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RESUMO

Introducéo: O presente estudo tem como objetivo principal correlacionar o nimero
de incompatibilidades HLA com a frequéncia de rejeicdo celular aguda, nos
primeiros seis meses apods o transplante cardiaco. O objetivo secundario é detectar
a presenca de anticorpos neoformados pelo receptor, tanto para antigenos HLA,
quanto ndao-HLA (MICA).

Métodos: estudo de Coorte. A populacdo foi composta por todos os pacientes
adultos transplantados no Instituto Nacional de Cardiologia (INC) no periodo de
01/01/2008 e 31/12/2013, excluidos os receptores ou doadores sem HLA
determinado. Do total de 39 transplantes foram incluidos 25 pacientes e seus
respectivos doadores, realizada pesquisa de neoanticorpos por citometria de fluxo
em 21 receptores (quatro haviam falecido na ocasido do estudo). Determinado os
loci: HLA-A, HLA-B e HLA DR do doador e do receptor pela metodologia de PCR-
RSSO. Classificados em 6 grupos, de acordo com o0 numero de incompatibilidades
entre alelos HLA. Pesquisa de anticorpos neoformados por citometria de fluxo e
imunofluorescéncia. Bidpsias endomiocardicas coradas pela técnica de
hematoxilina- eosina e coloragdo especial de tricromio de Gomori, analisadas e
classificadas de acordo com os achados histologicos definidos pela International
Society of Heart and Lung Transplantation (ISHLT).

Resultados: N&o houve correlacdo significativa entre 0 numero de
incompatibilidades e a frequéncia de rejeicdo celular aguda nos primeiros seis
meses apos o transplante, quando analisado o numero de incompatibilidades HLA
de maneira global (p:0,350). Ao analisarmos separadamente a incompatibilidade no
locus HLA-DR, encontramos uma frequéncia de rejei¢ao significativamente maior (p:
0,054). Nao houve interferéncia dos outros fatores analisados: idade, raga, tipagem
sanguinea, sexo (doador x receptor), causa do obito do doador, viremia por CMV,
presenca de neoanticorpos anti-HLA e MICA.

Concluséao: Foi encontrada correlagéao significativa entre incompatibilidade HLA-DR
e maior numero de episédios de rejeicdo celular aguda nos primeiros 6 meses apos
transplante cardiaco. Em quatro dos 21 receptores analisados foi detectada
presenca de neoanticorpos, todos sem evidéncia de rejeicdo confirmada por biopsia
endomiocardica.

Palavras-chave: Transplante cardiaco. Rejei¢cdo. HLA. Incompatibilidade HLA.



ABSTRACT

Introduction: This study aims to correlate the number of HLA mismatches with the
frequency of acute cellular rejection in the first six months after heart transplantation.
The secondary objective is to detect in the receptor the presence of neo-antibodies
against antigens HLA and non-HLA (MICA).

Methods: Cohort study. The population consisted of all adult patients transplanted at
the National Institute of Cardiology (INC) between 01/01/2008 and 31/12/2013,
excluding receptors or donors without definition of HLA. Of the 39 transplants were
included 25 patients and their donors, performed neo-antibodies by flow cytometry on
21 receptors (4 had died at the time of the study). Found loci: HLA-A, HLA-B and
HLA DR donor and recipient RSSO by PCR-methodology. Classified into six groups
according to the number of HLA incompatibilities. Research neo-formed antibodies
were by flow cytometry and immunofluorescence. Endomyocardial biopsies stained
with hematoxylin-eosin technique and special staining Gomori's trichrome, analyzed
and classified according to the histological findings defined by the International
Society of Heart and Lung Transplantation (ISHLT).

Results: There was no significant correlation between the number of incompatibilities
and the frequency of acute cellular rejection in the first 6 months after transplantation
when analyzing the number of HLA mismatches globally (p: 0.350). When analyze
separately the mismatch in HLA-DR locus, we found a significantly higher rejection
rate (p: 0.054). There was no interference from the other factors analyzed: age, race,
blood type, sex (donor x receiver), cause of the donor's death, CMV viremia, the
presence of neo- antibodies anti-HLA and anti-MICA.

Conclusion: We found a significant correlation between HLA-DR mismatch and
greater number of episodes of acute cellular rejection in the first 6 months after heart
transplantation. In 4 of the 21 analyzed receptors was detected presence of neo-
antibodies, all without evidence of rejection confirmed by endomyocardial biopsy.
Keywords: Heart transplantation. Rejection. HLA. HLA mismatching.
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1.INTRODUGAO

O transplante cardiaco (TX) continua sendo o tratamento de escolha para a
insuficiéncia cardiaca (IC) refrataria, apesar da grande melhora na qualidade e
expectativa de vida com o tratamento clinico’. Entre os anos de 2008 e 2013 foram
realizados no Brasil 1226 transplantes cardiacos 2.

De acordo com a legislagao brasileira sdo candidatos ao transplante cardiaco,
portadores de insuficiéncia cardiaca em classe funcional Il e IV pela NYHA (New
York Heart Association), portadores de arritmias consideradas malignas, com
sintomas incapacitantes ou para alto risco de morte em um ano e sem a
possibilidade do emprego de outros métodos terapéuticos clinicos ou cirurgicos 3,
De acordo com a Il Diretriz Brasileira de Transplante Cardiaco da Sociedade
Brasileira de Cardiologia (SBC) publicada em 2009, também sao candidatos a TX os
pacientes com doenca cardiaca congénita sem possibilidade de correcao cirtrgica’.

A SBC descreve na Il Diretriz Brasileira de Insuficiéncia Cardiaca Cronica,
publicada em 2009, a classificacdo de gravidade da insuficiéncia cardiaca pela
NYHA* (Tabela 1)

Tabela 1: Classificagdo de gravidade da insuficiéncia cardiaca pela NYHA.

Classificacdo de gravidade da insuficiéncia cardiaca pela NYHA.

Classe | - auséncia de sintomas (dispneia) durante atividades

cotidianas.
Classe Il - sintomas desencadeados por atividades cotidianas;

Classe Il - sintomas desencadeados em atividades menos intensas

gue as cotidianas ou aos pequenos esforgos;

Classe IV - sintomas em repouso descrevem marcada limitagdo da

atividade, confortaveis apenas em repouso.

NYHA: New York Heart Association
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1.1. Imunologia do Transplante: O Sistema MHC / HLA

A grande limitacdo para 0 sucesso dos transplantes € a resposta imune do
receptor ao tecido ou 6rgdo doado. Esta observacao teve inicio apds tentativas sem
sucesso de transplantar pele de doadores ndo aparentados para tratamento de
gueimaduras, particularmente durante a primeira guerra mundial. Ap6és um periodo
de 1 (uma) a 2(duas) semanas, a pele transplantada sofria necrose e se desprendia.
Esta observacdo pratica em humanos foi transposta para estudos em animais por
George Snell e colaboradores nos anos 40 ’. Os pesquisadores criaram linhagens
de camundongos endogamicos por meio do acasalamento repetido entre irmaos, por
aproximadamente 20 geracdes. Estes animais eram homozigotos em todos os locus
genéticos, portanto geneticamente idénticos entre si. Quando uma porgdo de pele
era transplantada entre camundongos da mesma linhagem endogamica nao havia
reacao inflamatoria, ja entre animais de diferentes linhagens ocorriam inflamacéo e
necrose do tecido. A reacao inflamatéria que se observava foi descrita como
“rejeicdo”. Peter Medwar e outros pesquisadores demonstraram em seguida que
havia diferentes tipos de rejeicdo.” A chamada reacdo primaria ocorria quando se
realizava a primeira enxertia entre duas linhagens diferentes de camundongos. Na
reacdo primaria a inflamacdo se desenvolvia ap6s 10 dias da enxertia. Numa
segunda exposicao esta reacdo era mais rapida, em trés dias, e foi chamada reacéo
secundaria. A reagdo secundaria também ocorria em camundongos na primeira
enxertia, se recebessem linfécitos de uma linhagem que ja havia apresentado
rejeicAo a um enxerto anteriormente. Provou-se assim, tratar-se de uma resposta

imune adaptativa ’.

Apesar de o Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) ter sido
descoberto inicialmente como o locus genético cujos produtos eram responsaveis
pela rejeicéo de transplantes entre linhagens de camundongo, esta ndo é sua fungéo
fisiologica. Na verdade sua fungéo é codificar proteinas que permitem a interacado
entre os linfocitos T e as demais células do sistema imune, dentre elas linfocitos B e

células dendriticas, sendo a chave para estudos da imunologia dos mamiferos.

As moléculas do MHC humano s&o chamadas de antigenos leucocitarios
humanos (HLA). Sua descoberta veio a partir dos estudos de Jean Dausset, Jan Van
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Rood et al.’”. Eles observaram que 0s pacientes que apresentavam rejeicdo aos
enxertos renais ou reagBes a transfusdes de leucdcitos possuiam anticorpos
circulantes (aloanticorpos) reativos aos antigenos presentes em leucocitos do
sangue ou do 6rgado do doador (aloantigenos). A partir desta observacao surgiu a
hipotese de que estes aloantigenos seriam codificados por um grupo de genes
polimérficos responsaveis pela distingdo de tecidos proprios de ndo proprios. Os
estudos com soro de pessoas polissensibilizadas (multiparas, politransfundidos,
dentre outras condi¢bes) permitiram a identificacdo de varios loci genéticos
polimorficos, agregados em um dnico locus no cromossomo 6, cujos produtos eram
reconhecidos pelos aloanticorpos. Como o0s aloantigenos eram expressos em
leucocitos humanos foram chamados de antigenos leucocitarios humanos (em

inglés: Human Leucocyte Antigen: HLA).

