teat ho-
mozygous deletion of CFHR3-CFHRI conferred a signifi-
cantly increased risk of SLE compared to no deletion.
Jonsen et al. [41] deseribed no association between mutations
in CFH and CDd446, a5 found in aHUS, and SLE expression,
bt found instead that these mutations are likely o affoct the
timing of onset of lupus nephritis. Patients who develop SLE
amd TMA may have activation of the altemative complement
pathvway by mochanisms still unknown, which may inchde
mutations on genes that regulate alemative pathway s, auto-
antibodices, and those of the classical pathways of complement
activation.

In a recent publication, Hernand ez-Molina et al [30]
showod that lupus nephritis in patients with chronic ThiA
had a worse kidney prognosis than that in patients without
TMA, and this dat was mken ind account when we docided
to start eculizumab in te patient described.

In a review of plasmaph eresis in patients with lepues nephri-
tis and TMA, the suthors demonstrated that patients who
underwent plasmapheresis had a better response than the
group which did not wndergo this treatmeent [11]. The plasma-
phercsis group, however, had a high relapse rate. This poor
response i plasmapheresis and other therapies maises the
question whether we are reaching the target in the treatment
of these patients. Prohably, the pathophysiology in fhe non-
responsive patients is beyond the simple activation of classic
complement pathways, perhaps involving momume complex
amd endothelial inflammation [11]. Atypical hemaolytic-
uremic gyndrome is a prototypical TMA, caused by an inahil-
ity to stop alernative pathway complementary activation of
the terminal membrane attack complex (MAC, C5b-%), thene-
by leading o damage of the endothelial cell bods throughout
the body, as well as an inshility o block platelet and white
hilood cell activation in the circulation, which adds furter to
the microangiopathic process [12]. Additonal cases of aHUS
may be seen in avanety o f circumstanees that lead to aliema-
tive complemsent ower-activity coupled with the absence of
sufficient reguation, including SLE, scleroderma, mealignant
hypertension, and pregrancy, among other conditions, A re-
cent study of 193 patients employing a high-throughput ge-
nefic seroening process demonsirated the ability o find most
mutations and, alkko, mised the question of novel genetic var-
iants in the patogensesis ofaHUIS [42].

Eculizumah is a humanized monoeclonal antibody, direcied
against complement CF, that blocks the terminal albemative
complementary pathway and is FDA-approved for treatment
of patients with PNH and aHUS. This antibody binds @ e
C5 convertase site, avoiding C5h-2 (membmane attack

complex) and C3a (a poent anaphylateotin) formation [43].
The safiety and efficacy of eculiumab in patients with aHUS
has heen demonstraed in progpective trials [12] and exten-
sively reviewed in a recent publication [44].

From our sysematic review, we found that all the case
reports described above demonstrated good resgponse using
eculizumab in cases of TMA and SLE andior APS. One case
described a lupus nephritis patient refractory o standard ther-
apy and without a systemic TMA who had a succesful ne-
sponse [17]. The severity of the discase and the time to stant
treatment seem & prodict a worse renal outcome.,

In the case reporied by El-Husseini et al [21], there was an
improvement in a patient with TMA and SLE when treated
with cculizumab after failure of a more classical immumosup-
pressive treatment approach. Some other case reports of pa-
tients with CAPS showed a successful response using
eoulizumab when patients wene refractory to other treatments
[16, 19, 45] Mevertheless, this topic is still under debate since
other authors could not identify a benefit in the use of
eculizumab in patients with CAPS [6].

Similar to our patient Hu et al [4] demonstrated a poor
renal and patient survival rate of 1, 3, and 5 years in an anal
ysis of patients with class [V lupus nephritis and TMWMA when
comipared with patientsin previous sudics with class [V lupus
nephritis and o TMA [46]. This comoborates that the pres-
ence of ThMA adds severity to lupus nephritis and froguendy a
POOT response to conventional therapics.

More studies with eculizumab are nocessary to provide
further information about its wse in SLE and'or APS and
TMA, but given the mreness of the disease with both associ-
ations, multicenter and collaborative group stadies will be
difficult to conduct with a reasonable number of patients,
Case reports are helpful to share the experience of different
centers and provide the hackg round for higger trials.

A genetic analysis may reveal a mutation in the regulatory
factors of the altemative complement pathway or awto-
antibpdics against factor H or [ or CD46, among others,
Eculizumab may he an option for the treatment of refractory
Tupus nephritis’ AFS with TMA when classical treatment is not
cffective [47], but a response docs not depend on e presence
offinding a frank mumton.

This case report and the cases anabyzed from the sysiomatic
review above demonstrated that terminal complement block-
ade can be an effective treatment for patients with SLE and'or
APS presenting or not TMA, who are resistant to classical and
potent immunas uppression therapics. Genetic testing may
help identify patients with aHIUS and SLE/APS and therefone
inform on long-temn treatment plans,
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his important aritiques. We are ako grawefl o Renao Eick and John
Willdnson for mviewing the English.

1 Bpringes

113



Clin Bhaomein]

Authors' contribubions  MIT

designed the smdy, Blkwed up pa-

tiemt, collacted the dats, snahywed reslis, and wrote momscript; TW
and LFC—@llowed up patent and amalymed resols; LEP—anadyred
mesul s and revised manuscript; LMP—designed the smdy, anabyzed w-
sults, and mvised mamscript.

Complisnce with ethical standards

Conflict of interest The anthom MTH and LMPP declre that they
reive fems 25 speakers and omsoltants fiom Alewion Phamacentimls,
Brazl.

TW, LFC, and [{P dedare no oonflids of inieresi

References

Appel GB, Pimni CL, D'Agati V (1994) Remal vasculer complic-
tions of sysemic npos erythemaims. J Am Soc Mephnol 48
1499-1515

Banfi (G, Bestani T, Boari V etal {199 1) Renal vasaolar lesions asa
madeer of poor prognosis in patents with kpos nephritis. Googppo
Taliano per o Studio ddlz Nefrite Lopica (GISNEL). Am J Kidney
Dris 182 240 248

Tsmmagasr T, Fokumoio 5, Kimo M, Tanska K {1985} Incidence
and signi fimnce of ntaranal vesonlopathies in patienss with sys-
temic kupus eythemeinsas. Fan Pathal 1601 p43-49

Hu WX, Lin ZZ, Chen HP, Zhang HT, Li LS, Lo ZH 2010)
Climical characteristios and prognosis of diffise proli Erstive lupus
nephritis with drombotic micrengiopaty. Lopos 191401 591
1598

Wiergge (B, Hamingion T1, Andrews D, Campiniero MF, Grem
DF, Mayer A (2013) Catastrophic ant phos pholipid sy ndrome with
severe aoue hmmbotic micoengiopath v and hamaormhegic amp b=
catims. Case Rep Med 20 15:915309

Frlan D, Aguiar CL, Andrade T et al 2014) 144 Internatonal
Congress an Amtiphmephalipid Amihodies: t=k foxe repost on
antiphospholipid syndrome reatment trends. Amoimmon Rev
136 GRS 636

Raodrigues Pintol, Epinmsa (i, Cenvaa R (2015 yCamaophic APS
in the context of other dhrombotic microengiopathies. Camr
Rhematal Rep 17( 10482

Seakden M, Hurado-Shordoni M, Galeas N, Bakirhan K, Alexis
K, Ekafei T (2014) 36-year-ald female with catastrophic
antiphos pha lipid syndmme rmed with acolizmmh: & cse repaort
and mview of liersture Case Rep FHamatwl 2014704571

Lomze BE, Zachary A A, Magmo mdﬂm]ﬂtmm pe-
venis recurzmt antiphesphalipid antbody =y and enahl
snaessfol ranal transplanttion. Am J Transplant 142 pd 59- 465
Nesher (i, Harma VE, Moore TL, Harsh M, Oshom TG (1994)
Thrombo tic mmi anoengi ograpbic hemn hytic anemia in s ysemic lopus
enyd . Semin Ardhrits BFhaom 24(3c165-172

Li Y, ¥a F, Zhou FI, Zhao MH (201 &) Plhampharesis i msoci-
ated with hetter menal ouicomes in lupus nephritis edms with
thrombotic microangiopathy: 2 case series study. Medicine
{Bakimoe) 951 pelfas

Legendes CM, Licht C, Lairat C {2013) Eaolzumah in atypical
hemaly ticamemic syndrome. N Engl ] Med 36% 14):1 379- 1380
Hadaya K, Foman-Lacaz & Funawux D etal {2011 ) Ecol imomeh in
aaie moumanae of thombotc micmengiopathy afer renal frans-
plmatson. Am J Temsplant 11{113:2523-2527
Shapira T, Andrade T, Allen 51, Salmon JE 2012) Brief mpon:
induction of sus@ined remission in recorent caestrophic
antiphos phal ipid syndrome via inhibition of terminal

with culizimah. Anhrits Rheum 64@p2719-2723

&) speinger

15

0.