O conjunto de alelos do MHC de cada cromossomo é chamado de haplétipo
MHC e cada gene HLA recebe uma numeracdo. A nomeacao de novos genes HLA e
sequéncias de alelos é definida pela comissao “WHO Nomenclature Committee for
Factors of the HLA System“ ,que se reuniu pela primeira vez em 1968,
estabelecendo critérios para denominacdo e padronizacdo dos genes HLA. As
Gltimas atualizagbes ocorreram durante a “14th International HLA and
Immunogenetics Workshop” em Melbourne, Australia em Dezembro de 2005 e em
setembro de 2008, durante a “15th International HLA and Immunogenetics
Workshop”, em Buzios, no Brasil. 2?2 O significado de cada nimero e simbolo da

nomeclatura HLA esté descrito na Figura 1.

Separador do gen do prefixo HLA Sufixo de mudanca de expressio

Separador Simbolo de separacio

HLA-A*02:101:01:02N

Prefixo do Gene Direnca na mutagdio ndo
HLA codificadora
Grupo alélico
Alelo especifico

Mutacdo sienciosa

Figura 1- Nomenclatura HLA.
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Novos alelos séo determinados e classificados, sendo atualizagdes realizadas
trimestralmente. Os trés primeiros genes definidos foram chamados de HLA-A, HLA-
B e HLA-C. Em seguida foram descritos os genes HLA-DR, HLA-DQ e HLA DP. #??

Os numero de alelos oficialmente definidos ao longo dos anos é demonstrado
no gréfico elaborado por Robinson et al. ?* (Figura 2)
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Class Il Alleles
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Figura 2- Polimorfismo dos genes HLA descritos até 2013.
Fonte: (Robinson J et al.) %

Diante de um extenso numero de possiveis combinac¢des, torna-se mais claro
entender a dificuldade de se formarem pares ideais, com pequeno numero de
incompatibilidades. Individuos homozigotos sdo aqueles que possuem um Unico
haplétipo HLA.

Existem dois grupos de genes polimérficos do MHC que codificam grupos
estruturalmente diferentes de proteinas, apesar de homélogas, as de Classe | e
Classe Il. As moléculas MHC da Classe | se expressam em todas as células
nucleadas, apresentam peptideos e sdo reconhecidas pelas células TCD8+
(linfécitos T citotoxicos). As moléculas MHC Classe Il apresentam peptideos para
células T CD4+ (linfécitos T auxiliares) e se expressam principalmente nas células
apresentadoras de antigenos especializadas, por exemplo, macréfagos e linfécitos
B, mas também nas células endoteliais e do timo. As moléculas de Classe | sdo
constituidas por duas cadeias polipeptidicas ligadas de forma ndo covalente, uma
cadeia alfa codificada pelo MHC (ou cadeia pesada) e uma cadeia leve néo
codificada pelo MHC, a B-microglobulinas. As moléculas Classe Il sdo constituidas

por duas cadeias polipeptidicas ligadas de forma n&o covalente, uma cadeia a e um
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cadeia 3, ambas codificadas por genes MHC polimorficos. A expresséo estavel da
molécula de Classe Il na superficie celular exige a presenca de um peptideo
antigénico a ela ligada (heterodimero).

Alem dos genes polimorficos da Classe | e Il, o MHC contém genes que
codificam as proteinas do complemento, citocinas e outras proteinas envolvidas no

processamento de antigenos.

1.2. Rejeicdo ao enxerto cardiaco

A possibilidade de rejeicdo esta sempre presente no transplante, tendo em
vista a inexisténcia de compatibilidade genética total entre diferentes individuos da
mesma espécie, que ndo gémeos monozigdticos ’. Ela pode ser classificada de
acordo com o tempo de apresentacdo (hiperaguda, aguda, crénica) ou de acordo
com o principal componente imunolégico envolvido (humoral/celular) ?* As duas
classificacOes na verdade sdo complementares, considerando-se neste caso apenas
0 aspecto conceitual, ja que todo sistema imune atua em conjunto. A rejeicdo celular
aguda no transplante de o6rgados solidos é mediada por linfécitos T (imunidade
celular) com a contribuicdo dos linfocitos B (imunidade humoral).

Na rejeicdo ao enxerto cardiaco, a maioria dos pacientes inicialmente €&
assintomatica, tornando necessaria a realizacdo de biopsias para detectar e tratar a
rejeicdo antes que a disfuncdo se manifeste. ** A inflamacéo e a morte celular
associada a rejeicdo aguda provoca inicialmente um edema tecidual com
consequente aumento da rigidez miocéardica com disfuncédo diastolica, evoluindo
para disfuncéo sistdlica se ndo tratada. Os sintomas iniciais podem ser inespecificos
(fadiga, mal-estar, nauseas, vomitos e febre) ou de congestao cardiaca (dispneia,
ortopneia ou dispneia paroxistica noturna). Disfuncdo do ventriculo direito (VD) se
manifesta com edema e distensdo abdominal. Pode ocorrer taquicardia, palpitacdes
e sincope, decorrentes de arritmias desencadeadas pela inflamacdo do miocérdio,
assim como bradiarritmias (BAV). Inflamag&o do pericardio pode produzir um atrito
ou derrame pericardico. O agravamento dessa condicdo leva a sintomas de baixo
débito cardiaco (letargia, sonoléncia, oliguria e hipotensdo) com franco choque
cardiogénico. Raramente a rejeicdo pode apresentar-se como morte subita antes do

aparecimento de sintomas de disfungéo do enxerto.
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1.2.1. Rejeigao celular aguda

A rejeicao celular aguda (RCA) é mais frequente e por isso objeto de
nosso estudo. Como é mais comum entre trés e seis meses pos-transplante, foi
definido este periodo de tempo para andlise das bidpsias endomiocérdicas
12526 Aproximadamente 20% a 40% dos receptores de coracdo apresentara pelo

2 O sistema

menos um episdodio de RCA no primeiro ano poés-operatorio
imunologico pode reconhecer o 6rgdo doado como estranho de maneira direta ou
indireta. O reconhecimento direto ocorre quando as células apresentadoras de
antigenos (APC) do doador migram a partir do enxerto para o tecido linféide do
receptor, sendo reconhecidas como estranhas pelas células T do receptor. De forma
indireta, quando a células APCs do receptor processam e apresentam peptideos do
doador associados ao seu HLA para linfécitos T do receptor.

As células T sdo estimuladas pelas APCs através de varios sinais
estimulatérios. O primeiro sinal se da através do reconhecimento e ligacdo de
antigenos a APC pelo receptor de células T (TCR) e seus correceptores (CD8 para
MHC Classe | ou CD4 para MHC classe Il). Este sinal garante a especificidade da
resposta imune, mas € insuficiente para ativar células T na auséncia de um sinal
coestimulatorio (segundo sinal). O segundo sinal envolve a interacdo das proteinas
B7-1 e 2 (CD80 e CD86) expressas na APC com o CD28 do linfocito T. Apds o
segundo sinal ha ativacdo da tirosina-cinase ZAP-70 que em seguida, aciona trés
vias principais para a regulacdo positiva do gene expressao em células T: 1) a via de
calcio-calcineurina, 2) a via do factor nuclear-kapa B, e 3) via ativacdo da proteina
qguinase. A ativacao dessas vias leva a producéo de citocinas (interleucina [IL] -2 e
IL-15) e moléculas de CD25 (CD154). A ligacdo destas citocinas a seus respectivos
receptores na superficie de linfécitos T gera o terceiro sinal, iniciando a proliferacéao
celular via ativacdo da rapamicina (TOR). Os linfécitos T ativados migram do sistema
linféide e chegam ao endotélio vascular do coragéo transplantado. Ocorre infiltragéo
de células T efetoras, macrofagos, células B e plasmécitos, amplificando a reacgéao

inflamatoria e levando ao dano tecidual %%,
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1.2.2.Rejeicdo aguda mediada por anticorpos (humoral)

A rejeicdo aguda mediada por anticorpos (AMR) € menos comum que a RCA,
ocorrendo em cerca de 10% de pacientes que apresentam instabilidade
hemodindmica apdés transplante. Pacientes sensibilizados tém maior risco para
rejeicdo humoral, por exemplo, multiparas, politransfundidos e pacientes com
suporte circulatério. A AMR aguda é desencadeada por linfocitos B ativados
(plasmacitos), que produzem anticorpos contra antigenos do doador. Os linfécitos T
sdo responsaveis por direcionar a producdo dos anticorpos pelos linfocitos B. A
ligacdo do receptor de linfécitos B ao antigeno leva a ativacdo de linfécitos B, sua
proliferacdo e maturacdo em plasmdécitos, producdo de anticorpos circulantes,
ativacdo do complemento, lesédo das células endoteliais, recrutamento de células
inflamatorias (como exemplo, neutrofilos), edema intersticial, trombo intravascular,
isquemia do miocéardio com lesdo dos midcitos e disfuncdo do enxerto.

RCA e AMR podem coexistir em até 25% dos episodios de rejei¢cdo aguda. O
diagnéstico de AMR se baseia na andlise imuno-histoquimica da bidpsia
endomiocardica (BEM), com a presenca de imunoglobulina (IgG, IgM ou IgA),
fragmentos do complemento (C3d, C4d, C1lq) ou de células CD68 positivas
(macrofagos), bem como o aparecimento de neoanticorpos circulantes contra o HLA
do doador®®,

1.3. Esquema imunomodulador padronizado:

Nosso protocolo se baseia no uso de drogas com acdo complementar,
permitindo a administracdo de baixas dosagens, minimizando os efeitos colaterais,
sem perda da eficacia. A combinacdo basica proposta pode ser modificada de
acordo com as caracteristicas especificas de cada receptor e sua evolucéo clinica. A
terapia triplice compreende: um inibidor de calcineurina (ciclosporina ou tacrolimus),
um agente antiproliferativo (micofenolato de mofetil ou mocofenolato de sédio) e
corticosteréides. Adotamos a ndo utilizacdo de rotina a Terapia de Inducdo com

anticorpos policlonais ou monoclonais. O uso destes medicamentos é reservado

apenas para pacientes com alto risco de rejeicAo e em casos especificos de
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insuficiéncia renal pré-transplante, visando retardar o inicio dos imunossupressores
nefrotoxicos.

CORTICOSTEROIDE: atua sobre a imunidade celular e humoral, com efeito
antiinflamatério, imunossupressor e antiproliferativo. Dentre seus diversos
mecanismos de acdo, atua inibindo a sintese de IL1, IL2 e IL6 em macrofagos e
mondcitos, bloqueando a proliferacéo de linfocitos.

Metilprednisolona € aplicada no perioperatorio: 500 mg via endovenosa na inducao
anestésica e na saida do Centro Cirdrgico. Segue-se a reducdo gradativa da
metilprednisolona, passando para prednisona, via oral assim que possivel. Dose de
manutencdo de prednisona, via oral, é de 0,2 mg/kg/dia. Suspensdo completa apos

6 (seis) meses de transplante, caso ndo haja rejeicao.

INIBIDORES DE CALCINEURINA:

TACROLIMUS (TAC): é um macrolideo. Liga-se a proteina de ligacdo ao FK (FKBP-
12), bloqueando a transcricdo de genes e a formacéo de citocinas, tais como IL-2 e
interferon gama (IFNy). O efeito final é a inibicdo da ativacao de linfocitos T. Dose:
0,075 mg/kd/dia. Controle da dose ideal pelo nivel sérico.

Niveis séricos ideais em amostra de sangue colhido imediatamente antes da
primeira dose diaria (C0): de 0 a 6 meses: 10-15 ng/ml; de 6 a 18 meses: 5-15 ng/dI;
> 18 meses: 5-10 ng/ml.

CICLOSPORINA (CSA): reduz a sintese e liberacdo de IL2, e consequentemente
inibindo a proliferacdo de linfécitos T. Dose: 3-4 mg/kg/dia.

Niveis séricos ideais (C0): de 0 a 3 meses: 150-400 ng/dL; de 3 a 12 meses: 150-
300 ng/dL ; >12 meses: 100-250 ng/dL .

AGENTES ANTIPROLIFERATIVOS:

MICOFENOLATO DE MOFETIL (MMF) ou MICOFENOLATO DE SODIO (MFS):
atuam inibindo a inosina monofosfato desidrogenase, enzima essencial para sintese
de novo de nucleotideos de guanosina, bloqueando a sintese de DNA. Promovem
inibicAo da proliferagdo de linfocitos, fibroblastos, células endoteliais e fibras
musculares lisas arteriais. Inibe também funcéo das moléculas de adeséo envolvidas
na ancoragem de linfécitos ao endotélio.

Dose: MICOFENOLATO DE MOFETIL: 1g/dia; MICOFENOLATO DE SODIO: 1,44
g/d.
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2.REFERENCIAL TEORICO

A sobrevida apdés transplante cardiaco tem aumentado consideravelmente
nas ultimas duas décadas. Este fato se deve ao aperfeicoamento da técnica
cirdrgica, modernas abordagens no poés-operatério, desenvolvimento de
imunossupressores mais eficientes e novos métodos diagnésticos™ *.

Estudos americanos estimam a sobrevida em 10 anos em 50%, sendo que
25% dos transplantados vivem por mais de 17 anos °. Segundo a estatistica
brasileira, a sobrevida em 4 (quatro) anos € de 68%, dados do ultimo Registro
Brasileiro de Transplantes realizado em 2013, pela Associacdo Brasileira de
Transplante de Orgdos (ABTO).? O aumento da sobrevida , com consequente
exposicao prolongada aos imunossupressores, pode levar a diversas complicacdes
a longo prazo, tais como infecces, obesidade, hipertensdo, insuficiéncia renal,
diabetes, dislipidemia, neoplasias®®. O uso destas medicacdes deve, portanto, ser
criteriosamente avaliada, evitando ao maximo o surgimento de complicacbes sem
permitir rejeicdo ao enxerto cardiaco °.

O reconhecimento de células transplantadas como préprias ou estranhas é
controlado por genes polimoérficos herdados de ambos os pais de maneira
codominante. Estes genes, presentes em todos os mamiferos, estédo localizados no
locus chamado de complexo principal de histocompatibilidade (MHC). No ser
humano se encontram dentro da regido 6p21.3-se no brago curto do cromossomo 6.
(Figura 3)

Cromossomo 6

Braco longo
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Regido HLA
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Classe Il Classe |

Figura 3: Estrutura do cromossomo 6.
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Os dois principais produtos dos genes MHC s&o moléculas da classe | e da
classe Il. Como estas moléculas foram detectadas em leucécitos humanos, sdo
chamadas em nossa espécie de antigenos leucocitarios humanos (HLA) e

constituem os ligantes reconhecidos pelos linfécitos T.” (Figura 4).
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Figura 4- estrutura molecular das moléculas HLA Classe | e Classe I (WWW.ufpe.br).
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No transplante renal a selecdo do receptor ideal para o érgao doado € feita
pela andlise da incompatibilidade HLA e pela realizacdo de prova cruzada pré-
transplante.®® O Ministério da Salde por meio da Portaria N° 2.600% de 21 de
outubro de 2009, regulamentou o Sistema Nacional de Transplantes, criando regras
que organizam “toda e qualquer atividade relacionada a utilizacdo de células,
tecidos, 6rgdos ou partes do corpo para fins de transplante em todo o territério
nacional.” O Art. 54° define: "a selegdo dos potenciais receptores para fins de
transplante de rim sera processada mediante identidade no sistema ABO e por
exame de histocompatibilidade, avaliadas as incompatibilidades no sistema HLA
entre doador e receptor. Serdo atribuidos pontos para um receptor, baseando-se no
numero de incompatibilidades nos loci HLA A, B e DR entre doador e receptor.” Esta
pontuacdo esta de acordo com estudos clinicos que comprovam no TX renal uma
maior frequéncia de rejeicdo quanto maior a incompatibilidade HLA, particularmente
entre alelos HLA-DR. Os alelos HLA séo expressos de maneira codominante, por
isso, na investigacdo e tipagem dos loci HLA-A, HLA-B e HLA-DR pode-se
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obseervar de zero a seis incompatibilidades (MM, do inglés mismatches) entre
doador e receptor, ja que sdo expressos dois alelos de cada loci. O receptor que

obtiver maior pontuacéo sera o escolhido para receber o 6rgao doado. (Tabela 2)

Tabela 2: Tabela de pontuacao para fins de classificacdo pelo nimero de incompatibilidades no
sistema HLA na selecdo de receptores em transplante renal.

Numero de incompatibilidades HLA

I-nolocusDR:

a) 0 incompatibilidade = 10 pontos
b) 1 incompatibilidade = 5 pontos
c¢) 2 incompatibilidades = 0 ponto
Il - no locus B:

a) 0 incompatibilidade = 4 pontos
b) 1 incompatibilidade = 2 pontos
c¢) 2 incompatibilidades = 0 ponto
I - no locus A:

a) 0 incompatibilidade = 1 ponto
b) 1 incompatibilidade = 0,5 ponto

c¢) 2 incompatibilidades = 0 ponto.

No Art. 103 da portaria N° 2.600° de 21 de outubro de 2009, também est&o
descritos o0s critérios para selecdo dos potenciais receptores para transplante
cardiaco: compatibilidade ABO doador x receptor, peso doador x receptor,
priorizacdo, caracteristicas do doador e tempo de espera. Ndo h& necessidade da
tipagem HLA. Para transplantes realizados em carater de prioridade, o doador e o
receptor devem respeitar apenas compatibilidade em relagéo ao sistema ABO 9%,
Estdo incluidos no critério de prioridade os pacientes em uso de suporte mecanico

e/ou respiracdo assistida/controlada, em uso de baldo intra-aortico ou assisténcia
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ventricular mecanica, dependéncia de circulacdo extracorpérea, coracao artificial
com instabilidade hemodinamica e com necessidade de retransplante. 3!

Existe no transplante cardiaco uma dificuldade logistica para realizacado de
testes de compatibilidade entre doador e receptor, tendo em vista o curto periodo de
tempo disponivel entre a captacdo e o implante do 6rgéo, idealmente inferior a 4
(quatro) horas.

Pela inexisténcia de um consenso quanto a utilidade clinica da avaliacdo de
compatibilidade HLA para selecdo do receptor no transplante cardiaco, este néo é
utilizado na pratica diaria.®*? Trabalhos demonstram que no transplante cardiaco, a
compatibilidade HLA-A, B e DR aumenta a sobrevida e reduz episédios de
rejeicdo.** A incompatibilidade HLA-DR, em particular, influencia diretamente na
frequéncia de episddios de rejeicdo nos primeiros meses apos o transplante,
interferindo de maneira negativa no prognéstico de sobrevida em longo prazo.'**®
Alguns autores recomendam inclusive um esquema imunossupressor mais intenso
nos pacientes com incompatibilidade HLA-DR % Outros trabalhos n&o
encontraram qualquer significancia estatistica na sobrevida em longo prazo em
relagdo a compatibilidade HLA entre doadores e receptores no transplante cardiaco
e no transplante pulmonar, apesar da maior incidéncia de rejeicdo no primeiro ano
apos o transplante *°%°.