2L

12

23

24

25,

26

27

28

29

LIS

3L

32

Canmd (3, Kamar N, Anglichean I et al 2013y Eculimomeb im-
proves posttramsplant thrombaotic microangiopathy doe to
amiti phes phal ipi d s yndrome recorence b falls o prevent chmnic
vascular changes. Am J Tensplant 138,21 79-2185
Eranbidhkr A, Frank R, Kimchfink M et al 2014) Efficacy of
eculizimeb i 2 patent with mmumoad serption dependent @ta-
stophic antiphospholipid syndrome: & case report Medicine
(Baltmaone) 93 26)0e 143
Coppa B, Perurzi L, Amore A e 2l {2015y Dematic efiects of
eculizumeh in a child with diffuse proligrathve kpos nephritis =-
sistnt 0 comventiona] terapy. Paliag Nephrol 3001:167-172
Bakhter 0, Thajodeen B, Braunhut BL et o (2014) A case of
body syndrome successfully treated with eculizumahb.
Transp bntation 98(3rel T-el8
Zikos TA, Sakolove 1, Almja N, Bemhe C (2015) Foulimmmah
imdues smsiined mmismim N 2 petot with refrciony. primany
opthic antiph osp halipid. s ynd . J Clin R} il 2 1§06
3]] 3]3
Wig 5 Chan M, Thachil I, Broce I, Bames T (2016) A case of
melpsing and mfecinny catasrophic ant-phosphaolipid syndrome
sumessfol by menaged with eculimmeh, a complemant 5 inhibitor.
Rhematalo gy (O e p 552382384
El-Huseini A, Hanman 5, Awad A, lemings 5, Comea ¥V, Sauaa
BPF (201 5) Thembotic microengiopedny in sysemic lupus
matoss: efficcy of eulimmeh. Am JKidney Dhis § 5110127 ]3ﬂ
Pickering MC, Tsmajli M, Condon MB =t al {2015 Eaol toomah ax
rescne therapy in severs resistant lopos nephritis. Rheumainlogy
(Oncfiord) S4(1 2):22 86-2 288
Raufi AG, Scog §, Derwish O etal 201467 Awypical hemolytc
uremic syndrome secondary o lupus nephritis, respomsive to
eonlizomah. Flamain] Rep 83056625
Bamea RS, Sharma N, Cohen K, Liarski VM 2016) Use of
el imomeh in atypica] hemohytic uemic smdome, complicatng
systemic lupus ey .Ji0mn Fh il 22§ e 300523
Geethaknmari PR, Mille P, Gulat B, Magalla 5. (2017)
Complement inhibiton with ool omeh fior gmombotic' mionoen-
Sﬂ[l..'lj' ﬂm:ll.'lwmg dmu'hdn:_l.' transplantin & patent with
phalipid antibody synd . Transfus Apher Sci 563
400403
Frampiom (G, Hicks ], Cameron 15 (1991) Significance of anti-
phesphalipid antibodies in pedms with ops nephrits. Kidney
Tmt 3961 2251231
Cheumsuchon B, Rongh B Cha i R,
A,Plnclnhhln'ﬂ?fm‘?]?mﬂmmd drncmiltiugr fimd-
ings af antiphosphal ipid symdrome neplepadry in Thei systamic
Ipus erythematasns patients who underwent renal hiopsies.
Nephralogy (Carkon) 12{5)4 74-480
Espinosa (G, Bucdarelli 5, Cerven R etal {2004) Thrombaotic mi-
o ginpadic heamal yio aneemiz and antiphospho lipid antbod-
ies. Arm Rheaom Dhs G367 30736
Telamidou MU0, Sotsion F, Nakopoulon L, Visdhayisnnopoulos
PG, Monsopoules T (2004 Amtiphasphalipid syndromes ne-
phropathy in patienss with systemic lpus erythematosos and
antiphos phalipid anghodies: pevalence, dimical assodstions, and
long-term ouicome. Arthrts Fhaom SHER2569-2579
Hermander Malina (G, Gard s Trejo LF, Uribe M, Cabral AR {20 15)
Thromiho tic microengiopety and poor enel outome in lowuos pae-
tients with or without antiphosphalipid sy . Clin Exp
Rheumatal 3 54503508
Watanahe FH, Garmier (4, Circolo A et al (2000) Modulvion o fremal
disease iIn MRELApr mice genetically deficient in the alermativwe
complemanit padh way fedor B. J Immama] 16825786734
Pierangeli 55, Espinola RG, Lin X, Hamis EN {2001}
Thmmbagemic efects of antpho spho lipid antbodi e ore med ined

114



Clin Rheumain]

EER

14

35

36,

3.

5.

34,

by mtercellolar cell adhesion maolecule- 1, vasakr cell adhesion
malscule- 1, and Padactin Circ Res 8820245250

Daugas E, Mochy T, Humg DL et a (2002) A mtiphosphal ipid
syndrome nephropethy i systemic lgus aythemamsos. J Am
Soc Mephml 1314252

Nachy D, Dengas E, Drox D et al 1999 The intraremal vasculsr
lesinns associveesd with primery antiphesphalipid symdnome. 1 Am
Soc Nephml 10375507518

Jordan N, Chaib A, Sangle 5 etal (2014 ) A ssociation af $rombaotic
micman giopathy and intimal hypemlasia with hlealing post-reml
hiopsy in amiphospholipid antihody-positive padens. Andrits
Care Res (Hoboken) 665 £ 725-731

Frre (iL., Bosincn [, Fesdds B e al 2014y At plhees phil ipid syn-
drome neplmogedny (4 PEN) in patienss with lupos nephrts: 2 ret-
meEpractive dimical and wmal pathology sody. Rheumuin] Tt 3864 ¢
5R5-541

Semg [, Wa LH, Wang FM et o {2013) The spectmum af rena
thmmiotic miomengi opadny in hgos nephritis. Asthritis Res Ther
15{1cR12

Pierangeli 55, Hamis EN (2003) Prohing antiphosphalipid-
mexlinted thrombmeis: the imerplay between snticardinlipin anti-
hodies and endothelial ells. Lopos 127539545
Carvera B, Telotomidou MG, Espines G etal (2011 Task fore on
catstmphic antiphaspholipid syndrome (APE) and non-criteria
APE moni Estations (T @bstmphic APS, APS neplropashy and
heast valve lesions., Lupus 20(2):] 65-173

4.

4l

42

43

44,

45

44,

47.

Cohen T, Kooprmns M, Kemer Hovinga I etal (2008) Potential
for glomaralr C4d ax an indicator of thrombatic miooeng opasth v
in hpus nephritis. Arthritis Rhewm SR(8):2 860 2469

Jomsen A, Nilson 5C, AhlgvistE et a (2011) Musations in genes
emonding ommp lement inhibiors CTD46 and CFH affec the ape at
nephritis omset in patiens with systemic lupus erythematsns.
Ardritis Res Ther 13&cRM0&

Ba F, Bosa NG, Jones MB et al 2016) Figh-troo ghpuot genetic
testing for fimmbatic micmang iopathies and C3 g kmeanal opahies.
T Am Soc Mephral 27 4):1 2451253

Legendre MW, Licht T, Muous P et o (2013 ) Terminal complemant
inhihiinr e lnmeb in sypical hemaolyticmemic syndmme. W
Engl ] Mal B2 3216921581

Padm LM, Langman (B (2016} Criie] appraisa] of emlmmmah
fior atypical hemohviic wemic syndmome. J Blood Med 7:39-72
Lomze BE, Singer AL, Montgomeay BA 2010y Ecul tmomeh and
remal tramsplntation in 2 patient with CAPS N Engl J Mead
BN 1817441745

Maijafi OC, Karbet 34, Lewis EJ et a (2001) Significanae of his-
whgic peteams of glmearular njuery upon kng-tem prognosis in
severs kpus glomem lonephrits. Kidney Int 5906521 56- 2163
Licht C, Greenhaum LA, Mims P etal 2015 ) Efficacy and safety of
eonlimmeh in aypio] hemolytic nemic syndrome from 2oy
extersions of phase 2 stdies. Kidney Tnt 87 & 10611073

115



116

APENDICE B — Soluble CD30, Acute Rejection and Graft Survival: pre- and 6
month post-transplant determinations- When is the best time to measure?
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ABSTRACT

Background. Pretransplantation soluble CD30 (sCD30) has been shown to be a good
predictor of acute rejection (AR} and graft loss, This study aimed to evaluate the effec-
tiveness of sCD3) measured pretransplant and up to & months after transplantation as a
predictor of AR, graft loss, and survival at 5 years post-transplantation. Subjects were
patients mociving living donor renal trarsplants at Borsucesso Federal Hospital (Rio de
Janeiro) in 2006 and between August 2010 and May 2011.