N&do h& avaliacdo da frequéncia de compatibilidade HLA nos transplantes
realizados em nossa Instituicéo, responsavel por 87% dos transplantes cardiacos no
Estado do Rio de Janeiro . N&o sabemos se é necessario um acompanhamento
diferenciado nos casos de maior incompatibilidade HLA. Existe uma correlagdo entre
a incompatibilidade HLA e a frequéncia de rejeicdo ao enxerto cardiaco nos
pacientes do INC? A determinacédo da compatibilidade HLA entre doador e receptor

no transplante cardiaco é util na pratica clinica?



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo principal:

Correlacionar o numero de incompatibilidades HLA com a frequéncia de
rejeicdo celular aguda ao enxerto cardiaco nos primeiros 6 (seis) meses apos o

transplante.

3.2 Objetivo secundario:

Pesquisar no soro de receptor, a presenca de anticorpos neoformados anti-
HLA Classe I, Classe Il e anti-MICA.

31
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4. METODOLOGIA

4.1. Tipo de estudo: Estudo de Coorte, incluindo todos os pacientes maiores de 18
anos submetidos ao transplante cardiaco no INC, no periodo entre 01/01/2008 e
31/12/2013. Foi realizada uma analise retrospectiva dos primeiros seis meses apos
o transplante, correlacionado a frequéncia de rejeicdo ao enxerto, diagnosticado por
biépsia endomiocardica, com o numero de incompatibilidades HLA entre o doador e

Seu receptor.

4.2. Populacédo: Pacientes maiores de 18 anos transplantados no INC com
segmento de seis meses apdés o transplante. Todos o0s receptores foram
compativeis em relacdo a tipagem ABO com seus doadores e ndo possuiam
anticorpos anti-HLA Classe | e Classe Il prévios (PRA negativo).

4.2.1. Critérios de inclusédo: maiores de 18 anos transplantados no INC, que

tivessem realizado bidpsia endomiocardica para avaliacdo de rejeicdo ao enxerto.

4.2.2. Critérios de exclusao: doadores ou receptores que foram a 6bito sem HLA

determinado.

4.3. Coleta de dados: Banco de dados do Servico de Insuficiéncia Cardiaca e
Transplante do INC, prontuarios do INC, resultados dos exames realizados no
Laboratério de HLA do HemoRio e do Laboratério de HLA da Policlinica Piquet
Carneiro-UERJ, Banco de Dados sobre doadores do Programa Estadual de
Transplantes do Estado do Rio de Janeiro.

4.3.1. Instrumento de coleta: Foi criado e utilizado um formulario eletrénico
(planilha de dados Microsoft® Office Excel versdo 2003) contendo as seguintes

informacdes: (Anexo C)

4.3.1.1. Receptor: Nome, prontuério, data de nascimento (idade), sexo, raca,
tipagem sanguinea, tipagem HLA (HLA-A, HLA-B e HLA DR), PCR positivo para
CMV, data do transplante, etiologia da patologia de base, data da realizacdo e a
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classificacdo do grau de rejeicdo (classificacdo ISHLT) de todas as bidpsias
endomiocardicas realizadas nos primeiros 6 (seis) meses apds o0 transplante,
pesquisa de anticorpos neoformados anti-HLA Classe |, Classe Il e Ac anti-MICA
(grupos de alelos 01, 04, 12, 18, 27 e 02, 07,09, 17, 19).

4.3.1.2. Doador: Identificacdo (numerados de 1 a 25), idade, sexo, causa do 6bito,
tipagem sanguinea, tipagem HLA (HLA-A, HLA-B e HLA DR).

Os exames para Tipagem do HLA de todos os doadores e dos receptores
transplantados a partir de 2011 foram realizados no Laboratério de HLA do
HemoRio. A Tipagem do HLA dos receptores transplantados antes de 2011 foi
realizada pelo Laboratorio de HLA da Policlinica Piquet Carneiro-UERJ, que também
fez a pesquisa de anticorpos neo-formados pelos receptores (anti- HLA Classe |,
Classe Il e Ac anti-MICA (grupos de alelos 01, 04, 12, 18, 27 e 02, 07, 09, 17, 19)).

4.4. Técnica para pesquisa e tipagem HLA

Atualmente todo paciente candidato a transplante cardiaco tem o HLA
tipificado durante sua avaliagdo ambulatorial, quando é realizada a pesquisa de
anticorpos pré-formados (PRA). Os pacientes transplantados entre os anos de 2008
e 2010 nao foram submetidos a esta tipagem, sendo assim, quando foram colhidas
amostras para pesquisa de anticorpos neoformados anti-HLA, foi realizada a
tipagem HLA destes pacientes.

O DNA analisado é extraido de leucocitos. As amostras de sangue
centrifugadas podem ser usadas imediatamente apds a separa¢cao ou armazenadas
a -20° (ou abaixo) por longos periodos de tempo (acima de um ano) sem prejuizo
das mesmas. Devem ser transportadas a -4° ou abaixo para preservar sua
integridade durante o transporte. Para extragdo do DNA as células séo lisadas em
condi¢cbes de desnaturacao a temperaturas elevadas, na presenca de protease e de
solucédo-tampéao especifica. Para otimizar a ligacdo do DNA gendmico a membrana
da coluna para centrifugacdo adiciona-se etanol ao lisado. Cada lisado € entdo
aplicado a coluna para centrifugacdo, o0 DNA gendmico € adsorvido sobre a

membrana de silica-gel e o lisado passa pela coluna por aplicagdo de vacuo ou for¢a
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centrifuga. Enquanto o DNA gendmico permanece ligado & membrana da coluna
para centrifugacdo, os contaminantes sao retirados por sucessivas lavagens. O DNA
gendmico purificado € eluido da membrana da coluna para centrifugacdo com a
utilizacdo de Tampao de Eluicdo e esta pronto para ser amplificado pela técnica de
PCR.

O método utilizado pelo laboratério de HLA da UERJ foi de PCR-RSSO:
amplificacdo de genes com iniciadores para exons 2 e 3 para os locos A e B e exon
2 para o loco DRB1; reacdo em cadeia polimerase, hibridizacdo com
oligonucleotieos sequéncia especifica e tipificacdo por citometria de fluxo. Kit
fabricado pelo Laboratério ONE LAMBDA, lote: HLA A: RSSO1A-013-05, HLA B: 1B-
016-07 e DRB1: 2B-017-06°(figura 2)

Este teste utiliza sondas de oligonucleotideos de sequéncia especifica (SSO),
fixos em microesferas para identificacdo de alelos de HLA em amostras de DNA
genbmico, amplificadas atravées de PCR e posterior hibridizagdo. A analise é
realizada em citdmetro de fluxo, utilizando o analisador de fluxo Luminex®"%. O
Analisador Luminex identifica a intensidade de fluorescéncia (FI: intensidade
fluorescente) em cada microesfera. O software de andlise que acompanha o teste
auxilia na determinacéo de genotipagem da amostra de DNA. Cada Kit de teste para
tipagem de determinado locus contém representantes de todos os alelos ja
encontrados até o momento, sendo constantemente atualizados a medida que novos
alelos sdo descobertos. O conjunto de microesferas marcadas com fluorescéncia
transporta em sua superficie sondas Unicas de oligonucleotideos de sequéncia
especifica para alelos HLA. Cada mistura de microesferas possui um controle
positivo e negativo, neutralizando possiveis alteracées em quantidade e eficiéncia de

reacao.

4.5. Técnica de pesquisa de anticorpos neoformados

A coleta do sangue foi realizada em diferentes momentos apés o transplante,
variando de oito meses a seis anos da data da cirurgia.

Realizada pesquisa da Reatividade Conta Painel Misto HLA Classe 1, Classe
2 e MICA em amostras de sangue dos receptores, pelo método de citometria de

fluxo com microesferas eletromagnéticas recobertas com antigenos HLA Classe |,
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Classe Il ou MICA®® Trata-se de uma metodologia com alta sensibilidade e
especificidade.?®?®®. O Teste foi fabricado pela ONE LAMBDA, lote
LSM12NC13 019 00. Os kits utilizados pelo laboratorio responsavel pela realizacéo
dos exames foram especificos para os seguintes antigenos MICA: 01,04,12,18,27 e
02,07,009,17,19.

As microesferas séo revestidas com antigenos HLA de classe I, HLA classe lI
e MICA, os reagentes sdo pré-optimizados para deteccao de anticorpos HLA classe
[, I e MICA em soro humano. A leitura € feita por um analisador de fluxo para
aquisicdo de dados e analise dos mesmos. O soro teste € incubado com as
microesferas revestidas com antigenos purificados, podendo ser combinadas com
até 100 microesferas diferentes em uma suspensao para um unico teste. Qualquer
anticorpo presente no soro-teste se ligard aos antigenos, sendo marcados com
anticorpos anti-lgG humano (de cabra). O analisador de fluxo detecta a emisséo
fluorescente de cada microesfera. O padrao de reacdo do soroteste € comparado a
uma planilha de leitura lote-especifico, definindo a série de antigenos e a
especificidade dos anticorpos HLA e MICA.O resultado € expresso em mediana e

intensidade de fluorescéncia (FI).