Mathods, =CD3) was analyzed in samples collected pretransplantation and 7, 14, and 21,
28 days and 3, 4, 5, and & months post-transplantation from 73 kidney recipients.
Results. Patients in the AR group did not present a positive correlation with the sCID30
levels pretransplant (F = 34} in the posttransplant period, the 7- to 14-day samples
showed patients with AR had higher levels of thie biomarker (# = 036). The graft
survival in 3 years of follow-up was not different between groups.

Conclusions.  The best time to predict AR using sCD30) is the 7- to 14-day sample;
however, identifying and following the decrease of this biomarker from pre- to post-
tramsplant scems to be better than just 1 measurment. The sCD30 post-transplant is

another tool that may be used in monitoring patients after renal transplantation.

CUTE REJECTION (AR) remains a major challenge
in kidney tranaplantation [1-4]. Pretransplant deter-
mination of a recipients dsk of graft reecton B an
important prerequisite for deciding on immunos uppres ion
thermpy [5). In clinical practice, panelreactive antibody
(PRA] i an immunologic pammeter that provides clindcally
wieful information regarding the outcome of kidney alle-
graft [67)

Associated with this feature is the search for a domor-
apecific antibody (D8A), which is increasingly used 1o pro-
vide a mone accurate diagnoss of acute antibody-mediated
rejection, and concomitantly constitutes an approach in
the treatment of early AR [8]. CD30, which is a member of
the wmor necroas factor family, is a 12-kDa tmans
membrane glvooprotein that & preferentially expressed on
the surface of T cells [%). CIDA) was originally identified on
the surface of cells by Hodghkin and Reed Stemberg and is
only identifled in bow levels in normal indid duals [ 100, CD30
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e/ ol argl 0L 107184 irans proosed X018 02,025
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expreasion  increases when cells are stimulated and
activated. A protechtic reaction releases soluble CD3E)
(#CDAED), which has been detected in the serum of patients
with several conditions, including viral infections (human
immunode ficiency virus, Epsiein-Barr virus, human T-cell
kmplsotropic virus type 1, and hepatitis B virus), autolm-
mune diseases (lupus envilematosus, atopic dermatitia, and
thewmatodd arthriti), and some tumors [11]. Several studies
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report that sCDA0 & an important molecule for T-cell
memory that regulates the balance between the Thl and
Th2 immume responsge [12113). Martinez et al [14] observed
that CDAM T celk were the major sounce of cyioldne
production by T kmphocytes after stimulation with alloan-
tigens, sugpesting a specific mle of CD30+ T cells in
allodmmmnd ty. At higlver comoentrations, CD30 inc reases the
renponse of T celk [13]. Activated CD3H T celk in vivo
amd in vitro release sCDA0 into the circulatory system,
leading to apeculation that sCD30 levek may be closely
asmoctated with T-cell CIDA) expression, and therefore may
e used as a marker for the immune status of patients [15].

AU A was also ssoctatedwd thimmunol ogic eve nits in nenal
transpl antation, such as acute and chronde rejeaion [16,17].
Previous studies have suggesied that pretransplant levels of
ACDA0 are a good predictor of kidney graft owtoome [18-21].

The association of PRA, DSA, and £CDA0 in the pre- and
poat-transplant period may provide more accurate data 1o
asens the rik of AR in these patients [21-23). Our group
alo showed that sCDAD levels pretransplant and at day 7
amnd month & were ssociated with PRA in the first 2 months
and identify kidney transplant patients at rik for early AR
[24).

This study aimed to evaluate the effectiveness of sCDED
measured pretransplant, at 7, 14, 21, 28 dos, and at 2, 3, 4,
5, and & months after transplantation as a predictor of AR,
graft ks, and survival at § vears post-transplantation and o
evaluate the CD30 variability among these patients.

PATIENTS AND METHODS
Ethica

All patients were invited 10 particpate in the sindy and signed a
writen mfbmmed cmsent form This stody was performed in
acmrdanee with standards of oo hospitls Ethics Commitisss
(1141 CEFHUPEACAAEDD 71-0- 228 0000 5).

Study Population—Patents

We emluated T3 remal transplant subjects with living donors (42
men and 31 women), with a mean age of 39 + 12 yam. In 2006, 37
patients were transplanted and 36 were tramsplanted betwesn
Angest 201 1 and Angust 201 2 at Borencesso Federal Hospital, Rio
de lmeim, Bragi] (HFB)L. Tramsplamed sobjects were followed op
for & period of 5 years post-transplant

m L
The immunosmpgressive regimen defmed by the tramsplant team
predommantly comsisted of a cakeinenrin mhdhitor, cycksporine ar
taalimus, mymphenalate mofetll, and prednisone. Rapamycin
was administered in specific patients in place of mymphenolade.
Inductom was performed with momockmal anti-interlenlkin2
receptar { hasilizimah, anti{"D25) or anti-mman glohulin {thymo-
globulin) in patients assesmed as hawing the greatest sk of nejection
scmrding i the protacal of the renal tramsplant team.

Acute Rejection

The gieria for AR induded thase in the dinical routine esth-
lished by the Serde of Nephralogy of HFB. Rejection epiodes

729

were dizgnosed from clinial, laboratary, and pathalogic aspecis,
induding weight gain, decreassd urine aatpot, fever (5370, graft
pain, enlagement of the graft, and the presence of elevated
areatnine lewel in the absence of mction or drag-induced neph-
rotoxicity. The disgnosis of rejection was defined by a comelation of
dinical signs or remal hiopsy by Banff dassification. Subjects who
developed AR episndes were treated with methgdprecniokme {1 g)
intravennsly dadly for 3 deys. Ten refracinny cases wene treated
with antithymooyie globulin or plamapherexic.

Patiant’s Folivw-Up

All the patients enmnlled in this stody wene routine] y fol lowed op on
o ipatient clinic untl 5 years post-tran splantation or death. During
the bllowup periad, blood and urine samples were calledted to
evahate graft fimation. If there were any signs of infedions or ather
disease, the patients werne treated following the protoan] of the
trameplant team. Information on mejectiom  epiode, infedtion
episade, graft fundion, and patient survival was documented.

Samples

The U0 levels and PRA were determin ad befiore tran splan tstion
and sCD3) bewels at 7, 14, 21, and 28 days and 2 to & months after
trarsplantation at the ©llowup comulations. In the ase of any
hospitlization for a suspected mfecim or rejecion, a blod
sample was mleced PEA lsh screen and miwed screening wene
ohined pretansplant.

All subjects undersent T- and B-lmphocyte cros-matching.
Tests were conducted wiz the omwentimal method of
mmplement-dependent oyintowicty (Mational Tnstitates of Health
Centers for Disease Comtrol and Prevention). T- and B-lpmphacyte
donoms and serum recipients from peripheral blood were used.

Cross-matching resols were clesified ax negative for <10%
nomviahle cells, weakly positive for 11 % to 20% nonwiahle cell, and
pasitive for =29 nomvishle cells. HILA typing was performed wsing
malscular analysis kits LahTypeTM S5P andfor S50 from Ome
Lambda Inc (Cannga Park, Calif, United States).

PRA was performed pretramplam wxing & commercial kit wia 2
methadalagies: { 1) enzyme-linksd immumosarhent amay (ELISA)
LATM 205 and I0OM5 and LATIZ40 (Ome Lamhbda Inc)
amtaining prealimated ELISA reagents for the detection of [5G
antihady to HLA chex T ar dass 1T in human serum. In separaie
wel ks of & Terasaki plate, defined amoum tx of affmity porified HLA,
or {2) flow cptometry—Mixed LABSaeen, LABSaeen FRA Oas T
and Class TT {0Ome Lambda Inc) wene meed sequentially when tested
positive with Mixed L ARSoresen. The resol & of PRA soreening wene
expressed in relation to the nomma lired backgromd ratio and levels
up i A0 were comsiderad negative. HLA Fosion 20 software was
weed to mierpret the samples. The munt wloe of beads must
he >100. The vale of the negatie anntrol should he <500 (Mived
LABScreen ) and 1500 {LABScreen PRA]; the value of the positive
mmntral should be = 1,000 (Mived LABRSareen) and 3000 (PRA
LABScreen .

Meamwement of sC030

The sCDA) messurements were performed with an ELISA, ac
mrding to the mamfactorer’s proino] (BMS240nst it of homan
=003 eBiosdence). Samples were mllected and stored at -X°C
1o annid bosx of hinactivity. Upon anahsis, samples were thawed at
monm temperature and genfly minesd for testing. Patient serom and
standard dilotioms of LD wene pipetted into wells in duplice
and incubated in the presence of homeradish peroxidase conjug e
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for 3 hours at room emperatore. Following washing and the
addition of snbstrate solotion {10 minotes, 20°C), olor miensity
was measured at 4530 mm. Concentrations of sCD30 were deter-
mined by comparing the optical density of the sample wells with the
optical demsity of welk mmiaining standard dilotiors of =CT60
{standard curve].

Renal Binpsies

A il of 15 nhrseond goided biopeies wene perfformed for sos-
pected rejection by the Nephrology Sersice of the HFB. The ool lected
material was fypiclly taken from the kower pale of the tramplanted
kidney. The material was fed i 4% paraformaldehyde and
embedded in paraffin. Analysisand dizgnosis wene perfommed by the
Pathology Department of HFE flowing the Banff classification
{200 7). Immum ch istoch emistry was perfmmed to assess the presenoe
of Cdd, which was onmsidered positive if deposits were observed in
108 of peritubular apillaries | 25,26].

Statistical Analymia
Categorical data are desaibed by mumber and percent. The fre-
quency of sex, ethnicity, ABO bload type, age, and redati ons hip with
dmmaors were performed by diredt onting. Dats were anakeed
using Fxcel { Microsaft, Redmond, Wash, Unied States) and PS5
{8PES, Chicaga, T, United States) wersion 230 Comparims of
freqmencies and averages hetween setx of varishles and groups wene
periormerd by o7 or Fisher test. P« 115 was comsidered statictially
signifimnt DX level and their amodation with AR were
anahred wming the Feher test Knkal -Wallis test and the resulis
were expresmesd ax the mears + standard devistioms. The padred ¢
test was med 0 ewlmate the samples, comparing the mllection
times. To wlidste 2 (D30 effect an AR epbodes and graft
sureival, we defmad an operatiomal cutoff =CTM0 lewe] with the
highest spedificty and semsitivity for the risk of AR and graft ko
{receiver operating characeristc [ROC] cure amalysi) that
allowesd a differentistion between subject groups with and without
rejection. All siatistial analyses were carmied oot wing SPSS soft-
ware and MedCak software {Versim 95 4 MedCalc, Mariakerke,
Belgium). Resulis were significant at the level of P < (05

We alko med a oooff point of sCO) pretansplam s=t ot
=100 ngfmL [17,24] and after ransplantation at > 40 ngfml [27] to
comsider positive SCDA], described previously in the literature.
Survival analysis was carmisd oot by the Kaplan-Meier method P
walnes « (15 were onymsidened significamt.

RESULTS

Baselns C1 -

I this study, 31 were female patients, and 58 patients were
white, & black, and 9 of mived ethnicity. Regarding previous
underdying diseases, 4 patients were diabetic, 6 were diag-
nosed with focal segmental glomerulscleroai, 26 had
glomerulonephriti, 19 had hyperension, 3 had sstemic
luwpus ervihematosus, 5 had wrological problems, and 7 lad
undetermined causes. In the evaluation of patient immuwne
sensitization, 12 had PRA clas 1 > 200% and 9 patienis
exhibited PRA clas 11 > 2% A wotal of 38 patients (52%)
had a history of prior bloed transfusiona, Three patients were
previously tansplanted (4% ). Fifteen patients had previous
pregnancies. HLA msulis were @ follows: 9 patients were
HLA identical, 37 patients wene haplo-identical, and 8

DE HOLANDA, MATUCK, DE CARVALHO ET AL

patients had no match, Immunosuppression was performed
with basilicimab in 3 patients and with thymoglebulin in 2
patients; 18 (246%) patients had epiodes of AR, 2 with
hwmoral AR Only 15 undersent a renal biopsy, and 3
patients were considered & exhibiting clinical AR, They
presented wonening graft function, with incresed creat-
nine; other causen for this wene ruled out and methylpred-
niolone pulse was camied out. During 4-vear follow-up, §
patients developed graft sz, 2 died, both with infection
(Table 1)

The 2 series wene compared (X6 va 011-2002) and no
statitical differences between the demographic variables
weneobierved. The medianof sCD30evels in the 2006 series
was 85 ngmL and the 2000 to 2011 series was 106 ng'mL
(=10, Rejectione pliodes (P = 38) and grafilos (P= 20
ahvowed no statistically signdficant difference.

Saynples Analss

ACDAD levels were determined in 483 samples: before
trangplant (n = T3 at Tin = T2, 14 (n=54), 21 (n = 51),
and 28 (n = 49) days; and at 3 (n = 41, 4 (n = 26), §
(n = 28), and & (n = 39 montha after transplantation. The
analysi demonatrated that the samples from 7 1o 14 dns,
from 21 i 28 days, and from 2 months to & months had a
oo cormelation and did not de monstrate differences on the
paired ¢ test. We defined 4 post-tranaplant tme polnts for
the analyai: Tio 14 days, 21 10 28 days, 3 1o 4 months, and 5
to 6 montha, i a sample at 7 davs was not avalable, we wsed
the 14-day sample; we folkwed the same procedure for 21
to 28 davs and for the others to complete the samples
analai. We companed samples using the paired ¢ test, and
these tests did mot shos differences in these oollecting times.

Acute Rejection
Eighteen patients presented an AR epiode. The mean time
of AR epiode was 162 days (range 1-129 days),

Oime patient who presented humoral rejection lost the
graft because of the AR. In the clinical rejection group, 1
patient evolved to death becawse of a long-time infection
after the epiode of AR and 1 lost the graft and was diag-
nosed @ interstitial fibross and twhular atrophy. In the
group of cellular rejecton, 4lost the graft; the cause and the
time of bosa are detailed in Table 2.

Pretransptant sC0A0 Levels Acule Resction and Gralt Loss

There wa no difference in the mean values of «2CD30
pretransplant, when companng patients with AR and pa-
tents without AR Pretransplant sCD3) level of patients
with AR was 11005 + 599 ng'ml., compared with 979 +
517 ng/ml in patents without AR (P = 389). Considering
the cutoff value of sCD30 > 100 ng'ml at pretransplant,
444% of the group with AR presented higher levels of
ACDAN compared with 43.6% of non-AR group (P = J582).
In the analsi of gaft los in 5 vears and sCD30 pre-
transplant, the mean was 1112 + 8004 for patients who lost
the graft and 99.7 + 502 for patients that did not loss the
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Table 1. Demagraphic Data of Living Kidney Trnsplant
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graft (P = 280). Using the cutoff of 100 ng'mL for sCD30
and graft loss, the anahsi did not demonstrake statistical
significance (P = 503)

An ROC curve was applied to evaluate the best level to
predict AR pretransplant, and the area under the cuve was
0561 (P = 415 95% confidence interval (L439-0L6TT).
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Post-Transplant G000 Leveis, Acute Rejection, and Graft
Loss

The mean podt-transplant anabsi on the T to 14-day
samples hetween both groups (rejection w8 modnrejection)
was 581 + 516 and 589 + 532 ng'ml., respectively,
(P = .185); considering a cwinfl level ahove 40 ng'ml. as
podtive, 61.1% of patients with AR had posdtive sCD30
levels, compared with 15.5% of patients that did not present
AR in this time (P = 0538 odds ratio = 3.73). The ROC
curve demonsirated an amea under the curve of (L7285
(P = 004 95% confidence interval (LG0T-0LE24). The beat
cutoff in our study was 25 ng/imL (specificity 463% and
sensbility 88.8%; Fig 1) When the cutoff of 25 ng/ml. was
applied as positive in the posi-transplant 7 to 14-day sam-
ples comparing both groups, 888% of patients with AR
presented level of sCDA) above this cuoff and 3.7% of pa-
tienis were without rejection (P = .013). The mean of sCDA0
of patients that loat graft in this tme was 555 + 759 ng/mL
compared with 4009 + 497 m/ml. from patients who did mot
lose the graft (P = 138)

The analysis between 21- 1o 28-day post-trans plant samples
avowed a mean of sSCDA0 of 333 + 29000 the AR patienis
and 26.5 + 18 8 ng/m L inpatients without AR (P= 293). The
cutoff of 40 ng'ml. was applied and did not demonstrate a
diffie rence be tween the groups (P = J182). The ROC curve to
evaluated the best value to predict AR was applied and the
area under the curve was 0534 (P = N4 9% confidence in-
terval (LA-(a6d ). The correlation of sCDAD in this time with
graft loss in 5 yeamn presented a mean of 306 + 368 mg/ml
for patens who lost the graft and 269 + 188 ng'ml for
patients with functioning graft, which was statistical signifi-
cant | P= (9. The companson between the 3 times samples
dencribed showed that the T to 14-days sample wene the best
time b pradict AR with sCD30 kevels (Fig 1)
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Amalai of the sCDA0 mean levelsat 3 1o 4 months and at
5t & months posktransplant were not significant between
the 2 groups regarding AR (P = 087, P = 365, P = 492,
reapectively). The same occwred for graft los in § yeams;
comparfon between patients who loat the graft and patients
who did mot lose the graft was not significant in these
collecting times (F = 346, P = 454, F = A4, respectively).