4.6. Biopsia endomiocardica e diagndéstico de rejeicdo

A ocorréncia de rejeicdo celular ao enxerto foi determinada pela analise das
bi6psias endomiocardicas, consideradas o padréo-ouro para o diagnéstico de RCA.
Foram realizadas nos primeiros seis meses ap0s o0 transplante cardiaco. As
amostras sdo colhidas de tecido endomiocardico em ventriculo direito, acessado
pela veia jugular interna ou veia femoral. O bidtomo é posicionado através de
fluoroscopia ou ecocardiografia de modo a biopsiar o septo interventricular.
Coletadas de 3 a 5 amostras, com diametro entre dois e trés milimetros,
processadas em parafina, seccionadas e coradas pela técnica de hematoxilina-
eosina e coloracdo especial de tricromio de Gomori para analise em microscopia
optica. Sao utilizadas outras técnicas de coloragdo somente na suspeita de
diferentes diagndsticos, que néao rejeigcdo. De acordo com a rotina do Servigo de
Transplante do INC, sao realizadas bidpsias regulares apds o transplante cardiaco:

duas no primeiro més, uma no terceiro, sexto e décimo-segundo més. Em caso de
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rejeicdo o exame é repetido apos duas semanas de tratamento. Apos o primeiro ano
sdo realizadas bi6psia apenas em caso de suspeita de rejeicéo.* Entre 2008 e 2011
era preconizado um namero maior de bidpsias nos primeiros seis meses apos o
transplante, o que pode ser observado na analise dos pacientes transplantados
neste periodo.

As amostras foram classificadas de acordo com os achados histologicos
definidos pela International Society of Heart and Lung Transplantation (ISHLT) em
1990 e revistos em 2005.?° (Tabela 3) (Figuras 5, 6, 7 e 8)

Tabela 3: Classificacéo histoldgica de bidpsias endomiocérdicas pela International Society of Heart
and Lung Transplantation ( ISHLT).

Classificacéo histopatologica ISHLT

OR-auséncia de rejei¢éo: aspecto normal, sem evidéncia de infiltragdo celular mononuclear
(linfocitos/macréfagos).

1R- rejeicéo leve: infiltrado focal, perivascular e/ou intersticial de células mononucleares
(linfocitos/histiécitos), sem dano ao miécito e preservando a arquitetura tecidual. Pode estar
presente um foco de infiltrado mononuclear com miocitélise pontual.

2R-rejeicdo moderada: presenca de 2 ou mais focos de infiltrado mononuclear
(linfocitos/macréfagos) com dano aos miécitos. Podem estar presentes eosindéfilos. Mais de uma
amostra pode estar comprometida, porem existe areas de miocardio preservadas entre os focos
de infiltrado mononuclear.

3R-rejei¢éo grave: processo inflamatério difuso, com predominio de linfécitos e macréfagos ou
com infiltrado polimérfico. Geralmente com lesdes em varias amostras biopsiadas, com grau
variado de acometimento. Vérias &reas com miocitélise estao presentes, podendo nos casos mais
graves haver edema, hemorragia intersticial e vasculite.




Figura 5. Grau OR: Bem normal, sem
evidéncias de infiltrado celular
(H&E).

Figura 7. Grau 2R: visdo em alta
resolucdo de um foco de leséo
com infiltrado inflamatério e dano
ao midcito com alteracdo de
arquitetura tecidual (H&E).

Foram consideradas neste estudo,
clinicamente significativa, as biopsias classificadas como 2R e 3R pela Classificacéo

ISHLT ?°. Este critério foi utilizado para apenas estes casos por ser necessaria

Figura 6. Grau 1R: Presenca de
infiltrado perivascular e intersticial
sem evidéncia de dano ao midcito
(H&E).

Figura 8. Grau 3R: dano difuso,
inflamatério intenso e areas de
necrose tecidual, perda da
arquitetura habitual (H&E)

intervencéo terapéutica e, portanto haver relevancia na pratica clinica.

Os procedimentos acima descritos fazem parte da rotina de avaliacdo ja

protocolada pelo Servigo de Insuficiéncia Cardiaca e Transplante do INC, realizados

pelo Servico de Hemodinamica e pelo Servi¢o de Patologia.

Inicialmente o Servigo contava com apenas uma profissional e a partir do ano

de 2013, de duas.

para o diagndstico de
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rejeicao
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As bibdpsias foram preparadas e analisadas pelo Servico de Patologia do INC.
Duas médicas patologistas participaram da andlise histolégica. Inicialmente o
Servico contava apenas com uma profissional e a partir do ano de 2013, foi
acrescido de mais uma.

Os critérios utilizados para diagndstico de rejeicdo humoral ndo foram objeto
deste estudo, portanto ndo serdo detalhados.

4.7. Armazenamento dos dados:

Apos a coleta, os dados foram armazenados em Banco de dados Excell
compativel com Soft SPSS v13-0 for Windows. Todos estes dados foram digitados

pela pesquisadora.

4.8. Analise estatistica:

As variaveis categoricas foram descritas como contagem e proporcao; as
numéricas como meédia e desvio-padrao (distribuicbes normais) ou mediana. As
diferencas entre o grupo com e sem rejeicdo foram avaliadas por meio dos testes

qui-guadrado ou exato de Fisher (variaveis categoricas).

4.9. Aspectos Eticos:

O projeto foi submetido ao Comité de ética em pesquisa (CEP) em
03/09/2013, respeitando as normas da Resolu¢do do Conselho Nacional de Saude
n® 466, de dezembro de 2012 *°. Estudo aprovado em 03/10/2013 sob o nimero:
19666713.70000.5272.

Foi elaborado e preenchido o Termo de Confidencialidade (anexo A) para
pesquisa em prontuario e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (anexo B),
utilizando-se linguagem coloquial simples. Estes foram lidos pela pesquisadora
juntamente com o paciente, sendo-lhe explicados todos os detalhes do projeto e

esclarecidas suas duvidas. Somente apd6s o perfeito entendimento do termo e
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havendo concordéancia, ele foi assinado em duas vias, ficando uma em poder do

pesquisador e a outra entregue ao paciente.
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5. RESULTADOS

No periodo analisado foram realizados 39 transplantes cardiacos em adultos
no INC. Destes, 14 foram excluidos, restando 25 casos, como mostra a Figura 9.

Total de TX Cardiacos no periodo de

jan/2008 a dez/2013: n= 39

Obito no pds-operatério sem realizagdo de Obito do receptor sem possibilidade de

BEM): n=10 tipagem HLA: n= 4

Total de pacientes incluidos no estudo
n=25

Figura 9- Pacientes incluidos no estudo.

Foram incluidos no estudo 25 receptores de transplante cardiaco, sendo 4
(16%) do sexo feminino e 21 (84%) do sexo masculino; 20 brancos (80%) e 5 negros
(20%). A idade variou de 20 a 62 anos (media de 47 anos). Tipagem sanguinea ABO
— 13: 0 (52%), 7: A (27%), 2: AB (8%) e 3: B (12%). (Tabela 4) Viremia por CMV
ocorreu em 14 (56%) dos receptores. Doenca de base dos receptores:
cardiomiopatia dilatada idiopatica (6 casos), cardiopatia isquémica (7 casos),
Doenca de Chagas (5 casos), amiloidose (1 caso), cardiomiopatia dilatada com as
seguintes etiologias: alcodlica (1 caso), infecciosa (1 caso), periparto (1 caso), valvar
(2 casos), pos quimioterapia (1 caso). (Tabela 5)

A faixa etaria dos doadores variou entre 12 e 43 anos (média de 28 anos),
sendo 8 (32%) do sexo feminino e 17 (68%) do sexo masculino. Tipagem sanguinea
ABO — 0: 16 (64%), A: 6 (24%) e B: 3 (12%). (Tabela 4) A causa do Obito dos
doadores se dividiu entre: acidente vascular enceféalico hemorragico (AVEH): 13

casos (52%), traumatismo cranio encefalico (TCE): 12 casos (48%).(Tabela 6) Na
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definicdo de TCE foram incluidos diversos agentes desencadeantes traumaticos, tais
como: acidente automobilistico, queda, ferimento por arma de fogo ou arma branca.

Em 15 (60%) transplantes a doagcdo ocorreu entre pares do mesmo Sexo,
sendo 1 (1%) entre mulheres e 14 (58%) entre homens. Houve ainda 3 (12%)
receptores femininos com doadores masculinos e 7 (28%) receptores masculinos
com doadores femininos.

Tabela 4- Dados demograficos dos doadores e receptores.

Receptor Doador

(n =25) (n =25)

Idade média

(anos) 46,88 28,48
Sexo

Feminino (n%) 4(16%) 8(32%)

Masculino(n%)  21(84%) 17(68%)

Tipo sanguineo

O (n%) 13(52%) 16(63%)
A (n%) 7(27%) 6(24%)
B (N%) 3(13%) 3(13%)
AB (n%) 2(8%) 0(0%)

Tabela 5- Doenca de base dos receptores.