CD30 and Creatinims

‘W evaluated the comelation of sCDAD leveks at 7 1o 14 days
amd af 21 to 28 days and the creatinine in the same period.
The aim of this analel was to evaluate if an increase in
creatindne can cormelate to hdgher levels of sCD30 We
caleulated the Peamon correlaton cosfficent. The cormrela-
tomwas weakinboth anabsis (F=0.151, K =0.388, P = 001;
F = A R =020, P= 111, respectively; Fig 2).

20030 Variahbility

The varation of 2CD30 levels from pretransplant oo post-
transplant demonst rated an important decrease in the first
poat-transplant sample. After this, untl 2 months the
levels incremsed and from 2 months until & months they
staved stable, as other authors have already demonstrated.
The mean of the percentage decrease of aCDAD levels
from the pretransplant to post-transplant did not demon-
atrate a difference between both groups; however, patients
that presented AR had a lower percentage decresme

(49.7% + 223% patients with AR v 579% + 369% pa-
tients without AR P = 159). We applied an ROC curve
and noted a 59% decrease from the pretransplant to post-
transplant that had a sensitivity of T7.7% and senaibiity of
T9%; the area under the curve was (L6900 and P = (M.
Considenng 5% as a positive value 1o compane both
groups (AR and no AR, the analsi showed a T45%
decrease mone than 59% from the basal value in non-AR
group, compared with 333% of the decrease in the
rejecting group (F = (02; odds ratio = 5.85).

The CDA0 vardability in patients that were submitbed 1o a
methylprednisolone pube was alio evaluated. We compared
the @CDE0 levels before and after the pube and the mean
ACDE0 levelk before and after the stemdds Nineteen
patients recelved sterodd pube we evaluated the sCD30
hefore pulse and the sample subsequent to this. Only in 16
patiens was this poesible. The mean of sCD30 levelk bedore
was 985 + 530 ng'ml. and after the pube 356 + 357 mgiml
(= A0, and the mean decrease was 63% after the stemdd
ke, Inothis growp, there was no diffe rence between patients
s bost the graft and the 23 afler pube (P = 731 The
type of immunsuppresion did nol demonstrate oornel ations
with sCDAD levels post-ransplant.

5000 and Graft Sunvival Afler 5 Years

During the 5 vears of folkvw-up, 2 patients died with pulmo-
ary infection or sepai, allaith a function ng graft. Eight had
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graftloss. In2 cases, the cause was AR and humaoral reje ction,
and & meveded chronic nephropathies. The overall graft
swrvival at S-yvear follve-up wa 89.04%. Patienis preienting
SCDA0 leve b above 100 ng/m L had a survival mte of 93.75%
vermus 85 37% survival mie of patients with lower pretrans-
plant 2CTE levels (P = 231). When we consldered post-
tramsaplant aCD3D level with a cutoff above 40 ngfml on
the 7= to 14-day samples, we found 93.33% graft survival for
patients with lower sCDA0 levelk and 8148% for patients

presenting higher sCDA) levels (P =.135). On 21- to 28-day
samples, the graft survival of patients with sCDA0 above
Al ngml was TLTT% and 88 24% for patients with lower
ACDEN (P = AS2; Fig 34, 38, 3C).

CESCUSSION

We have presented 2 seres of patents tranaplanted in
different years at the same transplant center. The vear series
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(2006 va 200 1-2012) were smilar regarding the census data
of mecipients and their donoms. All patients evaluated in owr
study were lving donors, allowing for a less-sensitized
population with improved compatiblity between donors
and recipients, which is a better prognoats factor of renal
tramsplant. The evaluation of theie markers in patients
tramaplanted with deceased donoms will be necezany in our
population, because most kidney transplanis in Brazi] and
amund the wordd ane from decessed domors,

In this siudy, we observed a correlation between sCDA0
level and immunologc events in transplantation. Patients
who developed AR episodes and graft los exhibived
elevated levels of sCDA0 post-transplant, when compared
with patients without rejection events. As described in other
atudies, aCD30 may be a marker for AR and graft loss. We
ako confirm no correlation between the levelk of pretrans
plant sCD30 and AR and graft loss [7,17,19,28]. However,
all patients who had AR in this analyss exhibited mean
ACDA0 level greater than those of patents without AR
events. It B sugpested that these patients have greater
immune reactivity.

Pretransplant sCD30 levels and predisposition to immu-
nologle evenls remaind a confrovemial subject [20]. A

ml ticenter study of =2 000 patients showed that pretrans-
plant sample levelk =100 ng/mL was a good predictor of AR
[17). Ouwr group ako recently demonsirated that patients
with pretransplant sCD30 level =100 ng/ml. were more
likely to present AR [23, 2], The same correlation was not
obsemved in the present study. Other authors, however, did
ot indicate the same results [230). In a recent mela
analsi of 12 major siudies on the evaluation of pretans-
plant aCD30 as a predictor of AR episodes, the authors
demonsirated that the accuracy of this marker in predicting
AR Qs limited [31].

Few studies have proposed protocol of this marker
during poat-transplantation mondtoring, In 201 1, Susal et al
[27) demonatrated that patients who progressed in the first
month afier transplantation with levels =40 ng'ml were
more likel todevelop graft loss and AR When we used this
cutoff, we found a good cormlation in the 7- to 14-day
samples and AR, but not for graft los. However, our
amalyai ound that patients who lost grafis in 5 vears had
a higher mean of sCD30 levels in the samples taken at
21 wp 28 days after tramaplant when compared with
patients who did not loss the graft; this & in agreement with
Susal et al [32].
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Immuncsuppression following transplantation resulis in
reduced indiial levels of sCDAD in the first days afver trans-
plantation; however, it was observed that some patients who
maintain hgher level have more rejection, confirming the
hypothesis of the sudy by Susal et al [27].

The vartation of sCD30 levels were studied before, and
like other authom [33), we ako showed this important
decreaie after transplant, but no difference was demon-
atrated between patients presenting AR and those withouwt
AR In our study, we found a cutoff value of 59% decreae
from pretmnsplant to 7 to 14 davs post-transplant to be a
pood predictor for AR. Patients that did not have this
decrese from the presample to this time postsample lad
higher chance o kave AR episode; the odds rale was
higher when compared when the cutoff level of 25 ng/mL or
A0 ng/m L was used. Susal et al [32) and Wang et al [33)
alowed that during the first month posi-transplant the
levek of this Momarker decrease and from then it stabiees
like health controlk. We suggest an alporithm of the mea-
surement of sCDA, including when to measure and how to
imterpret resulis { Fig 4. In this algorithm, it 45 im portant o
measure SCDAD before tranaplant, and between days 7 and
14 another memurement is necesary 1o evaluate the
decrease or if the level of this biomarker is above 40 ng'ml..
I oo o beithy oof these options are present, it & necessary 1o
closely follow the patients and evaluate DSA and other signs
of AR These patients are at higher rsk for AR and their
immune syaem 8 probably more reactive.

735

We ako siudied the vadation of CD30 after methyl-
predniolone pulse and confirmed that after this therapy the
tredd af CTE0 i to decrease. Billing et al [34) also showead
patients after sterdd withdraw had higher levek of sCD30
poat-transplant compared with patients on steroids. Steroid
we B one important factor that ks an influence on sCD30
levels, and we suggest mondtoring this decrease after sterodd
pube can be another ool 1o evaluaie the response for AR
treatment.

High PRA 1 and 11 are already established in the ltera-
twre a8 facton predisposing patent 1o ARE and graft loss.
The combination of PEA 1 and 11 and DEA with pr-e and
post-tranaplant sCD30 levek is the next step required o
evaluate the stwdy population [17]).

Recently, Schaefer et al [35] showed that the oom bination
of pu'mamph.m T-cell activation and pretransplant DEA

amoctated with antibody-mediated graft
haa.'ima] et al [35] dﬁmmmdﬂmﬂwmimoj
pretmnsplant DSA B msociated with a kigh rate of graft
rejection only if patients have high levels of pretransplant
ACTAE

In conclusion, pretransplant sCD30 level have not been
demonstrated as a good predictor for AR and graft loss in
this siudy with lving donors. However, post-transplant
sCDA0 can be another biomarker for predicting AR and
graft ks The best time o predict AR using sCTE00s the T
o 14-day sample; however, identifying and following the
decrease of this Momarker from pre- o post-transplant
seems o be better than just using one memurement. To
predict graft kss in 5 vears, the best time to measure was 21
1o 28 davs post-tranaplant, The survival trend of patients
with higher poat-transplant sCD30 lkevels was wose than
those with lower level. aCD3D in post-transpl antation
evaluation can demonstrate an activated immune SEtem.
This marker may be another tool not only 1o direct the
management of immunosuppression in high-risk patiens,
but also to guide the clinicians in identifying those patients
i s hould wnde rgo mone detailed ool ogic mond Lo ng
after tranaplantation, Nonetheles, the cutoff levels and the
hest collection time must be defined. Probably the use of the
sCDA0 together with DEA will give mane accurate infor-
mation of patents immunologe sams for  therapewtic
managemant.
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Abstract

Background: The biggest challenge for a longer graft survival is still the early detection
of acute rejection (AR). Several biomarkers have been studied for years, but none of
them is pathognomonic for AR, and all have limitations. Several papers have been
published correlating higher levels of sCD30 in the pre-transplant phase with AR and
graft survival.

Objective: The aim of this study was perform a systematic review of sCD30 levels up
to 30 days post-kidney transplant and their correlation with acute rejection in kidney
transplant.

Methods: A detailed literature search was carried out to identify papers that reported
only the correlation between acute rejection and sCD30 levels post-kidney transplant
in PUBMED, Cochrane, EMBASE and MEDLINE accessed on june 28™, 2017.
Results: We included papers that correlated sCD30 post-kidney transplant with AR,
but measurement of this biomarker was considered only up to 30 days after the
transplant. All studies used ELISA in the sCD30 method. Based on these
considerations, we included fourteen studies. The chosen papers involved 1147
patients, of whom 238 had AR, and in ten of the papers, AR was confirmed by biopsy.
The follow-up varied from 20 days to 60 months. Most of these were composed of low
immunological risk patients, considering PRA under 20%-5% to be low. The
immunosuppressions were based on the calcineurin inhibitor, mycophenolate and
prednisone for most of the patients, but a number were treated with azathioprine,
rapamycin and induction therapy. The analyses of sCD30 at-seven days (first week)
after the transplant were established in nine papers. There was a total of 798 patients
and 162 patients with AR in these papers. The sCD30 collected on the third-seventh
day was associated with Acute Rejection, and the same result was observed on the
14™ day. Different results were found with SCD30 one month after transplant.
Conclusions: The sCD30 post-transplant can be a useful biomarker to predict AR, but
more studies need to be conducted to elucidate if the correlation of this molecule with
DSA is more accurate than when this measurement is used on its own and, finally, to
define which measurement times after transplant are best.

Key-words: kidney; sCD30; acute rejection, transplant, systematic revision

Abbreviations:

AR - Acute Rejection; ATN - acute tubular necrosis; AZA- Azatioprine; BP — biopsy
proven; CsA- Cyclosporine; DD- deceased Donor; DSA- Donor Specific Antibody; LD-
Live Donor; MMF- Mycophenolate; NAR - No Acute Rejection; NI- Not Informed; NI-
Not Informed; PRA- Panel reactive antigens; Pred- Prednisone. Rapa- Rapamycin;
sCD30 - CD soluble form; SEM — Standard error of the mean; TAC- Tacrolimus.

Funding: This work was partially supported by L.C. Porto grants from the FAPERJ (Rio
de Janeiro State Research Agency) and CNPq (Brazilian Research Agency).
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Introduction

Kidney transplant is the best treatment for end-stage renal disease. The biggest
challenge for a longer graft survival is still the early detection of Acute Rejection (AR).
Several biomarkers have been studied for years, but none are pathognomonic for AR
and all have limitations [1-4].

CD30 is a 120 Ka transmembrane glycoprotein and a member of the Tumor Necrosis
Factor superfamily. CD30 is expressed preferentially on the surface of T Lymphocytes,
and when it is activated, this molecule is cleaved and released into the circulation in a
soluble form (sCD30). This molecule can be detected in normal healthy patients.
Different situations can influence this release. Some diseases have been associated
with high levels of this biomarker, including Systemic Lupus erythematous, HIV, atopic
dermatitis, and rheumatoid arthritis [5-8].

The AR in transplanted Kidney patients is another situation in which this biomarker can
be elevated. Several papers have been published correlating these higher levels pre-
transplant with AR [9-13]. In 2012, Chen et al [14] published a meta-analysis that did
not identify a good correlation between sCD30 pre-transplant and Acute Rejection. The
conclusion of this study was that the clinical value of pre-transplant sCD30 for guiding
immunosuppression therapy to avoid AR is limited. However, other papers have been
published to demonstrate a good correlation between sCD30 post-transplant and AR
[9, 10, 13, 15-17].

However, no systematic review has addressed this biomarker and its correlation with
AR in the post-transplant period.

Objective

The aim of this study is to review systematically the literature to evaluate the
measurement of SCD30 up to the 30" day post-kidney transplant and its correlation
with Acute Rejection.

Methods

A detailed literature search was carried out to identify papers that reported only the
correlation between Acute Rejection and sCD30 levels up 30 days post-kidney
transplant in PUBMED, MEDLINE, Cochrane and EMBASE accessed on June 28™,
2017. The following keywords were used: 1) (SCD30[All Fields] or CD30 soluble[All
Fields]; and 2) or CD30[All Fields] AND (Renal[All Fields] OR Kidney[All Fields]. To
identify more studies on sCD30, we carried out a complementary search with CD30[All
Fields] AND (Graft[All Fields] OR Transplant [All Fields]). The studies that met these
criteria were systematically analyzed by two reviewers. Disagreements were resolved
by consensus. When this was not possible, we resorted to a third-party decision. The
exclusion criteria were papers that correlated sCD30 with graft survival, correlation with
other transplants, reviews, meta-analyses, papers with a lack of data.
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Results

The search revealed 993 papers after eliminating the duplicate papers. The steps of
the review were first to choose the papers by title, later by the abstracts and finally by
the full texts. The review process is demonstrated in Figure 1. We included papers that
correlated sCD30 post-transplant with AR, but the measurement of this biomarker was
considered only up to 30 days after the transplant. All studies used ELISA in the sCD30
method.

After concluding these steps, we included 14 papers, all of which were published from
2003 to 2012 (Table 1). The chosen papers involved 1147 patients, of which 238 had
AR. In ten papers, AR was confirmed by biopsy, and 3 papers did not provide this
information. The follow-up varied from 20 days to 60 months. Most of these were
composed of low immunological risk patients, considering PRA under 20-5% as low;
the purpose of this was to avoid confounding factors with anti-HLA antibodies in the
patients studied (Table 2). The immunosuppression was based on the calcineurin
inhibitor, mycophenolate and prednisone for most of the patients, but some were
treated with azathioprine, rapamycin and induction therapy.

sCD30 levels and acute rejection

The pre-transplant sCD30 levels were evaluated in eleven studies. Seven studies
showed good correlation between pre-transplant levels with Acute Rejection, with the
exception of Susal et al [18]; however, Nafar et al [17] and Slavcev et al [19] and Kamali
et al [20] did not show this positive correlation.

The analyses of sCD30 in the period of three- seven days after transplant were
determined in 11 papers. There was a total of 928 patients and 195 patients with AR
these papers, and the sCD30 collected during the first week(3-7d) was associated with
Acute Rejection in seven papers (Table 3).