Doenca de base do receptor

Cardiomiopatia dilatada idiopatica

(n%) 7 (28%)
Cardiopatia isquémica (n%) 6 (24%)
Doenca de chagas (n%) 5 (20%)
Amiloidose (n%) 1 (4%)

Outras (n%) 6 (24%)
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Tabela 6- Causa do 6bito do doador

Causa do 6bito

do doador
AVEH
(n%) 13(52%)
TCE
(n%) 12(48%)

Foram excluidos 14 pacientes, que nao preencheram os critérios de incluséo.
Neste grupo 3 (21%) eram do sexo feminino e 11 (79%) do sexo masculino. A idade
variou de 41 a 58 anos (média de 48 anos). Tipagem sanguinea ABO — 6: 0 (43%), 5:
A (36%), 3: AB (21%) e nenhum B. Doenca de base dos receptores excluidos:
cardiomiopatia dilatada idiopética (4), cardiopatia isquémica (2), Doenca de Chagas
(5), cardiomiopatia dilatada com as seguintes etiologias: alcodlica (1), valvar (1),
cardiopatia restritiva (1). (Tabela 4)

Dentre os 14 excluidos, 10 foram a Obito no periodo de pdés-operatério
imediato, menos de 13 dias apds cirurgia, ndo sendo possivel a realizacdo de BEM.
A causa destes 0Obitos foi associada as seguintes complicaces clinico-cirurgicas:
discrasia sanguinea (3), disfuncdo de VD (2), AVE hemorragico (1) e infeccéo
(choque séptico) (4). Nenhum destes receptores apresentou evidéncia clinica de
rejeicdo. Outros 4 transplantados foram a Obito mais tardiamente: 3° més (1) , 4°
més (2) e no 9° més (1). A causa do 0Obito destes transplantados foi: infeccao (2),
causa indeterminada por perda de segmento (1) e disfuncdo grave do enxerto (1).
Esta dltima paciente, falecida no 4° més de pos-operatério, apesar da disfuncéo
grave do enxerto que a levou ao 0Obito, apresentava BEMs sem sinais de rejeigdo
celular. N&o foi possivel o diagnéstico de certeza de rejeicdo humoral (AMR) por ndo
haver disponibilidade de imuno-histoquimica ou de pesquisa especifica de
anticorpos anti-HLA na ocasido, permanecendo AMR como provavel

diagnéstico.(Tabela 7)
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Tabela 7- Caracteristicas dos receptores excluidos da amostra

Receptores excluidos da amostra

(n =14)
Idade média (anos) 46,88
Sexo
Feminino (n%) 3(21%)
Masculino (n%) 11(79%)
Tipo sanguineo
O (n%) 6(43%)
A (n%) 5(36%)
B (n%) 0(0%)
AB (n%) 3(21%)

Doenca de base do receptor

Cardiomiopatia dilatada

idiopética (n%) 4(29%)
Cardiopatia isquémica (n%) 2(14%)
Doenca de chagas (n%) 5(36%)
Outras (n%) 3(21%)

Causa do 6bito

Discrasia sanguinea (n%) 3(22%)
Disfuncao de VD (n%) 2(14%)
AVE hemorragico (n%) 1(7%)
Infeccao (n%) 6(43%)
Indeterminada (n%) 2(14%)

Todos os pacientes estudados fizeram uso de esquema imunossupressor
triplice, composto por corticoide (metilprednisolona e prednisona), inibidor de
calcineurina (tacrolimo ou ciclosporina) e antiproliferativos (Micofenolato de mofetil
ou micofenolato de sddio), nas doses ja descritas no item 1.3. Um dos pacientes,

além deste esquema triplice, recebeu anticorpo monoclonal (basiliximabe)
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imediatamente antes da realizagcdo do transplante. Esta medicacdo, chamada de
indutora, tem como objetivo retardar a introducéo de inibidores de calcineurina nos

pacientes com insuficiéncia renal, caso do paciente em questdo. (Tabela 8)

Tabela 8- Esquema imunossupressor utilizado.

Esquema imunossupressor

(n=25)

Inibidor de calcineurina
(n%) 25(100%)

Anti-proliferativo (n%) 25(100%)

Corticoide (n%) 25(100%)

Inducéo (Basiliximabe)
(n%) 1(4%)

Todos os receptores realizaram pesquisa de anticorpos pré-formados (PRA)
na avaliacdo pré-transplante. Nenhum dos receptores apresentava anticorpos anti-
HLA para Classe | e Classe Il (PRA negativo).

Foram realizadas 142 BEMs nos 25 pacientes incluidos no estudo (n=25),
distribuidas de maneira ndo uniforme ao longo do tempo. Os transplantados entre os
anos de 2008 e 2011 foram submetidos a um numero maior de bidpsias, em média
09 exames, segundo protocolo do INC utilizado neste periodo. A partir de 2012, foi
modificado o protocolo, reduzindo-se o niumero de bidpsias programadas para uma
média de 04 procedimentos nos primeiros 6 (seis) meses.

Do total de 142 biépsias endomiocardicas analisadas pelo Servico de
Patologia, obtivemos o seguinte resultado - 78: OR (55%), 57: 1R (40%) e 7: 2R
(5%). Os dados sao descritos na Figura 10. Ndo houve amostra 3R. Os resultados
OR e 1R foram agregados e considerados como auséncia de rejeicao significativa.
Resultados 2R foram considerados como rejeigdo, com necessidade de intervencéo
terapéutica. Houve diagnostico de rejeicdo em 6 (24%) dos receptores, no periodo
de 6 meses apos o transplante. Um dos receptores apresentou 2 (dois) episédios de

rejeicao.
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Resultado histopatoldgico das biéspias endomiocardicas

160
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N° de biéspias

Total OR 1R 2R
Classificacdo ISHLT

Figura 10- Resultado histopatolégico das bidpsias endomiocardicas segundo a classificacdo ISHLT.

A relacdo temporal entre a realizagdo de bidpsia endomiocardica com

diagnéstico de rejeicdo (2R) e o tempo de transplante esta ilustrada na Figura 11.

N° de
Pacientes

O Episodios de RCA

10 20 30 40 50 60
més més més més més més

Tempo de Transplante

Figura 11- Gréafico com intervalo de tempo entre o transplante e o diagnéstico de RCA (rejeicao

celular aguda) classificada como 2R pela ISHLT.

A pesquisa de anticorpos neoformados foi realizada em 21 receptores (n=21),
gue estdo em acompanhamento regular no INC. Os 4 (quatro) receptores nao

analisados ja haviam falecido na ocasido da pesquisa, ndo sendo possivel coletar
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amostras para realizacdo do exame. Em 4 (19%) receptores foi detectada presenca
de anticorpos neoformados. Observamos resultado positivo para HLA Classe | em
1(um) receptor e para HLA Classe Il em outro. Quanto aos anticorpos para
antigenos ndo HLA, detectamos um receptor positivo para Ac anti-MICA alelos 01,
04,12,18, 27 e Ac anti-MICA alelos 02,07,09,17,19. Outro receptor foi positivo
apenas para Ac anti-MICA alelos 01,04,12,18, 27. Nao foi realizada a tipagem de
grupo alélico especifico dos neoanticorpos Classe | e Classe |l detectados. As

caracteristicas deste grupo estdo resumidas na Tabela 9.

Tabela 9 Caracteristicas dos pacientes que apresentaram neo-anticorpos apos realiza¢éo do
transplante.

Receptor Sexo ldade Raca Tipagem MM Datado Doenga Antigeno
sanguinea TX de base

10 M 54 B 0 5 16/03/2009 D MICA (2
Chagas grupos)

15 M 36 N 0 6 10/09/2010 C. HLA
Valvar classe Il

18 M 56 B B 5 10/04/2013 D. MICA (1
Chagas grupo)

21 M 27 B A 4 02/03/2012 C. HLA
Alcoodlica classe |

Nenhum dos receptores que desenvolveram neoanticorpos apresentou
diagnostico de rejeicdo celular aguda de acordo com a andlise das BEMs. A
presenca destes anticorpos se associa essencialmente a rejeicdo humoral (AMR),
cujos critérios diagnosticos diferem do utilizado neste trabalho.

A amostra foi analisada de acordo com numero de incompatibilidades entre as
duplas de HLA-A + HLA-B + HLA-DR, de 0 a 6MM. Nao houve casos de zero MM,
1MM ou 2 MM. A frequéncia de incompatibilidades entre o par doador x receptor foi:
2 com 3 MM (8%), 3 com 4 MM (12%), 12 com 5 MM (48%), 8 com 6 MM (32%).
Quando individualizadas e de acordo com os diferentes loci HLA-A, HLA-B e HLA-
DR, de 0 a 2 MM, encontrou-se a seguinte frequéncia de incompatibilidades: HLA-A :
9 com 1MM (36%), 16 com 2MM (64%); HLA-B: 7 com 1MM (28%),18 com 2MM
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(72%);HLA-DR: 8 com 1MM (32%), 17 com 2MM (68%). Nenhum par com OMM foi
encontrado. As informacdes acima podem ser mais bem ilustradas na Tabela 10.

Tabela 10- Numero de incompatibilidades HLA entre doadores e receptores.

Numero de incompatibilidades HLA

N° alelos N° de pares: doador x
incompativeis receptor (n%)

HLA-A

0 0(0%)

1 9(36%)

2 16(16%)
HLA-B

0 0(0%)

1 7(28%)

2 18(72%)

HLA-DR

0 0(0%)

1 8(32%)

2 17(68%)

Total (HLA-A + HLA-B + HLA-DR)

3 2(8%)

4 3(12%)
5 12(48%)
6 8(32%)

O objetivo secundario foi pesquisar no soro de receptor, a presenca de
anticorpos neoformados anti-HLA e anti-MICA. Foi determinado o p-valor menor que
0,1 (10%) para provar a dependéncia entre as duas variaveis, rejeicdo e presenca

de anticorpos neoformados. N&o encontramos significancia estatistica com relacao
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a presenca de Ac anti HLA Classe | (p=0,373), Classe Il (p=0,373), Ac anti-MICA
01,04,12,18,27 (p=0,332) ou Ac anti-MICA 01,07,09,17,19 (p=0,369).

Outros fatores foram associados a piora da sobrevida no transplante cardiaco,
incluindo ou ndo um maior numero de episédios de rejeicdo. Neste trabalho
analisamos comparativamente estes fatores com a ocorréncia de rejeigao.
Utilizamos os testes Qui-Quadrado, definindo o p-valor menor que 0,1(10%) como
correlacdo estatisticamente significativa. Nao houve correlacdo significativa em
relacdo as seguintes variaveis: causa do Obito do doador (p=0,409), idade do
receptor (p=0,741), Idade do doador (p=0,194), sexo do doador (p=0,936), sexo do
receptor (p=0,959), raca do receptor (p=0,815), presenca de viremia para CMV no
receptor (p=0,122), tipagem sanguinea do receptor (p=0,740), tipagem sanguinea do
doador (p=0,287), compatibilidade entre género do doador e receptor (p=0,899).