When sCD30 was analyzed on the 14th day, ten papers presented significant results.
Nine of these papers showed a significant statistical correlation with AR. A total of 803
patients were included in these studies (Table 4). Different results were found
regarding sCD30 collected one month after transplant. The biomarker on this occasion
did not correlate with AR. There were 5 papers that analyzed this period, involving a
total of 468 patients. None of these analyses on the thirtieth day after transplant
showed statistical significance (Table 5).

sCD30 and demographic factors

The evaluation of the influence of clinical and demographic factors on sCD30 levels
was analyzed in some papers. Nafar et al [17] demonstrated that the recipient’s age
was inversely correlated with pre-transplant sCD30 levels (r=0.191; p=0.007) but not
with the post-transplant levels (p=0.75). In this study, the other factor that was
associated with post-transplant sCD30 levels was its greater prevalence in women.
Other parameters did not show any correlation with the sCD30 level. None of the
papers analyzed if exist differences between the donor type, AR and sCD30 levels.

CD30 and immunosuppression
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Sengul et al [10], Wang et al [13] and Slavcev et al [19] analyzed the effect of the type
of immunosuppression and the post-transplant sCD30 levels. These studies did not
show differences between the groups of the type of immunosuppression and sCD30
levels, and there was no difference in sSCD30 levels related to induction therapy. Billing
et al [21]analyzed a steroids withdrawal group comparing with the other group using
steroids. Patients off steroids presented higher levels of sSCD30 compared with patients
on steroids in days 7, 14 and 60 after transplant, however just on days 14 and 60 it
was statistical significant (p=0.003, p=0.002, respectively).

sCD30 and acute necrosis tubular and creatinine levels

Slavcev et al [19] analyzed the correlation of the presence of acute tubular necrosis
(ATN) on graft biopsy and the correlation with sCD30 levels. The analysis showed no
differences in the biomarker levels between patients presenting ATN, compared to
without ATN. However, when the sCD30 levels of patients with graft biopsy ATN-/AR+
and ATN+/AR- were compared, the authors found higher levels of sCD30 post-
transplant in the group presenting only AR.

The creatinine levels on day 7 demonstrated a positive correlation with sCD30 level on
days 5, 14 and creatinine on day 14, this positive correlation was demonstrated on
days 14 and 30 according to Solgi et al [16]. Nafar et al [17] evaluated the serum
creatinine values and the correlation of sCD30 level post-transplant and the time of
increase in Cr. At this time, serum levels of sCD30 did not significantly correlate with
serum creatinine levels. No other papers correlated the creatinine and sCD30 levels
post-transplant. Billing et al [21] did not demonstrate correlation between the post-
transplant serum sCD30 concentration and eGFR (R?=0.017 p=0.952).

sCDS30 and Infection

Regarding the correlation of sCD30 levels post-transplant and infection episodes, just
one study [13] showed that patients presenting pneumonia had lower levels on days
5, 14, 30 days and 3 months after transplant compared with patients without
pneumonia. Nafar et al [17] suggested that patients with lower levels of sSCD30 levels
post-transplant had more CMV infections but did not present a statistical analysis.

Variation of sCD30 levels

The variation of sCD30 post-transplant and this correlation with AR was reported by
Pelzl et al [22] Wang el al [15] and Billing et al [21]. The latter demonstrated a sharp
decline in serum sCD30 by 75% of baseline from pre-transplant to day 7 [21], Wang et
al [15]showed a significant decrease in the 10 days post -transplant and a stable level
after day 10 post-transplant. After statistical analysis, the difference of sCD30 levels
between the AR and Non-AR groups was significant (p<0.001). Patients with AR
presented a delayed decrease within the first two weeks post-transplant. In the other
paper of the same group, it was reported that sCD30 levels decreased to a nadir on
day 30 post-transplant; then a significant increase of the sCD30 level was observed
until month 12 post-transplant. Discussion

The feasibility of SCD30 levels as a good predictor of AR pre-transplant was published
in several studies [9-11, 15]. Susal et al [26] demonstrated that the sCD30 pre-
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transplant can also predict graft survival, mainly when this is associated with Donor
Specific Antibody (DSA). However, a meta-analysis recently published in 2012
concluded that SCD30 was limited in predicting this correlation [14].

After a detailed search, we selected 14 papers that correlated AR and sCD30 post-
transplant. The different measurement times for the collection of the samples were one
of the limitations. All the papers had different collection times. Another limitation was
the low number of patients.

We decided to include only papers that had samples collected from 3-7 days to one
month after transplant, given that in this period, patients have a higher chance of
acquiring AR. However, there is no consensus in the literature on the best time to
collect the sCD30 levels to predict AR, nor which cut-off value is the best in both the
pre-transplant and post-transplant periods.

Analysis of these 14 papers showed that the seventh and the fourteenth days were
more relevant to predict acute rejection than the thirtieth day. Most of the patients with
Acute Rejection on these days had higher sCD30 post-transplant. Susal et al [27]
published a prospective multicenter study that showed that sCD30 decreased post-
transplant and reached a nadir on day 30, similar to Wang et al [13], and demonstrated
that sCD30 in this time was correlated with graft survival; the cut-off level used in the
thirty day post-transplant was 40U/ml.

The role of sCD30 in the transplant is still a subject of research. The physiology is
unclear. This is expressed on T cells secreting Th2 type cytokines, which suggests that
there is a co-stimulatory role in regulating the balance between Thl and Th2 immune
responses.

This molecule results from cleavage of the extracellular domain of the Cd30 molecule
on activated lymphocytes by the metalloproteinases ADAM17 [28] and ADAM 10 [29].
CD30 affects the function of CD4- and CD8-positive cells leading to the increased
production of Th2 cytokines. sCD30 also correlates positively with the number of
CD30+ T cells [26, 30]. The sCD30 levels may reflect the activation of the immune
system [31].

End Stage Renal Disease patients present more activated immune systems and higher
levels of sCD30; the uremia itself is likely responsible for this [32, 33]. The higher
sCD30 levels reflect the changes of the immune system with a spectrum of immune
deregulation that includes Thl-mediated chronic inflammation, defective antigen
presentation, and variation in Th2-type cytokine production [9]. The creatinine level
also does not influence the sCD30 level [31, 34]. There is no consensus on cutoff in
this population.

In this analysis, none of the studies demonstrated correlations with sCD30 levels post-
transplant and the type of immunosuppression and induction therapy. One of the
explanations was the short follow-up for these patients, and these studies collected
samples only at a few collection times. However, Weimer et al [35] reported that
sCD30’s effects on graft survival seemed to be less pronounced in patients who were
treated with antilymphocyte antibodies than in patients who were not treated. The
positive correlation with creatinine levels was observed by Solgi et al [16]. Nafar et al



221
222
223

224
225
226
227
228
229
230

231
232
233
234
235
236

237
238
239
240
241
242
243
244

245
246
247
248
249
250

251
252
253
254
255

2565.

257
258
259
260
261
262

131

[17] did not demonstrate the same results. Some papers also correlated sCD30 levels
with infections, but in this analysis, only one paper really demonstrated the inverse
correlation of these levels in post-transplantation with pneumonia [13].

The lack of cut-off values and the use of different measurements (mean/median) make
it difficult to reach a consensus about which value/level is most useful in clinical
practice. Susal et al in 2011 [27] demonstrated that using a cut off of SCD30 of 40U/mL
in the post-transplant period could be a good method to predict graft survival; patients
with sCD30 above 40U/mL on the thirtieth day after transplant had a Hazard Rate (HR)
of graft loss in 3 years of 2.02. Domingues et al [9] found that a value above 37.55U/mL
had a good correlation with AR episodes on days 7, 14 and 21 after transplant.

In the post-transplant phase, it is known that there is a decrease in this molecule after
transplant, probably related to immunosuppressive drugs [21, 36-38]. Some authors
suggested that the degree of decrease of sCD30 after transplantation in combination
with the presence of detectable HLA antibodies can be a good tool to predict the
relative risk of acute Rejection. In this scenario, the management of
immunosuppression can help to avoid these episodes [19].

The follow-up of the variation of sCD30 is another useful tool. The decrease in the
sCD30 level after transplant and the correlation of AR was reported by Pelz et al [22],
Wang et al [13, 15], Billing et al [21] and Slavcev et al [19] but was not studied in other
reports. This can also be correlated to AR, and the percentage of decrease in levels
may be more accurate to predict acute rejection. The putative explanation is that
patients that are not capable of decreasing sCD30 levels after transplant with
immunosuppression therapy probably have more activated T lymphocytes and present
a higher risk to AR and graft loss [38].

Langan et al [39] demonstrated that post-transplant sCD30 levels and post-transplant
class Il antibodies measured at least 1 year after transplantation are independent
indicators of impending graft failure. Other authors also studied the correlation of
sCD30 and DSA. Vaidya s et al [40] showed that patients positive for sCD30 contents
are at high risk the development of DSA and AVR posttransplant regardless of their
pre-transplant PRA.

Recently, Susal et al [38] also demonstrated that the presence of Donor Specific
Antibody (DSA) pre-transplant is associated with a higher rate of graft rejection only if
patients concomitantly have high levels of pre-transplant sCD30, which reflects a pre-
activated immune response. More studies are necessary to identify this correlation in
the post-transplant phase.

Conclusions

The sCD30 post-transplant can be a very good biomarker to predict AR, the seventh
and the fourteenth days can be good collecting times to measure this biomarker.
However, more studies need to be conducted to elucidate if the degree of decrease
after transplant is more important than a cut-off level, if the correlation of this molecule
with DSA is more accurate than when this measurement is used on its own and which
measurement times after transplant are the best.
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Figure 1 — Outline of the systematic review process. Search of CD30 soluble or sCD30
or soluble CD30 resulted in total 2,004 studies, after duplicated exclusion 993
references were selected. The titles were then screened with the selection of 114
abstracts. After that, 61 papers were accessed for full text review. Data of post-
transplant sCD30 determination in association with acute rejection up to the first month
post-transplant were available in 18 articles, of which 14 were selected, three have
lack of data and one has data also presented in another same group publication.



Table 1- Basic Characteristics of the studies and patients.

136

Study Year Country N Gender Age DD/LD | follow up | Time
(patients) | (M/F)

Pelzl et al [22] 2003 Germany 56 34/22 48+3(N); 50/6 20 days 3-5,7-9, 12-14, 17-19d
47+3(AR)

Slavcev et al [19] 2005 Czech 117 73/44 49+13 115/2 | 12 months | 0, 14d

Republic 4613

Sengul et al [10] 2006 Turkey 50 37/13 34+10 14/36 | 6 months |0, 15,30d

Ayed et al [23] 2006 Tunis 52 32/20 29+/-10 14/38 | 6 months |7,15,21d

Wang et al [15] 2007 China 70 49/21 3949 NI 6 months |0, 1,3,5,7,10, 14, 21,30d
36+10

Yang et al [12] 2008 China 58 28/30 45.248.3 NI NI 0,7,28d

Nafar et al [17] 2009 Iran 203 132/71 37.3£14.3 203/0 |6months |0,5d

Kamali et al [20] 2009 Iran 80 47/33 39.8+12.1(AR) | 0/80 12 months |0, 14 d
41.1+9.8(NAR)

Abbas et al [24] 2009 Pakistan 50 38/12 31.6+10.2 0/50 6 months |0,3,14d

Domingues et al [9] 2010 Brazil 73 44/29 37+11.6 0/73 6 months |0,7,14,21,28d,2,3,4,5,6m

Azarpira et al [25] 2010 Iran 48 25/23 32.6x11.2(AR) |12/36 |24 months |5d
34.1+£12.3(NAR

Solgi et al [16] 2012 Iran 40 27/13 41.4+£10.6 0/40 36 months | 0,5,14,30d

Wang et al [13] 2012 China 250 186/64 39.3£10.4 250/0 | 60 months | 0,5,144d, 1, 3,6, 12, 24, 36, 48,
40.5+12.1 60 m

Billing et al [21] 2013 Germany 28 19/9 40.5+12.1 21/7 6 months |0,7,14,60d

NI- Not Informed; DD- deceased Donor;

LD- Live Donor
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Table 2- Immunological risk and Immunosuppression Therapy

Study

Immunological risk

Immunosuppression

Pelzl et al [22]

Low and High (PRA>5%)

CsA

Slavcev et al
[19]

Low and High (PRA>5%)

CsA or TAC, MMF, Pred

Sengul et al
[10]

Low (PRA<10%)

CsA or TAC, MMF, Pred,
Rapa, AZA

Ayed et al [23]

Low and High (PRA NI)

CsA or TAC, MMF, Pred

Wang et al [15]

Low (PRA<10%)

CsA or TAC, MMF, Pred

Yang et al [12]

Low (PRA<10%)

CsA or TAC, MMF or AZA,
Pred, Rapa

Nafar et al [17]

Low and High (PRA>20%)

CsaA, MMF, Pred

Kamali et al
[20]

Low and High (PRA NI)

CsA, MMF, Pred

Abbas et al
[24]

Low (PRA 0%)

CsA, AZA, Pred

Domingues et
al [9]

Low and High (PRA>20%)

CsA or TAC, MMF or AZA,
Pred, Rapa

Azarpira et al | Low (PRA<10%) CsA, MMF, Pred

[25]

Solgi et al [16] | Low (PRA<10%) CsA or TAC, MMF or AZA,
Pred, Rapa

Wang et al [13] | Low (PRA NI) CsA or TAC, MMF or AZA,
Pred, Rapa

Biling et al | Low and High (anti HLA positive in | TAC, MMF, Pred and no Pred

[21] 9 patients)

PRA- Panel reactive antigens;

CsA- Cyclosporine; TAC- Tacrolimus;

MMF-

Mycophenolate; AZA- Azatioprine; Rapa- Rapamycin; Pred- Prednisone.
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Table 3- sCD30 3-7 days after transplant — Acute rejection (AR) x No Acute Rejection (NAR)

Paper N AR | BP | Cutoff AR 3-7d NAR 3-7d p-value
(patients sCD30 (U/mL) sCD30 (U/mL)
)
Pelzl et al [22] 56 25 ye | sCD30 values (mean+/-SE) 76x13 % 3314 % p<0.0001
S relative to pre-transplantation
baseline
Ayed et al 52 18 |ye | Mean 188+44 U/mi 171+81U/ml P=0.025
S
Wang et al 70 11 Ye | Mean 55+29 U/ml 16+14 U/ml p<0.001
S
Yang et al [12] 58 20 Ye | Mean 10768 U/ml 23.0£20.6 U/ml P<0.01
S
Nafar et al [17] 203 23 NI | Median 52 (11.2-334) | 29.4 (7-158.2) | p<0.001
U/ml U/ml
Abbas et al [24] 50 8 Ye | Mean 42+19.8 U/ml 37+£26.2 U/ml P=0.591
S
Domingues etal [9] | 73 17 NI | Median and 37.55% 40 U/ml 78 U/ml p=0.0004
Azarpira et al [25] | 48 18 ye | Mean 81+41 U/ml 78+31 U/ml P=NS
S
Solgi et al [16] 40 9 Ye | Mean 63.2+13.7 U/ml | 41.6+6.1 U/ml p=0.15
S (meantSEM)
Wang et al [13] 250 39 |Ye | Mean 88.4+20.6 U/ml | 43.2+13.1 U/ml P<0.001
S
Billing et al [21] 28 7 Ye | Area Under the ROC curve | 0.511(0.257- NI P=0.934
S (95%Cl) 0.764)

AR — acute rejection, BP — biopsy proven; NI- Not Informed; SEM — Standard error of the mean
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Table 4 — sCD30 14 days after transplant — Acute Rejection (AR) x No Acute Rejection

(NAR)
Paper Acute Rejection | Non-Acute Rejection | p-value
sCD30 14 Days | sCD30 14 Days

Pelzl et al [22] 49+12% 19+3% P<0.0001
Slavcev et al [19] | 72.1 U/mi 31.3 U/ml P<0.02
Sengul et al [10] | 53.3£33.1 U/ml | 35.5£17.5 U/ml p <0.05
Ayed et al [23] 210.2+66.5 U/ml | 59.3+39.0 U/ml P=0.03
Kamali et al [20] | 28.3+5.2 U/ml 19.8+4.7 U/ml P=0.02
Abbas etal [24] | 37.7£10.8 U/ml | 22.0£21.2 P=0.095
Wang et al [15] | 18+10 U/ml 8+10 U/ml P<0.01
Solgi et al [16] 46.6£10.6 U/ml | 17.8+7.7 U/ml p=0.001
Wang et al [13] 20.2+12.2 U/ml | 13.5+5.2 U/ml p=0.002
Billing et al [21] | 58.6x21.5 U/ml | 50.0+39.6 U/ml| P=0.041
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Table 5 — sCD30 30 days after transplant — Acute Rejection x Non-Acute Rejection

Paper Acute Rejection | Non-Acute Rejection | p-value
sCD30 30dayss | sCD30 30 days

Sengul et al [10] | 47+19.6 U/ml 42+24.5 U/ml NS#

Wang et al [15] | 8+3 U/ml 6+1 U/ml NS#

Yang et al [12] | 28.2+25.5U/ml | 13.5+2.12 U/ml| NS (p>0.05)

Solgi etal [16] | 39.0+14.8 U/ml | 17.3+4.2 U/ml NS (p=0.22)

Wang et al [13] | NI NI NS#

NS- not significant; NI- Not Informed; # - p value not informed.