As variaveis categoricas analisadas estdo descritas nas Tabelas 11, 12 e 13.

Tabela 11 — Significancia das variaveis analisadas em relacdo as caracteristicas gerais da amostra.

P-valor
Variaveis (Significancia)

Sexo do receptor 0,959
Idade do receptor (variavel em

classes) 0,741
Raca do receptor 0,815
Tipo Sanguineo do receptor 0,740
Presenca de viremia para CMV no

receptor 0,122
Idade do doador (variavel em classes) 0,194
Tipo Sanguineo do doador 0,287
Causa do 6bito do doador 0,409

Compatibilidade de tipo sanguineo
entre DxR 0,499




Tabela 12— Significancia das variaveis analisadas com relacéo a incompatibilidade HLA.

P-valor
Variaveis (Significancia)
HLA-A 0,412
HLA-B 0,478
HLA-DR 0,054
Total de incompatibilidades (todos
HLAS) 0,541

Tabela 13- Significancia das variaveis analisadas com relagédo a presenc¢a de neoanticorpos

P-valor
Variaveis (Significancia)
Ac-anti HLA Classe | 0,373
Ac-anti HLA Classell 0,373
Ac anti-MICA : 01, 07, 09, 17,19 0,369

Ac anti-MICA : 01, 04, 12,18, 27 0,332

49
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6. DISCUSSAO

O transplante cardiaco (TX) € o tratamento de escolha para a insuficiéncia
cardiaca (IC) refrataria, constituindo-se ndo somente numa opg¢ao para aumentar a
expectativa de vida, mas para oferecer melhor qualidade de vida ao paciente'*. O
aumento da sobrevida se associa a exposi¢ao prolongada aos imunossupressores e
complicagbes em longo prazo, tais como infec¢des, obesidade, hipertensao,
insuficiéncia renal, diabetes, dislipidemia, neoplasias **°. O uso destas medicacées
deve ser criteriosamente avaliado e utilizado, evitando-se a0 maximo o surgimento
de complicacdes, sem, no entanto, permitir rejeicdo ao enxerto cardiaco °.
Analisando os fatores associados ao maior risco de rejeicdo podemos individualizar
0 esguema imunossupressor, administrando a menor dose possivel, sem perder a
efetividade.

O esquema imunomodulador padronizado em nosSso servico segue as
recomendacdes e protocolos internacionais. >%?* Tem como fundamento o uso de
drogas com agdo complementar, permitindo a administragéo de baixas dosagens e
minimizando os efeitos colaterais, sem perda da eficacia. Esta combinacédo basica
foi utilizada em todos os transplantes realizados, ndo havendo diferenca entre os
grupos com ou sem rejeicado. O esquema compreende: um inibidor de calcineurina
(ciclosporina ou tacrolimus), um agente antiproliferativo ( micofenolato de mofetil ou
mocofenolato de sddio) e corticosterdides. N&o utilizamos de rotina a Terapia de
Inducdo com anticorpos policlonais ou monoclonais, reservada apenas para
pacientes com alto risco de rejeicdo e em casos especificos de insuficiéncia renal
pré-transplante. Apenas um dos pacientes fez uso de indu¢do com basiliximabe, por
ser portador de amiloidose insuficiéncia renal. O mesmo apresentou um episddio de
rejeicdo no 5° més apos o transplante.

Estudo multicéntrico incluindo 1190 pacientes de 27 diferentes centros
transplantadores, encontrou correlacdo significativa entre 0 numero de
incompatibilidades HLA total (HLA- A, HLA-B e HLA- DR) com rejeicdo precoce,
exceto em negros.”® Descreveu ainda fatores que aumentaram esta incidéncia
cumulativamente: incompatibilidade HLA-DR, receptores jovens, doador ou receptor
do sexo feminino e uso de inducdo.*> Em nossa casuistica ndo encontramos

significancia estatistica entre a rejeicdo nos primeiros 6 (seis) meses apos TX e 0s
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seguintes fatores associados: numero de incompatibilidades HLA total (HLA- A,
HLA-B e HLA- DR), idade do receptor (p=0,53), causa do 6bito do doador (p=0,36),
idade do doador (p=0,470), sexo do doador (p=0,651), sexo do receptor (p=0,694),
raca do receptor (p=0,657), presenca de viremia para CMV no receptor (p=0,141),
tipagem sanguinea do receptor (p=0,795), tipagem sanguinea do doador (p=0,145) e
compatibilidade entre género do doador e receptor (p=0,847). O uso de terapia de
inducao foi descartado para analise, pois ndo faz parte do protocolo utilizado no INC.
Acreditamos que esta diferenca estatistica pode ter ocorrido gracas ao surgimento
de novas drogas imunossupressoras e técnicas de criopreservacdo. Houve uma
reducdo na frequéncia de rejeicdo de maneira geral, o que tornaria tais variaveis
insignificantes.

Enfatizamos que o aumento na frequéncia de rejeicdo estd dissociado da
reducdo na sobrevida. Alguns pesquisadores nao encontraram significancia
estatistica na sobrevida em longo prazo em relacdo a compatibilidade HLA entre
doadores e receptores no transplante cardiaco, apesar da maior incidéncia de
rejeicdo no primeiro ano apés transplante **?°. Em nosso trabalho nao foi avaliada a
sobrevida, mas somente o nimero de episddios de rejeicdo nos primeiros 6 meses
apos transplante. Este periodo de tempo foi escolhido por ser o de maior incidéncia
de RCA ap6s transplante *°.

No transplante renal a selecdo do receptor ideal para o 6rgdo doado é feita
pela andlise da incompatibilidade HLA e pela realizacdo de prova cruzada pré-
transplante. Estudos clinicos estabelecem neste tipo de transplante, uma maior
frequéncia de rejeicdo, particularmente na incompatibilidade HLA-DR, que é utilizada
como critério de selecdo do melhor receptor. °. Nos transplantes cardiacos tal
definicdo esta ausente.®'? Por ndo ser utilizada como critério de selecéo, ndo havia
sido realizada tipagem HLA dos receptores transplantados entre os anos de 2008 e
2010.

Os critérios para selecdo dos potenciais receptores para transplante cardiaco
sao: compatibilidade ABO doador x receptor; peso doador x receptor e tempo de
espera °. Para transplantes realizados em carater de prioridade, o doador e o
receptor devem respeitar apenas compatibilidade em relagéo ao sistema ABO 9%,
Estes critérios foram utilizados em nosso Servigo, ndo havendo transplantes entre

grupos sanguineos incompativeis.
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Encontraram-se evidéncias de que no transplante cardiaco, a compatibilidade
HLA-A, B e DR aumenta a sobrevida e reduz episédios de rejeicdo, em particular a
incompatibilidade HLA-DR influenciando diretamente na frequiéncia de episodios de
rejeicdo nos primeiros meses apés o transplante ***2. Autores recomendam inclusive
um esguema imunossupressor mais intenso nos pacientes com incompatibilidade
HLA-DR °'®.  Nosso estudo confirmou os resultados de trabalhos anteriores,
encontrando correlacdo significativa entre incompatibilidade no alelo HLA-DR
isoladamente e aumento de frequéncia de rejeicdo nos primeiros 6 (seis) meses
apos transplante (p=0,054).

A maior frequéncia de rejeicdo leva ao uso de esquema imunossupressor
mais intenso, com aumento no risco de infec¢des e dos efeitos adversos associados
a esta medicacdes. Observou-se também tendéncia para uma maior incidéncia de
doenca vascular do enxerto nos pacientes que apresentam episodios de rejeicao.
Apesar dos estudos divergirem quanto a importancia da incompatibilidade HLA-DR a
longo prazo, nos parece claro diante dos fatos acima descritos, que na pratica
clinica, hd uma piora na evolucao do paciente.

Diante de um numero tdo grande de possiveis combinac¢8es entre alelos HLA,
fica facil entender a dificuldade de se formarem pares ideais, com pequeno namero
de incompatibilidades.”?* O percentual de incompatibilidades entre alelos HLA-A ,
HLA-B e HLA-DR observado em nossa amostra foi compativel com o descrito na
literatura.” Observou-se uma frequéncia maior de duplas com 5 MM (48%) seguida
por duplas totalmente incompativeis, com 6 MM ( 32%).

A dificuldade logistica para realizacdo de testes de compatibilidade entre
doador e receptor no TX cardiaco, tendo em vista o tempo ideal entre captacéo e
implante ser inferior a 4(quatro) horas, foi parcialmente superada. As atuais técnicas
laboratoriais permitem hoje realizar a tipagem HLA e a pesquisa de anticorpos anti-
HLA em até 2 (duas) horas, tempo habil para realizacdo de “crossmatch” entre
doador e receptor 2?8, Pela inexisténcia de consenso quanto a utilidade clinica da
avaliacdo de compatibilidade HLA para selecdo do receptor no TX cardiaco, este
nao é utilizado na pratica diaria e nem esta incluido nos exames recomendados e,
portanto, custeados pelo SUS, 81218, 3233.34

Na rejeicdo ao enxerto cardiaco, a maioria dos pacientes inicialmente é
assintomatica, sendo necessaria a realizacdo de biopsias para detectar e tratar a

rejeicdo antes que esta produza disfuncdo do enxerto sintomatica 2*. Ela pode ser
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classificada de acordo como o principal componente imunoldgico envolvido
(humoral/celular) ? Considera-se na verdade, tal classificacdo como didatica, ja que
todo sistema imune atua em conjunto, embora uma das manifestacbes seja
preponderante.

A rejeicdo celular aguda (RCA) é a mais frequente e tem critérios histoldgicos
solidamente estabelecidos, por isso foi escolhida como padrédo diagnéstico em nossa
pesquisa. Como os critérios utilizados para diagnostico de rejeicdo humoral nao
foram objeto deste estudo, estes foram eximidos de detalhamento. Foram
considerados para o diagnostico de RCA clinicamente significativa, as bidpsias 2R e
3R pela Classificacdo ISHLT ?°. Este critério foi utilizado por apenas nestes casos
ser necessaria intervencao terapéutica e, portanto, haver relevancia na pratica
clinica.

Dos 25 receptores avaliados 6 (seis) apresentaram BEM 2R, sendo que um
deles apresentou BEM 2R em duas ocasides. Amostras 3R ndo foram encontradas.
Aproximadamente 20% a 40% dos receptores de coracdo apresentara pelo menos
um episédio de RCA no primeiro ano pés-operatério 2. Nosso estudo confirmou esta
frequéncia, encontrando 24% de RCA na amostra estudada.

Nenhum dos receptores apresentava anticorpos anti-HLA para Classe | e
Classe Il (PRA negativo). A presenca de anticorpos pré-formados comprovadamente
aumenta a probabilidade de rejeicdo ao enxerto cardiaco, reduzindo a sobrevida e
piorando o prognéstico. Encontram-se sob maior risco de sensibilizacdo prévia as
multiparas, politransfundidos e pacientes com suporte circulatorio.

A presenca de neoanticorpos se associa essencialmente a rejeicdo humoral
(AMR). Sua frequéncia é menos comum que a RCA, ocorrendo em cerca de 10% de
pacientes que apresentam instabilidade hemodinadmica apds transplante. Como
objetivo secundario, pesquisamos a presenca de anticorpos neoformados anti-HLA e
anti-MICA no soro de receptor. Segundo os estudos ha uma correlacdo direta entre
a o0 surgimento de neoanticorpos e rejeicdo ao enxerto com piora da

sobrevida,®%3435

. Nao foi encontrada, entretanto, em nosso estudo, significancia
estatistica com relacdo a presenca de Ac anti-HLA Classe | (p=0,396), Classe |l
(p=0,369), Ac anti-MICA 01,04,12,18,27 (p=0,293) ou Ac anti-MICA 01,07,09,17,19
(p0,369). Este resultado pode ser justificado. O diagnéstico de AMR se baseia na
analise imuno-histoquimica da BEM, com a presenc¢a de imunoglobulina (IgG, IgM

ou IgA), fragmentos do complemento (C3d, C4d, C1q) ou de células CD68 positivas
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(macrofagos), bem como o aparecimento de neoanticorpos circulantes contra o HLA
do doador **. Estes critérios diagnésticos para AMR nao foram utilizados em nosso
estudo. A amostra reduzida, acrescido do fato de a AMR ser considerada entidade
rara, também torna esta informacao pouco robusta.

A maioria dos receptores nédo apresentaram anticorpos anti-HLA e anti-MICA
neoformados apés transplante cardiaco.

Os receptores que desenvolveram neoanticorpos anti-HLA e anti-MICA
nao apresentaram sinais de rejeicdo celular aguda nas biépsias endomiocardica
realizadas.

O resultado deste trabalho sugere a utilizagdo da compatibilidade HLA-DR
como critério adicional para selecionar candidatos em fila de espera para transplante
cardiaco. O menor risco de rejeicdo traz a possibilidade de se reduzir os niveis de
Imunossupressao nos casos de maior compatibilidade entre alelos HLA-DR. Com
isso reduzimos a incidéncia de comorbidades, particularmente as infeccdes e
neoplasias, melhorando ndo sé a sobrevida, mas a qualidade de vida apés a

cirurgia.

6.1. LimitagOes do Estudo:

N&ao foi realizado a tipagem de grupo alélico dos neoanticorpos Classe | e
Classe Il detectados, o que impossibilitou comprovar a formacao de antigenos HLA
especificos contra o HLA do doador.

O estudo se limitou a avaliacdo da rejeicdo aguda celular. Para diagnostico de
rejeicdo humoral seria necesséario realizar também a analise imuno-histoquimica em
todas as biopsias endomiocardicas.

O periodo de tempo analisado foi curto e ndo define se incompatibilidade
HLA-DR interfere na evolugéo clinica, justificando um acompanhamento diferenciado
nos casos de maior incompatibilidade.

A amostra reduzida ndo permite extrapolar os resultados para Transplantes
Cardiacos fora do Instituto Nacional de Cardiologia, ndo sendo possivel sugerir

mudancas nas condutas atualmente estabelecidas.
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7. CONCLUSAO

Ha correlacdo significativa entre incompatibilidade HLA-DR e maior niumero
de episédios de rejeicdo celular aguda nos primeiros 6 (seis) meses apos
transplante cardiaco.

A maioria dos receptores nao apresentaram anticorpos anti-HLA e anti-MICA
neoformados apos transplante cardiaco.

Os receptores que desenvolveram neoanticorpos anti-HLA e anti-MICA nao
apresentaram sinais de rejeicdo celular aguda nas bidpsias endomiocérdica

realizadas.
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9. Anexos

9.1. Anexo A

MINISTERIO DA SAUDE
SECRETARIA DE ATENCAO A SAUDE
INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGIA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

DECLARACAO PARA USO DE PRONTUARIOS

Titulo do Estudo:
Investigador Principal:

Declaro, para os devidos fins, que Ligia Beatriz Chaves Espinoso Schtruk, Tereza
Cristina Fellipe Guimardes e Luis Cristovao Po6rto, teremos compromisso com a
privacidade e a confidencialidade dos dados utilizados, preservando integralmente o
anonimato dos pacientes, os dados obtidos somente poderdo ser utilizados para o
projeto: “Compatibilidade HLA entre doador e receptor nos transplantes cardiacos
realizados no Instituto Nacional de Cardiologia”. Todo e qualquer outro uso que
venha a ser planejado devera ser objeto de novo projeto de pesquisa, que devera
ser submetido & apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa - CEP. Tenho
ciéncia que o Servico de Arquivo Médico somente poderdo liberar dados para fins
de pesquisa cientifica para projetos “aprovados”’, com a devida
autorizacdo pelo Membros do Comité de Etica em Pesquisa — CEP/INC.

Rio de Janeiro, ........... de . de 20....... )



9.2. Anexo B

Servigo Publico Federal

Ministério da Saude
Secretaria de Atencéo a Saude

Instituto Nacional de Cardiologia

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a)
Sr(a).
para participar do Projeto de Pesquisa “Compatibilidade HLA entre doador e
receptor nos transplantes cardiacos realizados no Instituto Nacional de
Cardiologia”, que sera realizado no Instituto Nacional de Cardiologia.

A pesquisa pretende avaliar a presenca de novos anticorpos anti-HLA, que
sdo proteinas especificas produzidas pelo sistema de defesa do seu organismo,
apos a realizacdo do transplante de coracéo.

A pesquisadora Dra. Ligia Espinoso Schtruk, responsavel pelo projeto, pede
autorizacdo para coletar (tirar) uma amostra de seu sangue (dez mililitros), para
poder fazer esta pesquisa.

O Sr.(a) foi escolhido porque foi submetido a transplante cardiaco. A
informacgéo do seu exame vai servir para avaliarmos se a presenca de anticorpos
anti-HLA tem relacdo com a frequencia de rejeicdo ao coracédo transplantado. O
sangue que nao for usado ndo serd guardado, sendo descartado com todo o
cuidado. A coleta do sangue sera feita em uma veia de seu braco, podendo
causar uma leve dor na hora e uma pequena mancha roxa que desaparecera em
3 a 4 dias apos a coleta.

Se depois de autorizar a coleta, o Sr(a) ndo quiser que seu sangue seja
usado, tem o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase
da pesquisa, seja antes ou depois da coleta do sangue, independente do motivo e
sem prejuizo do atendimento que esta recebendo. O(a) Sr(a) ndo tera nenhuma
despesa e também ndo ganharad nada. A sua participagdo é importante para o
melhor acompanhamento dos pacientes submetidos a transplante cardiaco e de
como podem ser identificados casos com maior chance de rejeicdo do coragao
transplantado. Os resultados da pesquisa serdo analisados e publicados, mas
sua identidade néo sera divulgada, sendo guardada em segredo para sempre.

Se tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a elaboracéo da pesquisa,
entre em contato com a pesquisadora responsavel, Dra Ligia Espinoso Schtruk,
Servico de Insuficiéncia Cardiaca e Transplante, Instituto Nacional de
Cardiologia (INC), Rua das Laranjeiras, 374, 7° and, CEP: 22240-006.
Telefone: 3037-2400 ou pelo e-mail: ligiaschtruk@yahoo.com.br.

Consentimento Pds—Informacéo
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Eu, , fui
informado sobre o que o pesquisador quer fazer e porque precisa da minha
colaboracéo, e entendi a explicagdo. Por isso, eu concordo em participar do projeto,
sabendo que n&o vou ganhar nada e que posso sair quando quiser. Estou
recebendo uma copia deste documento, assinada, que vou guardar.

Assinatura do participante:

Data - -




9.3. Anexo C

Vista parcial da tabela Excell utilizada para coleta de dados:
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DN

Idade

Sexo

Raca

HLA
A

HLA
A

HLA
B

HLA
B

HLA
DR1

HLA
DR1

ABO

Doenca

10

11

12

13




